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RESUMO

A glicosamina-6-fosfato sintase é a Unica enzima que catalisa a reacdo de
conversdo da D-frutose-6-fosfato a D-glicosamina-6-fosfato. Essa € a primeira reacao
na via bioquimica que leva a formacao da forma ativada da N-acetil-D-glicosamina, a
uridina-5’-difosfo-N-acetil-D-glicosamina. Esse nucleosideo fornece a N-acetil-D-
glicosamina para a biossintese de lipopolissacarideos, peptideoglicanos em
bactérias e quitina em fungos, insetos e crustaceos. Como uma enzima participante
na biossintese de componentes importantes da parede celular, a glicosamina-6-
fosfato sintase € essencial para as células fungicas e a sua importancia para as
essas foi demonstrada pela delecdo de seu respectivo gene, que se mostrou letal.
Nesse trabalho esta descrita a sintese de derivados da p-arabinose, modificados em
C-1 e fosforilados em C-5, como potenciais agentes antifingicos. Esses foram
planejados com base na estrutura do carboidrato no estado de transicdo da reacao
catalisada por essa enzima. Os compostos planejados 5-O-diestilfosforil-E,Z-D-
arabinose oxima, bem como o 2-(p-arabino-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-5-metil-1,3,4-
oxadiazol ndo foram obtidos. O derivado contendo o anel tetrazdlico em C-1 e
fosforilado em C-5 foi obtido em cinco etapas. O composto 5-(D-arabino-4-
dietilfosforiloxi-1,2,3-tri-hidroxibutil)tetrazol, bem como outros intermediarios de
sintese foram avaliados quanto as suas atividades antifiungicas e antibacterianas.
Entretanto, nenhuma dessas substancias exibiu atividade contra os fungos e

bactérias testados.

Palavras chave: glicosamina-6-fosfato sintase, antifingico, carboidrato.



ABSTRACT

The glucosamine-6-phosphate synthase is the enzyme that catalyses the conversion
of D-frutose-6-phosphate to D-glucosamine-6-phosphate. This is the first step in the
biochemical pathway leading to the formation of an activated form of N-acetyl-D-
glucosamine, namely uridine 5’-diphospho-N-acetyl-D-glucosamine. This nucleoside
provides N-acetyl-D-glucosamine for biosynthesis of lipopolysacharides,
peptideoglycans in bacteria and chitin in fungi, insects and crustaceans. As an
enzyme participating in biosynthesis of important cell wall components, the
glucosamine-6-phosphate synthase is essential for the fungi cells, and its importance
for these ones was demonstrated by the deletion of its gene, that proved to be lethal.
In this work, it is described the synthesis of D-arabinose derivatives, modified in C-1
and phosphorylated in C-5, as potential antifungals agents. These were designed,
based on the structure of the transition state of the reaction catalyzed by this
enzyme. The compounds designed, 5-O-diestilphosphoryl-E,Z-D-arabinose oxime, as
well as 2-(p-arabino-1,2,3,4-tetrahydroxybutyl)-5-metil-1,3,4-oxadiazole could not be
achieved. The compound modified in C-1 with a tetrazole ring and phosphorylated in
C-5 was achieved in five steps. The compound 5-(D-arabino-4-diethylphosphoryloxy-
1,2,3-trihydroxybutyl)-tetrazole, as well as the others compounds sinthesized were
evaluated against fungi and bacteria, however neither of them were active against

the microorganism tested.
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1 INTRODUCAO

As infeccOes sistémicas por patdogenos fangicos sdo um problema grave na
quimioterapia atual (JANIAK et al., 2003). O quadro se torna mais complicado devido
ao rapido aumento do numero de pacientes imunocomprometidos, como o0 aumento
do nimero de pacientes em tratamento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida,
terapia com antineoplasicos e com imunossupressores e também com o crescente
aumento de resisténcia fungica aos medicamentos utilizados na terapéutica

(SILVESTRI et al., 2004).

Historicamente, os principais patdogenos encontrados em pacientes hospitalizados
sao Candida albicans e Aspergillus fumigatus, entretanto, entre os pacientes de alto-
risco percebeu-se o surgimento de patdégenos fungicos emergentes. Desses, pode
ser destacado Candida glabrata, por sua reduzida suceptibilidade aos antifiUngicos
em geral e por sua capacidade de desenvolver resisténcia ao fluconazol. Outras
espécies podem ser citadas, como Aspergillus terreus, Zygomycetes spp, Fusarium

spp., e Scedosporium spp. (ROGERS, 2006).

Uma das dificuldades do tratamento de infec¢cdes fungicas é a toxicidade
apresentada pelos medicamentos disponiveis para uso. Essa toxicidade é atribuida
ao fato de as células fungicas serem eucariotas e por isso, compartilharem com as
células dos mamiferos diversas vias metabdlicas, assim aumentando os efeitos
indesejados dos farmacos (ZACCHINO, 2001). Na figura 1, pode ser observado uma
representacdo esquematica de uma célula fungica com os alvos dos principais

agentes antifungicos usados na clinica atualmente.



Parede celular fungica (alvo para
Anfotericina B e Caspofungina)

Sintese de esterdides no
reticulo endoplasmatico
(alvo para os derivados azélicos)

Sintese de
DNA e RNA
(alvo para 5-FU)

Figura 1 — Representacao de célula fungica e principais locais de acdo dos farmacos
utilizados na terapéutica.

(Fonte: ODDS; BROWN; GOW, 2003)

Nosso arsenal terapéutico dispbe atualmente de diversos medicamentos
antifingicos que, em sua maioria, tém sua atividade relacionada a interacéo direta
com o ergosterol, constituinte da membrana plasmatica do fungo, ou inibicdo de sua
sintese, inibicdo da sintese do RNA/DNA, ligagdo aos microtubulos e
desestruturacdo da parede celular. Entretanto, para uso em infecgBes fungicas
sistémicas estdo disponiveis apenas o0s polienos (anfotericina B e nistatina), os
derivados azolicos, os analogos de nucleosideos e um derivado da classe das

equinocandinas (ODDS; BROWN; GOW, 2003) (Figura 2).
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Figura 2 - Exemplos de estruturas de farmacos antifingicos em uso clinico.




A anfotericina B (1) por muitos anos foi o Unico agente antifungico poliénico a ser
utilizado para tratar infec¢des viscerais. Seu modo de acédo € atipico para uma
molécula antimicrobiana. Ao invés de inibir uma enzima, ela se liga ao ergosterol,
principal esteréide de membrana das células fungicas, assim causando perturbacao
desta e morte celular. (ODDS; BROWN; GOW, 2003). O mecanismo de acdo pode
ser explicado pela interacdo de moléculas de anfotericina B com moléculas de
ergosterol, formando um cilindro, de modo que no centro fique a porcéo hidrofilica,
formando um canal na membrana, permitindo o fluxo de ions, com conseqtiente

extravasamento desses e morte celular (Figura 3) (BAGINSKI et al., 2005).

Figura 3 — Proposta de interacdo entre anfotericina B e ergosterol (BAGINSKI, et al.,
2005).

A anfotericina B é fungicida e possui amplo espectro de acédo, incluindo diversas
espécies, como Candida spp.,Cryptococcus neoformans, Blastomyces dermatitidis,
Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Paracoccidioides braziliensis,
Aspergillus spp.. Embora possua uma seletividade pelo ergosterol, ela também se
liga ao colesterol, presente nas células humanas, causando assim efeitos toxicos. O
principal efeito toxico é observado nos rins, a nefrotoxicidade. E observado algum

grau de reducéo da funcéo renal em mais de 80 % dos pacientes e embora haja



recuperacdo da funcdo renal com o término do tratamento, algumas vezes

permanece algum comprometimento da filtracdo glomerular (RANG, 2003).

Os derivados azélicos pertencem a uma classe extensa de agentes antifiUngicos
utilizados na pratica clinica. Seu principal alvo molecular é a enzima 14-a-
desmetilase, dependente do sistema citocromo P450. Essa enzima é responsavel
pela desmetilagdo do eburicol na via biossintética do ergosterol (Figura 4). Com a
deficiéncia do ergosterol, a membrana flngica passa a apresentar esterbides
anormais. Desse modo, a fluidez e a permeabilidade da membrana séo alteradas, o
gue afeta as enzimas envolvidas na sintese da parede celular (NAILOR; SOBEL,

2006).

Acetil-CoA—= HMG-CoA—— Mevalonate—

Esqualeno 2,3-oxidoesqualeno
Azbis N
/ X

14-a-desmetilase

-
H -
1
!
Ll

HO HO HO
4,4-dimetil-ergostratrienol eburicol lanosterol

Fecosterol Ergosterol

Figura 4 — Via biossintética do ergosterol.
Os principais farmacos disponiveis dessa classe séo fluconazol (2), itraconazol (3) e
cetoconazol (4) (Figura 2). Entretanto, os azlis apresentam algumas limitacdes,

como a incompatibilidade entre os pacientes com SIDA que apresentam acloridria e



outros que fazem uso de antiacidos e/ou antagonistas Hy, com a necessidade de
meio acido para o cetoconazol e itraconazol (Figura 2, pagina 18) serem dissolvidos
no estbmago, o que leva problemas de absor¢cdo (WONG, 2000). Os azdéis podem
ser toxicos para homem, visto que algumas etapas da sintese do ergosterol séo
comuns a do colesterol, o que leva a alteracdes na producdo de hormdnios sexuais,
colesterol e outros esterdides dependentes dessa mesma via (ZACCHINO, 2001). O
cetoconazol foi o primeiro derivado dos imidazois a ser introduzido na terapéutica
para o tratamento sistémico de micoses invasivas (WONG, 2000), mostrando-se
eficaz para varios tipos de fungos. Entretanto, sua toxicidade e resposta lenta na
terapia (BENNET, 2003) fizeram com que cedesse lugar para outros agentes
triazolicos de maior eficacia e tolerabilidade, como o itraconazol. (WONG, 2000;
BENNET, 2003). O fluconazol (2) (Figura 2, pagina 18) é um bistriazol fluorado que é
completamente absorvido pelo trato gastrointestinal e ndo sofre variacdo de
biodisponibilidade por alimentos ou alteracdo de acidez gastrica. E ativo contra
Candida albicans e no tratamento de criptococose e meningite coccidibidica, embora
nao seja eficaz no tratamento de aspergilose (BENNET, 2003). O voriconazol (5)
(Figura 2, pagina 18) possui um amplo espectro de acdo antifingica e, como o
itraconazol, é fungicida contra algumas espécies filamentosas isoladas. Além do
mais, apresenta atividade contra as infec¢gées por Fusarium e Scedosporium , que
sédo de dificil tratamento. Entretanto, h4 uma longa lista de medicamentos com os
guais o voriconazol interfere, destacando-se alguns imunossupressores. Essas
interacbes medicamentosas representam um problema para os médicos no
tratamento de pacientes em casos mais graves com medicacdo multipla (ODDS;

BROWN; GOW, 2003).



A flucitosina (6) (Figura 2, pagina 18), uma pirimidina fluorada, atua como agente
antifingico através da sua conversao a 5-fluoroacila (5-FU) dentro das células.
Inicialmente, a 5-fluoroacila € metabolizada em monofosfato de 5-fluorouridina (5-
FUMP). Essa pode ser incorporada ao RNA ou ser metabolizada em 5-
fluorodesoxiuridina monofosfato (5-dFUMP), um potente inibidor da timidilato
sintase, que inibe consequentemente a sintese de DNA (Figura 5). As células de
mamiferos ndo convertem a flucitosina a 5-fluoroacila. Esse fato € crucial para a
seletividade do farmaco. Entretanto, para 0 mecanismo de acdo dessa ocorrer, a
célula fungica deve possuir enzimas e transportadores como a citosina permease,
para internalizar a molécula de flucitosina, citosina desaminase, para converté-la em
5-fluoroacila e a ribonucleotideo redutase, para converter a 5-fluoroacila em
substrato para sintese de acido nucléico. Como muitos fungos filamentosos carecem
de uma dessas enzimas e/ou transportadores, 0 seu espectro fica restrito aos fungos

leveduriformes (ODDS; BROWN; GOW, 2003).
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Figura 5 — Ativacado metabdlica da 5-FU e enibicéo da timidilato sintase.
A caspofungina (7) (Figura 2, pagina 18) é um farmaco langcado mais recente no

mercado (ODDS et al., 2003). E um representante da classe das equinocandinas



gue possui como caracteristica, inibir a sintese de 1,3-B-D-glicanos por inibicdo nao-
competitiva da enzima 1,3-3-glicano sintase. Os 1,3-3-D-glicanos sdao componentes
da parede celular fungica necessarios para o crescimento e divisdo celular desses.
Em contraste com os azébis, possui atividade fungicida para Céandida spp. e
fungistatica para espécies de Aspergillus (NAILOR; SOBEL, 2006). E um farmaco

importante, pois visa uma estrutura celular da qual os mamiferos sédo desprovidos.

Dentre as infec¢bes fungicas, as sistémicas sdo um crescente problema na medicina
atual, seja pela falta de seletividade e toxicidade dos farmacos disponiveis hoje na
terapéutica ou pela crescente resisténcia dos fungos a esses. Esses fatos tornam
necessario o desenvolvimento de analogos melhores dos farmacos ja existentes ou
moléculas com alvos diferentes (WOJCIECHOWSKI et al., 2005). A atencdo dos
pesquisadores tem se voltado para a parede celular dos fungos. O fato de as células
fungicas possuirem parede celular (necesséria a sua vida), e as do homem néo, faz
com que todo o sistema enzimatico relacionado com a sua biossintese passe a ser
considerado um alvo para a génese de novos farmacos antifungicos
(WOJCIECHOWSKI et al., 2005; JANIAK, 2002). Por essa razéo, tém-se aumentado
a atencdo para a biossintese de macromoléculas da parede celular como alvos
moleculares, entre elas os B-glicanos, a quitina e as manoproteinas (ZACCHINO,

2001; FOSTEL, 2000).

A enzima glicosamina-6-fosfato sintase (GIcN-6-P sintase) tem sido estudada como
um recente alvo molecular para agentes antifungicos (CAMUS et al., 1998 a,b;
BOROWSKI, 2000; WOJCIECHOWSKI et al., 2005; CHITTUR; GRIFFITH, 2002;

JANIAK, 2002; MILEWSKI, 2002). A reacédo catalisada por ela € complexa e envolve



a transferéncia de um grupo amino da L-glutamina para a D-frutose-6-fosfato,
resultando em glicosamina-6-fosfato e L-glutamato (Figura 6) (LELOIR; CARDINI,

1953) e nao utiliza amdnia livre como doador de nitrogénio (MILEWSKI, 2002).
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L-glutamina D-frutose-6-fosfato D-glicosamina-6-fosfato L-glutamato

Figura 6 — Reacao catalisada pela GIcN-6-P sintase (LELOIR; CARDINI, 1953)

Essa reacdo é o primeiro passo da via que leva a formacao da uridina-5"-difosfo-N-
acetil-D-glicosamina (UDP-GIcNAc), presente em todos organismos, mas utilizada
em cada um de forma diferente (WOJCIECHOWSKI et al., 2005). A UDP-GIcNAc é
sintetizada em quatro etapas (Figura 7, pagina 25) e é utilizada como doador de
carboidrato na biossintese da quitina, composto que constitui o exoesqueleto dos
artrépodes e parede celular de fungos e dos peptideoglicanos da parede celular

bacteriana (MILEWSKI; GABRIEL; OLCHOWY, 2006).

A enzima GIcN-6-P sintase € vital para as células fungicas, visto que a delecéo de
seu respectivo gene ¢é letal para essas (WHELAN, BALLOU, 1975). Em
contrapartida, a GIcN-6-P sintase em mamiferos se mostrou essencial, mas nao
letal quando inibida por pouco tempo, devido ao maior tempo de vida de suas

células (BATES et al., 1966).
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Figura 7 — Biossintese da UDP-GIcNAc em fungos (MILEWSKI; GABRIEL;
OLCHOWY, 2006).

A enzima possui dois dominios estruturais, um N-terminal que hidrolisa a glutamina a
glutamato e amonia, e um C-terminal, ao qual se liga a frutose-6-fosfato e utiliza a
amonia liberada para a sintese da glicosamina-6-fosfato (Figura 8) (DENISOT et al.,

1991).

Sitio de ligacéo do fosfato Sitio de ligacéo da frutose-6-fosfato

55A

Cisteina N-Terminal

Figura 8 — Representacdo dos dominios da GIcN-6-P sintase (CHITTUR, 2002;
MILEWSKI, 2002).




Tendo em vista os dominios enzimaticos, foram planejados e sintetizados trés tipos
de inibidores, os analogos da glutamina, os multisubstratos e os que mimetizam o

estado de transi¢cdo (CHITTUR, 2002; MILEWSKI, 2002).

Os analogos da glutamina (Figura 9, pagina 27) tém se mostrado inibidores
seletivos, ndo afetando outras amidotransferases. Em sua maioria, sédo inibidores
irreversiveis, ligando-se covalentemente a enzima (CHMARA et al.,, 1984). Sao,
portanto, agentes alquilantes, caracteristica que os tornam potencialmente perigosos
devido a possibilidade de interacdo com alvos moleculares indesejados, como DNA
(WOJCIECHOWSKI et al., 2005). Dos analogos da glutamina, o mais estudado € o
acido Ns-(4-metoxifumaroil)-L-2,3-diaminopropandico (FMDP) e seus analogos,
devido a sua alta seletividade e poténcia como inibidor. Seus derivados séo, na
maioria, ésteres ou amidas de FMDP, ou di e tri polipeptideos contendo FMDP em

suas estruturas (ZGODKA et al., 2001).

Anélogos multisubstratos foram sintetizados por Chittur e Griffith (2002) (Figura 10,
pagina 27). Com base na observacdo de que a GIcN-6-P sintase nao utiliza a
amoOnia exégena como fonte de nitrogénio, os autores postularam que isso exigiria
uma proximidade entre o grupo amino da glutamina e o C-2 da frutose. Para verificar
tal hipbtese, sintetizaram inibidores potenciais que se ligariam ao mesmo tempo ao
sitio de ligacdo do grupo fosfato do dominio isomerase e ao sitio de ligacdo do

aminoacido do dominio transferase, variando-se a distancia entre 0s grupos.

Observaram que o derivado com o menor comprimento de cadeia, apresentava

melhor atividade inibitoria (Tabela 1, pagina 28). Dai inferiram que a distancia entre



os sitios de ligacado do grupo fosfato do carboidrato e do grupo amino da glutamina
era de aproximadamente 3 A. O composto 13 (figura 10), apesar de ter uma
distancia maior entre os grupos funcionais do que o composto 9 (Tabela 1, pagina
28), por apresentar uma estrutura rigida, foi mais potente. Esse fato parece também
indicar que o dominio transferase pode aceitar grupos volumosos e no caso, a
natureza hidrofébica do anel piperidinico contribuiu para a ligacdo a enzima

(CHITTUR; GRIFFITH, 2002).
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Figura 9 — Estruturas de analogos da glutamina inibidores da GIcN-6-P sintase
(MILESW(KI, 2002).
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Figura 10 — Exemplos anélogos multisubstratos inibidores da GIcN-6-P sintase
(CHITTUR; GRIFFITH, 2002).



Tabela 1 — Poténcia dos analogos multisubstratos 8-13 em inibir GIcN-6-P sintase de
C. albicans e suas respectivas distancias entre carbono a e fosfato (CHITTUR,;

GRIFFITH, 2002)

Composto n Cl 50 (UM) Distancia Ca - P (A)
8 1 0,01 2,87
9 2 10 4,25
10 3 210 5,38
11 4 250 6,73
12 5 270 7,94
13 - 0,4 -

Badet-Denisot e colaboradores (1995) sintetizaram analogos bisubstratos unindo um
inibidor do sitio isomerase, 2-amino-2-desoxi-D-glucitol-6-fosfato (ADGP), ao acido
glutamico, (Figura 11), com a intencdo de mimetizar o estado de transicdo em que o
carboidrato (D-frutose-6-fosfato) se liga ao nitrogénio da L-glutamina. Entretanto,
nenhum dos derivados inibiu significativamente a enzima até a concentracdo de 3
mM. Os autores sugeriram que a flexibilidade dos analogos bisubstratos impediria a

orientacdo correta para entrarem nos sitios de ligacdo da enzima ao substrato.

+H3|1
CH,OH E— H
|
H N [Co (CH,),NH 8 COO-
n
HO———H
H—1——OH Composto
14 n=0
H———OH 15 n=1;m=1
16 n=1;,m=2
I’ 17 n=1;m=3
CH,0PO4

Figura 11 — Estrutura de analogos bisubstrato inibidores da GIcN-6-P sintase
(BADET-DENISOT et al., 1995).



Os analogos que mimetizavam o estado de transicdo, bem como o sitio de ligacao
da frutose-6-fosfato a enzima foram menos explorados que os analogos da
glutamina e também o sitio de ligagdo do aminoacido. (WOJCIECHOWSKI et al.,
2005). Dois estados de transi¢do sdo postulados durante a catalise, a cis-enolamina
e a frutosimina-6-fosfato (Figura 12) (GOLINELLI-PIMPANEAU et al. 1989,1991). A
oxima da D-arabinose-5-fosfato (APO), seu analogo metilenofosfonato (AMPO), e o
2-amino-2-desoxi-D-glucitol-6-fosfato sdo exemplos dos analogos de transicdo do

primeiro. O 5-metilfosfono-D-arabino-hidroximolactona (MPAH) mimetiza o dltimo

(Figura 13).
OH
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H———OH H—T—OH
CH,OPO3H, CH,0PO3H,
cis-enolamina frutosimina-6-fosfato

Figura 12 - Estados de transicdo da reacdo catalisada pela GIcN-6-P sintase
(GOLINELLI-PIMPANEAU et al. 1989,1991).
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isomerase (MILESWKI, 2002).



Recentemente, Milewski, Janiak e Wojciechowski (2006) realizaram um estudo
tedrico a respeito das interacdes entre ADGP e a GIcN-6-P sintase, utilizando dados
de cristalografia de raio X e experimentos de “docking”. Baseado nesses resultados,
eles inferiram que a inversao de configuracao de C-2, com a mudanca da forma glico
para mano, permitiria melhor posicionamento do grupo amino e interagdo mais
favoravel com residuo de aminoacido glutamina 488 da enzima, responsavel pela
transferéncia de um hidrogénio entre C-1 e C-2 no estado de transi¢cdo do substrato.
Entao, foi sintetizado o 2-amino-2-desoxi-D-manitol-6-fosfato (Figura 14) e submetido
a teste in vitro com a GIcN-6-P sintase. Esse novo composto apresentou um Ki = 9
pumol e passou a ser considerado o melhor inibidor de estado de transicdo até o

momento, estando de acordo com a suposi¢céo dos pesquisadores.

OPO;?
NH,
HO —OH
HO
OH

Figura 14 — Estrutura do 2-amino-2-desoxi-D-manitol-6-fosfato.
Foi demonstrado que a baixa atividade antifungica do ADGP é limitada devido a
ineficiéncia deste para penetrar na célula, seja por algum transportador ou por
dificuldade em atravessar membrana por difusdo simples, devido a sua alta
polaridade (JANIAK et al.,, 2002). Janiak e colaboradores (2003) sintetizaram
derivados mais lipofilicos do ADGP que fossem capazes de se difundir pela
membrana plasmatica fungica. Foram realizadas modificacbes no nitrogénio de C-2,
com obtencdo de amidas com tamanho de cadeias variadas e modificacdes no
grupo fosfato em C-6, obtendo-se ésteres dimetilico, dietilico e monoetilico (Figura

15, pagina 31).
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26 R=R,=C,Hs  R=C(O)Ch 19 10

27 R;=C,Hg, R,=H R;=C(O)CH; 13 2,5

Figura 15 — Derivados lipofilicos do ADGP e suas atividades in vitro e antifingica
(JANIAK et al., 2003).

A maioria desses compostos apresentaram atividade inibitoria da GIcN-6-P sintase
reduzida, entretanto, alguns, os derivados 21, 23, 25 e 27 apresentaram atividade
antifangica superior a do prototipo (ADGP), confirmando a importancia do carater
lipofilico para a penetracdo nas células. Estudos de metabolismo intracelular
mostraram que os derivados N-acetil-ADGP e o éster dimetilico sao transformados

em ADGP, funcionando entdo como pré-farmacos (JANIAK et al., 2003).

Camus et al. (1998 a) prepararam derivados da D-arabinose visando de obter
substancias mais lipofilicas e em que a sensibilidade a hidrélise do grupo fosfato néo
fosse um problema. Substituindo-se o grupo fosfato do APO por metilenofosfonato
obtiveram AMPO. Percebeu-se uma reducéo drastica na constante de inibicdo (Ki =
14,3 uM para o APO, Ki = 0,36 mM para AMPO). De acordo com 0s autores, essa
reducdo da afinidade pela enzima de 25 vezes em relacdo ao APO corresponde a
perda de 2 kcal/mol de afinidade no sitio de ligacdo. Esse valor representa a perda
de uma ligacdo de hidrogénio entre oxigénio do grupo fosfato, agora substituido por

um grupo CH,, e a enzima.



Fostel, J. M e Lartey P. A. (2000) chamaram a atencdo para busca de novos
farmacos antifungicos, devido ao fato do aumento crescente de infec¢des fungicas e
resisténcia aos farmacos utilizados e defenderam a busca por novas classes e
novos alvos moleculares, entre eles os inibidores de parede celular fungica. Fica
claro, com base no que foi exposto, a necessidade do desenvolvimento de novos
farmacos antifungicos, mais ativos e menos toxicos, e que a GICcN-6-P sintase é
reconhecida como alvo molecular potencial importante que deve ser explorado para
o desenvolvimento de agentes antifungicos que apresentem um novo mecanismo de

acao, comparados aqueles ja disponiveis no arsenal terapéutico.



2 OBJETIVOS

Objetivou-se nesse projeto a sintese de derivados da D-arabinose fosforilados em C-

5 e modificados em C-1, para avaliacdo de sua atividade antifingica in vitro.

3 JUSTIFICATIVAS

O arsenal terapéutico dispde de numero reduzido de farmacos antifingicos, os quais
apresentam efeitos toxicos consideraveis, o que justifica o desenvolvimento de

novos antifungicos.

As substancias cuja sintese foi proposta no projeto foram planejadas para inibir a
glicosamina-6-fosfato sintase, alvo molecular sob recente avaliagdo para o
desenvolvimento de novos antifingicos. O desenvolvimento de farmacos que atuem
em alvos moleculares distintos daqueles ja estabelecidos para os farmacos classicos
€ de relevancia, pela baixa probabilidade do desenvolvimento de resisténcia

cruzada.



3.1 PROPOSTA DE TRABALHO

A proposta inicial deste trabalho era a obtencdo de trés derivados da D-arabinose
modificados em C-1 e fosforilados com um diéster de fosfato em C-5, a fim de se
avaliar as suas atividades antifungicas in vitro. Esses derivados tiveram como
protétipo a 5-fosfato D-arabinose oxima (APO), substancia sintetizada por Camus,
Badet-Denisot e Badet (1998), que se apresentou como bom inibidor competitivo da
enzima glicosamina-6-sintase fosfato (Ki = 14,3 ymol). Os derivados propostos estao

apresentados na figura abaixo (Figura 16).

/OH /OH H/ N\Q\ /N :(
AN AN N N\
HO————H HO————H HO——H HO———H
H———OH H———OH H———OH H———OH
H———OH H————OH H———OH H————OH
CH,0P042 CH,OPO(OEt), CH,OPO(OEt), CH,OPO(OEY),
APO 28 29 30

Figura 16 — Estruturas dos derivados da D-arabinose propostos e do préprio APO

As modificacOes realizadas em C-1 levaram em consideragcdo as interagdes do
substrato no seu estado de transicdo com a enzima. Teplyakov e colaboradores
(1999) realizaram estudos de cristalografia de raio X utilizando o complexo enzima
glicosamina-6-fosfato sintase de E. Coli ora com o produto da reacéo (glicosamina-
6-fosfato), ora com um anélogo de estado de transi¢cdo (2-amino-2-desoxi-6-fosfato-

D-glucitol), a fim de se entender melhor o mecanismo de catélise dessa. Foi



demonstrada, dentre outras interacdes, a importancia dos residuos de aminoacidos
lisina 603 e 485, responsaveis pelas interacdes entre o sitio catalitico da enzima e o

grupo amino de C-2 e a hidroxila de C-1, respectivamente.

Assim sendo, 0s compostos propostos 28, 29 e 30, contendo a oxima E e o0s anéis
heterociclicos tetrazol e 1,3,4-oxadiazol tém como objetivo manter as interacdes
entre as substancias e a enzima, para mimetizar entdo o estado de transicdo do

substrato (cis-enolamina). (Figura 17).

H HN——N N

N/o [\ [

OH

NH, }
NV WV [VaVaVaVy AN CAAAA
cis-enolamina E oxima tetrazol 5-metil-1,3,4-oxadiazol

Figura 17 - Comparacao entre o grupo cis enolamina do estado de transicéo e as

modificacdes em C-1 dos derivados propostos.
Com o objetivo de que as substancias apresentassem atividade antifungica, foi
escolhido o uso do éster dietilico de fosfato, baseado em dados prévios da literatura.
Conforme relatado anteriormente, Janiak e colaboradores (2002 e 2003)
demonstraram que um inibidor da GIcN-6-P na forma de um triéster de fosfato
atravessaria a parede celular fungica mais facilmente e depois era convertido no
derivado 6-fosfato correspondente. Esse funcionou como pré-farmaco e apresentou
maior atividade antifungica in vitro. Assim, esperava-se que 28, 29 e 30

apresentassem comportamento semelhante.

Segue a sequir, a rota sintética dos compostos propostos neste trabalho (Figura 18).
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Figura 18 - Rota sintética proposta para obtenc¢éo de 28, 29 e 30.



4 Resultados e discussao

4.1 Sintese de E,Z-D-arabinose oxima 32

A primeira etapa da rota de sintese para a formacdo dos anéis heterociclicos
consistiu na obtencdo da oxima a partir da D-arabinose (Figura 18, pagina 36). A
oxima é um derivado importante nesse trabalho, visto que ja apresenta a
modificacdo em C-1 desejada, restando apenas ser fosforilada e € também um
intermediario para a sintese dos anéis tetrazol e 1,3,4-oxadiazol. A sua sintese se
deu pela reacéo entre o carboidrato e o cloridrato de hidroxilamina em uma solucéo
de metdxido de sbédio a 65 °C. Uma proposta de formacdo de oxima esta

representada na figura 19.
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Figura 19 - Proposta de formacéo de oxima (SYKES, 1985).
Como se pode observar na figura anterior, ha a formacdo de uma mistura

diastereoisomérica de oximas de configuracdo E (sin) e Z (anti). Finch, e Merchant



(1975) demonstraram que a D-arabinose oxima existia em solucdo exclusivamente
na forma aciclica e que era possivel distinguir os diastereoisdmeros E e Z por
espectrometria de RMN de 'H, baseando-se nos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios H-1. Nessa situacdo, os hidrogénios apresentam deslocamentos
quimicos diferentes devido a um efeito de compresséo estérica da nuvem eletrénica
da hidroxila da oxima sobre os hidrogénios H-1, para diasterecisbmero E e também

sobre H-2, para diastereoisomero Z (Figura 20).

OH
e HO\
N ~ N
~—
/-~ -
H-2 -
H-1 -2 H-1
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OximaE OximaZ

Figura 20 - Efeito de compresséao estérica presente em aldoximas.

A compressao estérica faz com que a nuvem eletrbnica do hidrogénio seja
deslocada em direcdo ao respectivo carbono, desprotegendo o hidrogénio e
protegendo o carbono a ele. Esse efeito torna possivel a distincdo entre os dois
diastereoisbmeros, bem como estimar sua proporcdo em solucdo. Pode ser
observado na figura 20 que, para a oxima E, o efeito de compressao estérica
desprotegera H-1 da oxima E, em relacdo a H-1 da oxima Z, e protegerd C-1 da
oxima E, em relagdo a C-1 da oxima Z. Efeito analogo ocorrerq para oxima Z.
Havera desprotecdo de H-2 da oxima Z, em relacdo a H-2 da oxima E, e protecéo de

C-2 da oxima Z, em relagéo a C-2 da oxima E.

A oxima 32 foi obtida com rendimento de 52 % e caracterizada com base nos seus

espectros de RMN de *H (figura 39, pagina 111) e *3C (figura 40, pagina 112) e



espectro no IV (figura 38, pagina 110). No espectro no infravermelho, podem ser
destacadas, entre outras bandas, as em 3379 cm™ e 3235 cm™, referentes ao
estiramento O-H de hidroxila de &lcool e oxima e as bandas em 1670 e 1638 cm™,
referentes ao estiramento C=N das oximas. No espectro de RMN de *H, podem ser
destacados os sinais em 9 7,6, dupleto, referente a H-1 da oxima E, em 0 6,9,
dupleto, referente a H-1 da oxima Z, em 0 5,1, dupleto duplo, referente a H-2 da
oxima Z e em 04,5, dupleto duplo, referente a H-2 da oxima E. Pode-se determinar a
partir das integrais dos hidrogénios H-1, que os isdbmeros existiam em uma
proporcao de 3:2 (E:Z). Os demais sinais sdo referentes aos demais hidrogénios das
cadeias dos dois diastereoisdbmeros. No espectro de RMN de *3C, podem ser
destacados, os sinais em 0153,4, referente a C-1 da oxima Z, em d152,5, referente
a C-1 da oxima E, em 068,5, referente a C-2 da oxima E e em 64,5, referente a C-
2 da oxima Z. Os demais sinais séo referentes aos demais carbonos dos dois

diastereoisomeros.

4.2 Tentativa de sintese da 5-O-dietilfosforil-E,Z-D-arabinose oxima 28

Conforme o esquema de sintese mostrado na figura 18 (pagina 36), para a sintese
do composto 28, oxima fosforilada, foram propostos dois caminhos: via o0
dietilditioacetal 33 e pela reacdo de fosforilagdo direta da oxima. A reacao de
fosforilacdo direta da oxima traz como principal vantagem tratar-se de apenas uma
etapa de sintese. Em tese, mesmo havendo possibilidade de formac&o de mistura
de produtos, o seu rendimento pode ser maior que o global da outra rota. Assim

sendo, do ponto de vista quimico farmacéutico, seria mais interessante.



Existem na literatura diversos métodos para se introduzir um grupo éster de fosfato
em uma hidroxila. Ha técnicas que descrevem a utilizacdo de ésteres de fosfito com
subsequente oxidacdo do produto a fosfato (NIFANTIEV; GRACHEV;
BURMISTROV, 2000), fosforilacdo enzimatica (FINCH; MERCHANT, 1979), uso de
oxicloreto de fosforo (SOROKA, et al., 2005) e introducdo do grupo fosfato por

deslocamento de um bom grupo abandonar via reacdo Sy2 (BATEY, et al., 1975).

Uma outra técnica também muito utilizada consiste na reacdo entre um alcool e um
cloreto de éster de fosfato (HIKISHIMA et al., 200§. Entretanto, como esses
reagentes sdo menos reativos, devem-se utilizar condicbes nas quais ele reaja,
como atraves do uso de alcoxidos (USHIYAMA et al., 1993), ou simplesmente por
uso de bases, como piridina (HIKISHIMA et al, 2006), trietilamina
(HAMMERSCHIMIDT; HANBAUER, 2000). E também relatado o uso de
catalisadores nucleofilicos como DMAP (SABESAN; NEIRA, 1992) e catélise por
acidos de Lewis (JONES et al., 2003). Um resumo dos métodos citados pode ser

visto na figura a seguir (Figura 21).
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Figura 21 — Alguns métodos de introducéo de éster de fosfato em um substrato.

A tentativa de fosforilagdo do composto 32 foi realizada utilizando-se cloreto de
dietilfosforila, piridina e banho de gelo. Em algumas reacdes se utilizou também
AgCN como catalisador. Um resumo das tentativas pode ser visto a seguir na tabela

2.



Tabela 2 — Tentativas e condi¢cdes da reacao de fosforilacdo da oxima 32
Reacao Oxima (OEt,)POCI Solvente Catalisador Resultado

1 leq 15 piridina AgCN 9%
rendimento
(mistura de
produto com
excesso do
reagente
fosforilante)
2 leq 2 piridina - 20 %
rendimento
(mistura de
produto com
excesso do
reagente
fosforilante)
3 leq 15 piridina - Mistura de
produto mais
reagente
fosforilante
apos
cromatografia
preparativa

Entretanto, o resultado em todas foi praticamente o0 mesmo. Apds 17 horas de
reacao se observaram produtos com tempos de retengéo (Rf) acima do material de
partida, um produto com mesmo Rf desse e produtos com Rf abaixo daquele. A
reacao 1, conforme representado na tabela 2, foi a que apresentou o maior grau de
pureza do produto, entretanto ainda havia excesso do reagente, visualizado por
meio de espectrometria de RMN de *H e **C. Pode-se observar nos seus espectros
de RMN de 'H (Figura 22) e de DEPT135 (Figura 23) que houve somente
fosforilacdo da posicdo C-5 do carboidrato, evidenciado pela multiplicidade do sinal
de C-5, um dupleto em 16,5, devido ao acoplamento carbono fésforo. As tentativas
de isolamento dos produtos das outras reagfes também foram infrutiferas. Sempre
eram obtidas misturas, mesmo apds recromatografia, de pelo menos dois produtos.
E importante ressaltar que, durante o processo cromatografico eram obtidas frages
que aparentemente estavam puras, antes de serem reunidas e concentradas em

evaporador rotatorio. As fracdes reunidas de uma coluna cromatografica foram



submetidas a cromatografia em placa preparativa. No entanto, foram observados
sempre os dois mesmos produtos. Anélise dos espectros de RMN de 'H e de *C da
mistura levou a conclusao de tratarem-se de oxima fosforilada em C-5, algum outro
derivado de carboidrato e ainda um excesso de produto de hidrolise do reagente
fosforilante. Com base nesses resultados, essa tentativa de obtencdo de 28 em duas

etapas foi abandonada e foi avaliada outra tentativa para fosforilacdo da oxima.
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Figura 22 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDsOD) de fracdes reunidas de CCS
de tentativa de fosforilacdo de 32 (reacéo 1).
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Figura 23 — Espectro de DEPT135 (50 MHz, CD3;0D) de fracdes reunidas de CCS de
tentativa de fosforilagéo de 32 (reacao 1).



4.3 Tentativa de sintese da oxima fosforilada 28 via D-arabinose dietilditioacetal 33

4.3.1 Sintese do D-arabinose dietilditioacetal 33

A obtencéo de 33 tem como objetivo a protecdo do aldeido do carboidrato a fim de
obté-lo na forma aciclica. Desta forma, seria possivel a fosforilacdo da hidroxila de
C-5, que na D-arabinose esta envolvida em ligagdo hemiacetélica. Apos a
fosforilacdo, seria realizada a desprotecdo do ditioacetal e o derivado contendo a

funcao aldeido seria convertido na oxima 28.

O uso de ditioacetais é de grande importancia na quimica de carboidratos, visto que
permite manter esse na sua forma aciclica e posteriormente manipular as demais
hidroxilas (STICK, 2001). Nessa reacédo, geralmente, se utilizam um tiol alifatico e o

composto carbonilico em meio acido, que por reacdo de adicdo a carbonila da

origem a um ditioacetal (Figura 24).

H /_\ H H H
Q& HS\ o é\/ H*\O‘Q s
5/
oA HO——H HO——H
H——OH _ I H——on
CH,OH CH0H CH,OH

31

-H,0

s S ..o../_\\/gl s/ Hs/_\ /j

O, -H©" o
HO——H -~ H " hotm = HOTH
H——CH Ho* H——OH e HTOH
H——OH - FO H——OH H——OH
CH,0OH CH,OH CH,OH

33

Figura 24 — Proposta de mecanismo para a formacgao do ditioacetal 33.



Para a sintese do derivado 33, foram utilizados o material de partida, b-arabinose,
etanotiol e HCI 6 mol/L, obtendo-se, apods filtracdo, o derivado 33 com 52 % de
rendimento. O composto 33 foi caracterizado pela analise de seus espectros no
infravermelho (Figura 41, pagina 113), de RMN de 'H (Figura 42, pagina 114) e de
RMN de *3C (Figura 43,pagina 115). No espectro no infravermelho, podem ser
observadas as bandas em 3254 cm™, referente a estiramento de ligacdo O-H das
hidroxilas do carboidrato, em 2943, 2912 e 2869 cm™, referentes ao estiramento C-H
alifatico e em 1081 e 1024 cm™, referentes a estiramento C-O. No espectro de RMN
de 'H atribuiu-se primeiramente o dupleto em J 4,1, ao hidrogénio H-1. Os
hidrogénios H-5 e H-5’, sinais em 03,8 e 03,6 , respectivamente, apareceram como
dupletos duplos e foram atribuidos com base em experimento de HMQC, uma vez
que se sabia qual sinal no espectro de RMN de '3C se referia a C-5, utilizando-se
para isso o espectro de DEPT135. Os demais sinais de hidrogénios, H-2, H-3 e H-4,
foram atribuidos utilizando-se experimento de COSY90 (Figura 44, pagina 116). Os
hidrogénios do grupo metileno do dietilditioacetal apresentaram um sinal na forma de
multipleto entre 62,5 e 0 2,6. Os hidrogénios dos grupos metila do dietilditioacetal
apresentaram dois sinais, um em 01,26 e outro em J 1,25, na forma de tripletos. No
espectro de RMN de *3C o sinal em §25,5 foi atribuido aos carbonos metilénicos do
dietilditioacetal e dois sinais em J 15,0 e o0 14,9 aos carbonos metilicos do
dietilditioacetal. Os demais carbonos do carboidrato foram atribuidos com base no

espectro de HMQC (Figura 46, pagina 118).



4.3.2 Sintese de 5-O-dietilfosforil-D-arabinose dietilditioacetal 34

Para a sintese do derivado fosforilado 34 (Figura 18, pagina 36) foram utilizadas
duas técnicas. Em uma utilizou-se diclorometano como solvente, DMAP em
quantidade catalitica e TEA como base e na outra, piridina como base e solvente e
DMAP como catalisador, entretanto, esse na propor¢cdo de 1:1 com o0 reagente
fosforilante. Essas tentativas foram realizadas com o objetivo de se estudar um
pouco melhor as condi¢cdes de fosforilagdo, visto que esse material de partida,
derivado 33, era mais abundante que os outros a serem fosforilados. Foram
realizadas outras tentativas também em piridina se utilizando catalise acida, com
acidos de Lewis, como ZnCl, e AICl3, entretanto ndo se observou a formacéo de

produtos apods 24 horas de reacao.

Apés purificacdo em CCS, utilizando-se o primeiro método discutido anteriormente, o
produto 34 foi obtido com rendimento de 35 %, ao passo que, utilizando-se o
segundo método, esse foi obtido com 56 % de rendimento apds CCS. Sua
caracterizacao foi feita pela analise de seus espectros no infravermelho (Figura 48,
pagina 120), de RMN de 'H (Figura 49, pagina 121) e de RMN de **C (Figura 50,
pagina 122). No espectro no infravermelho pode ser destacada a banda de forte
intensidade em 1016 cm™ referente ao estiramento P-O-C de ésteres alifaticos de
fosfato. No espectro de RMN de *H, foram observados um multipleto entre 54,4 e J
3,9, referente aos seis hidrogénios da cadeia do derivado do carboidrato mais os
quatro hidrogénios metilénicos do dietilfosfato, o simpleto em J 3,8, referente aos
hidrogénios das trés hidroxilas, o multipleto entre 02,8 e d 2,6, referente aos quatro

hidrogénios metilénicos do dietilditioacetal e o multipleto entre 1,4 e 1,2, referente



aos hidrogénios metilicos do dietilfosfato e dietilditioacetal. No espectro de RMN de
13C, podem ser observados os sinais entre 71,4 e 69,8, referentes aos carbonos
C-2, C-3, C-4 e C-5 da cadeia do derivado de carboidrato. Foram observados em o
64,5, como dupleto, devido ao acoplamento carbono-fésforo (2J), os carbonos
metilénicos do dietilfosfato, em o 55,6, o sinal referente a C-1 do derivado de
carboidrato, em 90 25,4 e J 24,0 os sinais referentes aos carbonos metilénicos do
dietilditioacetal, em J16,2, um dupleto, devido ao acoplamento carbono-fosforo (3J),
referente aos carbonos metilicos do dietilfosfato e os sinais em J 14,6 e 614,5,
referentes aos carbonos metilicos do dietilditioacetal. No espectro de DEPT135,
podem-se distinguir os sinais de C-5, em 64,5 e o sinal em 671,3 referente a C-4.

Esses sinais, em especial os observados no espectro de DEPT135 nos permitiram

confirmar a fosforilag&o regiosseletiva da hidroxila de C-5.

4.3.3 Tentativa de sintese de 5-O-dietilfosforil-D-arabinose 35

Essa etapa tinha como objetivo a remogédo do grupo dietilditioacetal, por meio de
uma reacdo de oxidacdo com Br,, para posterior reacdo com cloridrato de
hidroxilamina para formagédo da oxima 28. Entretanto, ndo se obteve 38, mas sim
0,071 g de residuo oleoso. Por espectrometria no infravermelho (Figura 25, pagina
48), foram observadas bandas em 3324 cm™ referente ao estiramento O-H, em
2986 e 2941 cm™, referentes ao estiramento C-H alifatico, e em 1012 cm™, referente
ao estiramento P-O-C de ésteres alifaticos de fosfato. No espectro de RMN de *H
(Figura 26, pagina 48), observaram-se sinais largos em Jd4,1 e 0 1,3 com integrais
compativeis com a da estrutura do produto esperado. No espectro de RMN de *C

(Figura 27, pagina 49) observou-se um numero consideravel de sinais na regiao de



carbono de carboidratos com intensidade relativa menor do que o0s sinais

correspondentes ao grupo dietilfosforila. Esses dados nos levam a especular que

houve remocao do ditioacetal com posterior migracdo do éster de fosfato, gerando

varios derivados O-fosforilados. Essa sequéncia de sintese foi entédo interrompida.
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Figura 26 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CD3;0D) do produto de reacédo de

desprotecao do ditioacetal com Br».
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Figura 27 - Espectro de RMN de **C (400 MHz, CDsOD) do produto da reacdo de
desprotecao do ditioacetal com Br».

4.3.4 Sintese de 2,3,4-tri-O-acetil-5-O-terbutildimetilsilil-D-arabinose dietilditioacetal

41

Essa etapa teve como objetivo a protecao regiosseletiva da hidroxila de C-5 com um
derivado alifatico de silicio e protecdo das demais hidroxilas com grupos acetila, a
fim de se obter em posteriores etapas, a desprotecédo do grupo silila e tentativa de

fosforilacdo, conforme figura 28.
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Figura 28 — Rota alternativa para obtencao da oxima fosforilada 28.

Essa seria uma alternativa a fosforilagdo regiosseletiva da hidroxila de C-5, visto
gue agora teriamos apenas a hidroxila primaria do derivado do carboidrato
disponivel para a reagéo, podendo-se entdo utilizar maior quantidade do reagente de
fosforilacdo a fim de se obter rendimentos melhores para sintetizar o derivado 28,

oxima fosforilada na hidroxila de C-5.

Os derivados volumosos de silicio sdo de grande utilidade, em sintese de um modo
geral, para se proteger seletivamente uma hidroxila primaria (STICK, 2001). Nessa
etapa foram utilizados cloreto de ter-butildimetilsilila, diclorometano, trietilamina e
DMAP para se obter a protecéo regiosseletiva da hidroxila em C-5, hidroxila priméria

e mais reativa, e depois no mesmo baldo, sem qualquer elaboragdo, submeter o



produto as condi¢cdes de acetilacdo com piridina e anidrido acético em banho de
gelo. Apés elaboracgéo, o produto foi obtido como um 6leo com rendimento de 83 %
e foi caracterizado pela analise de seus espectros de RMN de *H (figura 52, pagina
124) e de RMN de C (figura 53, pagina 125). No espectro de RMN de *H podem
ser observados sinais em 05,5, dupleto duplo, referente a H-3, em 65,3 , dupleto
duplo, referente a H-2, entre 05,1 e 05,0 , multipleto, referente a H-4, em 63,9 ,
dupleto, referente a H-1 e 03,7 e 03,6 , dupletos duplos, referentes a H-5 e H-5’,
respectivamente. Os hidrogénios metilénicos do dietilditioacetal apresentaram um
sinal entre J 2,7 e 0 2,6, multipleto, enquanto os hidrogénios dos grupos metila
apresentaram-se como dois tripletos parcialmente sobrepostos em 0 1,2139 e J
1,2090. Os hidrogénios metilicos dos grupos acetila apresentaram sinal entre 62,1 e
0 2,0, como simpletos. Os hidrogénios metilicos do grupo ter-butila apareceram
como um simpleto em 6 0,8 , enquanto os hidrogénios dos grupos metila ligados
diretamente ao silicio, apareceram em ¢ 0,1, como um simpleto. No espectro de
RMN de **C, podem ser observados em §170,2 , 170,0 e §169,7 , os sinais dos
carbonos das carbonilas dos grupos acetila. Em J 71,6, 0 71,2 e J 70,2 se
observaram os sinais de C-2,C-3 e C-4 do carboidrato, em 061,9 , observou-se sinal
do carbono C-5, assim atribuido com base no sub-espectro DEPT135 e em 52,2 0
sinal de C-1. Os carbonos metilénicos do dietilditioacetal sdo observados em 025 e
0 24,9 , confirmado pelos sinais caracteristicos no sub-espectro de DEPT135. Os
sinais dos carbonos dos grupos metila do dietilditioacetal aparecem em 6 14,4 e o0
14,2. Os sinais dos carbonos metilicos dos grupos acetila sdo observados em 25,9

ppm, sendo os mais desprotegidos de todos os grupos metila. Isso ocorre em

decorréncia deles estarem ligados a uma carbonila e serem desprotegidos por efeito



indutivo. Os carbonos metilicos do grupo terbutila apresentaram sinais em 21,1 e o
20,9, enquanto o carbono terciario ligado direto ao atomo de silicio apresentou sinal
em 0 18,4 , que pode ser confirmado pela sua auséncia no experimento de
DEPT135, visto que esse ndo € um carbono hidrogenado. Os carbonos metilicos
ligados diretamente ao atomo de silicio se apresentaram mais protegidos que

agueles do TMS, apresentando seu sinal em 0-5,36.

4.3.5 Sintese de 2,3,4-tri-O-acetil-D-arabinose dietilditioacetal 42

Nessa etapa foi realizada a desprotecéo seletiva da hidroxila de C-5 do composto 41
(Figura 28, pagina 50). Essa desprotecdo era necesséria para se tentar a reagcédo de
fosforilacdo na proxima etapa sem influéncia de outras hidroxilas, que agora

estavam protegidas por grupos acetila.

A desprotecéo regiosseletiva de grupos hidroxila protegidos na forma de éteres de
silicio pode ser realizada utilizando-se fluoretos e € possivel se obter seletividade,
em uma condicdo suave sem ocorrer desprotecdo dos demais grupos protetores,

devido ao alto valor de entalpia de formacgéo da ligacéo F-Si (STICK, 2001).

Para se obter o derivado 42, foram utilizados fluoreto de tetrabutilaménio e THF,
como solvente, e apods elaboracdo, o produto foi obtido como um 6leo com
rendimento quantitativo e utilizado diretamente na etapa seguinte. O composto 42 foi
caracterizado pela andlise de seus espectros de RMN de *H (Figura 55, pagina 127)
e do sub-espectro DEPT135 (Figura 56, pagina 128). No espectro de RMN de *H

observam-se dois sinais largos em 05,1 e J 4,9, referentes a H-2 e H-3, com as



atribuicdes intercambiaveis. Os hidrogénios de H-5, H-5" e H-4 se apresentaram
todos juntos em um multipleto com integral igual a 3, observado entre 04,5 e 04,3.
Em 04,1 observa-se um dupleto, referente a H-1 e em 9 3,2, observa-se um sinal
largo referente a hidroxila de C-5. Observam-se trés multipletos entre 02,8 e 02,6,
entre 02,1 e 62,0 e entre 01,3 a 01,2, referentes aos hidrogénios metilénicos do
dietilditioacetal, hidrogénios metilicos do grupo acetila e hidrogénios metilicos do
dietilditioacetal, respectivamente. No sub-espectro de DEPT135 observam-se trés
sinais em 071,6, 070,2 e 568,1 referentes aos carbonos C-2, C-3 e C-4, com suas
atribuices intercambiaveis. Em 662,9, observa-se o sinal de C-5, em 52,1, o sinal
de C-1 e os sinais em 0 25,0 e 0 24,5 atribuiram-se aos carbonos Cb. Os carbonos
metilicos dos grupos acetila apresentam sinais em 9 20,9 e J 20,8, enquanto 0s

metilas do dietilditioacetal Ca apresentam sinais em 014,5 e 014,0.

436 Tentativa de sintese de 2,3,4-tri-O-acetil-5-O-dietilfosforil-D-arabinose

dietilditioacetal 43

Essa tentativa visava a obtencé@o de um intermediario fosforilado sem que houvesse
interferéncia de outras hidroxilas, podendo-se utilizar maior quantidade do reagente
fosforilante, a fim de se obter rendimento adequado para se alcancar a oxima

fosforilada em posteriores etapas.

A reacéo foi realizada utilizando-se cloreto de dietilfosforila, DMAP, trietilamina e
CH.Cl,. Com o decorrer da reacao, foi observada a formacao de um produto de Rf
inferior ao do material de partida. Apos eliminacdo do solvente da reacdo em

evaporador rotatério, a analise dos espectros em RMN de *H e **C do produto bruto



permitiu concluir que o produto principal era na verdade o composto 33, a D-
arabinose dietilditioacetal, obtida com rendimento quantitativo. Percebe-se que
ocorreu a remocao dos grupos acetila e nao fosforilacdo do derivado de carboidrato.
Especulamos que a remocdo dos grupos protetores acetila pode ser atribuida a
formacao de HCI in situ advindo do reagente fosforilante, o qual poderia remover os
grupos acetila, ou mesmo ao uso de trietilamina, que é utilizada para promover
desprotecao de ésteres em presenca de alcool ou umidade. Portanto, essa mesma
umidade que pode ter removido os grupos acetila catalisado por trietilamina ou HCI,
poderia consumir o reagente fosforilante e contribuir para a ndo formacdo do
produto. Essa reacdo e o restante dessa rota alternativa para a sintese da oxima

fosforilada 28 foi entdo interrompida.

4.4 Sintese da 2,3,4,5-tetra-O-acetil-D-arabinonitrila 36

Retornou-se entdo o plano inicial para a obtencdo de 2,3,4,5-tetra-O-acetil-D-
arabinonitrila (36), conforme representado na figura 18 (pagina 36), para obtencéo
dos outros dois compostos planejados, 5-(p-arabino-4-dietilfosforiloxi-1,2,3-tri-
hidroxibutil)tetrazol 29 e 2-(D-arabino-4-dietilfosforiloxi-1,2,3-tetra-hidroxi)-5-metil-

1,3,4-oxadiazol 30.

As nitrilas sdo intermediarios U(teis para a sintese de tetrazois. Uma das
metodologias de sinteses de nitrilas é a desidratacdo de aldoximas utilizando um
agente desidratante (MARCH, 2001) (Figura 29). Nessa etapa foram utilizados
anidrido acético a 100 °C, como agente desidratante, e piridina, ou acido acético e
acetato de sodio, obtendo-se a nitrila em C-1 e peracetilando as demais hidroxilas

do carboidrato, com pequena variacao entre os rendimentos das duas metodologias.
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Figura 29 - Proposta de formagéao de nitrilas a partir de aldoximas (MARCH, 2001).

O composto 36 foi obtido com 36 %, utilizando-se piridina, e 40 % de rendimento,
utilizando-se acido acético e acetato de sodio e foi caracterizado pela andlise de
seus espectros no infravermelho (Figura 57, pagina 129), de RMN de *H (Figura 58,
pagina 130), de RMN de **C (Figura 59, pagina 131). No espectro no infravermelho
chama a atencdo, a auséncia de bandas de hidroxila na regido de 3300 cm™, a
presenca de bandas em 1752 e 1737 cm™, referentes a estiramento C=0 de éster e
uma banda pouco intensa em 2323 cm™, tipica de estiramento CN de nitrila alifatica.
No espectro de RMN de *H podem ser observados os sinais dos hidrogénios do
carboidrato entre 05,7 e 04,2 e destaca-se o multipleto entre 02,2 e 2,1, com
integral igual a 12, referente aos hidrogénios metilicos dos grupos acetila. Pela
anélise do espectro de RMN de *3C podem ser destacados, entre os demais sinais
do carboidrato C-2, C-3, C-4 e C-5, compreendidos na regido entre 68,0 e 61,0
0s quatro sinais entre 0170,5 e 6168,8, referentes as quatro carbonilas dos grupos
acetila, os sinais compreendidos entre 0 20,8 e 0 20,2, referentes aos carbonos
metilicos dos grupos acetila e o sinal em 0 114,0 referente a C-1, tipico de nitrila. A
analise desse conjunto de informac¢des demonstrou que houve formacao da nitrila e

peracetilacdo do carboidrato.



4.5 Sintese de 5-(p-arabino-1,2,3,4-tetra-acetoxibutil)tetrazol 37

Essa etapa teve como objetivo a formacédo do anel tetrazélico a partir da nitrila 36
(Figura 18, pagina 36). O tetrazol 37 é um intermediario importante nessa rota
sintética, visto que apos ter as hidroxilas desprotegidas, esta a uma etapa de um
composto final desejado, como também é intermediario para formacdo do outro

heterociclo, o derivado contendo o anel 1,3,4-oxadiazol.

Existem varias metodologias para a sintese de anéis tetrazoélicos relatadas na
literatura, como a reacéo entre hidrazidas, 4-hidrazino-1,2,3-triazinas ou 3-hidrazino-
1,2,4-triazinas com nitrito de sédio e acido cloridrico (BOIVIN; HUSINEC; ZARD,
1995), Um dos métodos sintéticos mais comuns para sua sintese € a cicloadicao
1,3-dipolar entre azidas e nitrilas. A cicloadi¢cdo 1,3-dipolar € um tipo de reacdo que
ocorre entre um dipolo, neste caso a azida, e um dipolaréfilo, neste caso a nitrila,
para formacdo de um ciclo (Figura 30, pagina 57) (HIMO et al., 2002). Para ser
reativa, a azida deve estar na sua forma de &cido, acido hidrazéico, que pode ser
formado in situ pela adicdo conjunta de cloreto de aménio (HIMO et al., 2002), ou
ainda utilizar algum é&cido de Lewis com ZnBr, (DEMKO; SHARPLESS, 2001) e
também esta descrito na literatura, a azida ligada a compostos de silicio
(WINTTERBERGER; DONNER, 1993) e estanho (DUNCIA; PIERCE; SANTELLA,
1991). E também uma reacéo endotérmica na qual, geralmente, se necessita do uso
de temperaturas elevadas (HIMO et al., 2002), apesar de ocorrer pequena
decomposicdo do anel tetrazol em temperaturas altas (DUNCIA; PIERCE;

SANTELLA; 1991).
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Figura 30 — Proposta para formacdo do anel tetrazélico via cicloadicdo 1,3-dipolar
(HIMO et al., 2002).

Para a sintese do anel tetrazélico do composto 37 foi utilizada a nitrila 36, azida de
sodio, cloreto de amoénio, mistura THF/H,O e temperatura de 55 °C. Nessas
condicoes, apesar do tempo longo de reacado, 36 horas, foi possivel obter o produto
em grau de pureza elevado e com rendimento razoavel, 43 %. Em outras condicoes,
com o0 uso de outros solventes, como DMF, N-metil-2-pirrolidona e temperaturas
maiores, como 100 °C, apesar dos tempos de reacdo serem menores e ser
observada a formacdo do produto por espectrometria de RMN de **C, dificuldades
no processo de purificacado impediram a obtencdo do produto puro, seja por meio de
cristalizagao ou CCS. Uma das dificuldades encontradas era a falta de resolugéo por
cromatografia, provavelmente devido ao carater acido do grupo tetrazélico, que
conferia manchas arrastadas em CCD. O composto 37 foi caracterizado pela analise
de seus espectros no infravermelho (Figura 61, pagina 133), de RMN de *H (Figura
62, pagina 134), de RMN de ®C (Figura 63, pagina 135). No espectro no
infravermelho podem ser destacadas entre outras bandas, o desaparecimento da
banda de nitrila alifatica, na regido de 2300 cm™, a presenca de banda em 3551 cm™
relativa ao estiramento do hidrogénio do anel tetrazol, e as bandas em 1653 cm™ e
1551 cm™? relativas aos estramentos N=N e C=N do anel tetrazdlico,
respectivamente. No espectro de RMN de *H, pode ser destacado o sinal largo entre

010,2 e 68,2, referente ao hidrogénio acido ligado ao anel tetrazol. Os demais sinais



compreendidos na regido entre 0 6,5 e 0 4,5 séo referentes aos hidrogénios da
cadeia do carboidrato e os sinais entre 02,3 e 01,9, com integral igual a 12, séo
referentes aos hidrogénios metilicos dos grupos acetila. No espectro de RMN de *3C,
podem ser destacado o sinal em 0156,5, referente ao C-1 do carboidrato ou carbono
do anel tetrazélico, com deslocamento tipico desse. Os demais sinais presentes na
regido de 0170 sao referentes as carbonilas dos grupos acetila, os compreendidos
entre 069,8 e 061,9 sao referentes aos demais carbonos do derivado de carboidrato
e os compreendidos na regido de 9 20 sao referentes aos carbonos metilicos dos

grupos acetila.

4.6 Sintese de 5-(p-arabino-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)tetrazol 38

Nessa etapa de sintese foi realizada a desprotecéo das hidroxilas de 37 (Figura 18,
pagina 36) para posterior fosforilagcdo da hidroxila de C-5. Para promover a remogao
dos grupos acetila, foi realizada uma transesterificacdo utilizando-se uma solucao de

metdxido de sédio/metanol em banho de gelo (CZIFRAK, et al., 2006).

O composto 38 foi obtido com 93 % de rendimento e foi caracterizado pela analise
de seus espectros no infravermelho (Figura 65, pagina 137), de RMN de *H (Figura
66, pagina 138), de RMN de '3C (Figura 67, pagina 139). No espectro no
infravermelho, podem ser destacadas a presenca de uma banda em 3300 cm?,
referente ao estiramento N-H do anel tetrazélico, de uma banda larga referente ao
estiramento O-H de hidroxila em 3121 cm™, de uma banda em 1555 cm™, referente
ao estiramento C=N do anel tetrazol. Nao foram observadas as bandas de

carbonilas de éster na regido de 1730 cm™, confirmando a desprotecdo das



hidroxilas. No espectro de RMN de 'H podem ser observados os sinais dos 5
hidrogénios do derivado de carboidrato, dando destaque ao sinal em 05,4 referente
a H-2, dupleto, ao sinal em 43,9, dupleto duplo, referente a H-3 e ao sinal entre 43,8
e 3,6, multipleto, referente aos hidrogénios H-4, H-5 e H-5'. No espectro de **C pode
ser destacado o sinal em J 160,4, referente ao carbono C-1 do carboidrato ou
carbono do anel tetrazol, com deslocamento tipico desse. Os demais sinais da
cadeia do derivado do carboidrato se encontram na regido entre 0 74 e 0 63. Deve
ser ressaltado que no espectro ndo ha sinais de carbonos de carbonila, nem sinais

de carbonos metilicos, confirmando a desprotecéo de todas as hidroxilas.

4.7 Sintese de 5-(p-arabino-4-dietilfosforiloxi-1,2,3-tri-hidroxibutil)tetrazol 29

Nessa etapa de sintese foi introduzido o éster de fosfato na hidroxila de C-5 do
derivado 38. Para tal, foram utilizados o derivado de carboidrato 38, cloreto de
dietilfosforila e piridina como solvente e base da reacdo. Durante a reacdo houve
formacdo de apenas um produto de Rf superior e diferente do material de partida.
Entretanto, ao se submeter o bruto da reacéo, pos-lavagem com cloroféormio, a CCS,
obteve-se apenas 7% de rendimento do produto 29 puro. O restante do material foi

identificado com material de partida por espectrometria de RMN de *H e *C.

Outras tentativas foram realizadas objetivando-se melhorar o rendimento da reacéo.
Uma tentativa de troca de solvente e base da rea¢do por TEA mostrou-se infrutifera.
Outras duas tentativas foram realizadas com objetivo de aumentar a rapideze
rendimento da reacdo. Para isso, uma tentativa foi efetuada utilizando-se piridina

como solvente e aquecimento de 50 °C e outra se utilizando novamente piridina



como solvente e DMAP (1,5 equivalente), como catalisador nucleofilico. Entretanto,
obtiveram-se sempre apenas tracos do produto com recuperacdo do material de
partida. O resumo das tentativas encontra-se na tabela logo abaixo (Tabela 3).

Tabela 3 — Tentativas e condi¢des de fosforilagdo do tetrazol 38

Reacdo Tetrazol (OEt;)POCI Solvente Temperatura Catalisador Resultado

38
1 1 eq. 2 piridina 0°C - 7%
produto
2 1 eq. 15 TEA TA - 0%
(tetrazol
38 nao foi
soluvel)
3 1 eq. 1,5 piridina 50 °C - Tracos de
produto
4 1 eq. 1,5 piridina 0°C (15eq) Tracos de

DMAP produto

Esses resultados parecem indicar que o tetrazol 38 € pouco reativo para fosforilagéo

com o cloreto de dietilfosforila, por razdes desconhecidas.

O composto 29 foi caracterizado pela analise de seus espectros no infravermelho
(Figura 69, pagina 141), de RMN de 'H (Figura 70, pagina 142) e de RMN de *C
(Figura 71, pagina 143). No seu espectro no infravermelho, pode ser destacada a
banda forte em 1023 cm™, referente ao estiramento P-O-C de ésteres de fosfato
alifatico. Podem ser observadas também as bandas em 3259 cm™, referente ao
estiramento O-H das hidroxilas e em 1660 e 1570 cm™, referentes aos estiramentos
de N=N e C=N, respectivamente, do anel tetrazdlico. No espectro de RMN de 'H,
podem ser destacados os sinais entre 04,2 e 4,1, multipleto, referente aos quatro
hidrogénios metilénicos do grupo dietilfosforila que aparecem sobrepostos ao sinal
de um hidrogénio do carboidrato e o multipleto entre J 1,35 e 1,31, referente aos
hidrogénios metilicos do grupo dietilfosforila. No espectro de RMN de **C podem ser

destacados os sinais em 065,6 e 0 16,5, ambos dupletos, referentes aos carbonos



metilénicos e metilicos do grupo dietilfosforila, respectivamente, o dupleto em 70,9,
atribuido, conforme analise do sub-espectro de DEPT 135, a C-5 e o dupleto em &
70,8, atribuido a C-4. Esses sinais aparecem na forma de dupleto devido ao
acoplamento C-P em distancias em 2J e 3J, confirmando entdo a fosforilacdo
regiosseletiva da hidroxila de C-5. O sinal do carbono C-1 ndo pode ser observado
devido ao seu maior tempo de relaxacdo, assim sendo, o tempo do experimento

para quantidade de amostra néo foi suficiente para que esse pudesse ser visto.

4.8 Sintese de 2-(D-arabino-1,2,3,4-tetra-acetoxibutil)-5-metil-1,3,4-oxadiazol 39

Essa etapa tinha como objetivo a transformacéo do anel tetrazélico de 21 em 1,3,4-
oxadiazol, composto que ap0s a desprotecdo das hidroxilas da cadeia do

carboidrato seria fosforilado em C-5 (Figura 18, pagina 36).

Ha varias técnicas na literatura que descrevem a sintese de 1,3,4-oxadiazoéis, como
a condensacdo com consequente eliminacdo de agua de mono- e di-hidrazidas,
acilsemicarbazidas e ciclizacdo oxidativa de hidrazonas (EL ASHRY et al., 1980).
Entretanto, um método muito conveniente é a formacgédo do anel 1,3,4-oxadiazol a
partir do anel tetrazolico (SELDES et al.,, 1976). Essa reacdo ocorre entre 5-
aril(alquil)-tetrazéis e um agente acilante, como cloretos de acido ou anidridos

alifticos ou aromaticos (Figura 31, pagina 62).
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Figura 31 — Proposta de mecanismo de formacéo de anéis 1,3,4-oxadiazol a partir
de tetrazéis (SAUER, J.; HUISGEN, R.; STURM, H. J, 1960).

Como se pode observar na figura 31, o tetrazol € N-acilado e numa etapa posterior
ha saida de Ny e formagédo de um intermediario hipotético N-acetilnitrilimina, o qual
€ imediatamente convertido no 1,3,4-oxadiazol (SAUER, J.; HUISGEN, R.; STURM,

H., J., 1960).

Na sintese do derivado 39 foram utilizados o tetrazol 37 e anidrido acético a 120 °C,
obtendo-se o derivado 39 com 83% de rendimento. Esse foi caracterizado pela
andlise de seus espectros no infravermelho (Figura 73, pagina 145), de RMN de 'H
(Figura 74, pagina 146), de RMN de *3C (Figura 75, pagina 147). No espectro no
infravermelho, podem ser destacadas as bandas em 1590 e 1570 cm™ referentes as
bandas C=N do anel 1,3,4-oxadiazélico. No espectro de RMN de *H observam-se os
sinais entre 06,2 e J4,2 relativos aos cinco hidrogénios do derivado de carboidrato,
trés simpletos entre 02,18 e J 2,06, referentes aos hidrogénios metilicos dos grupo
acetila e destaca-se o sinal em 9 2,5, simpleto, referente ao metila ligado ao anel
1,3,4-oxadiazélico. No espectro de RMN de **C podem ser observados quatro sinais
entre 0170,5 e 0169,4, referentes as carbonilas dos grupos acetila, na regiao entre
068,8 e 061,5, os sinais dos carbonos C-2,C-3,C-4 e C-5, entre 020,8 e 20,4, 0os
sinais relativos aos carbonos metilicos dos grupos acetila e podem ser destacados

os dois sinais em J 164,6 e J 161,8, referentes aos carbonos do anel 1,3,4-



oxadiazélico e em 9 10,9, um sinal referente ao carbono metilico ligado ao anel

1,3,4-oxadiazélico.

4.9 Tentativas de sintese de 2-(D-arabino-1,2,3,4-hidroxibutil)-5-metil-1,3,4-oxadiazol
40

Essa etapa tinha como objetivo promover a desprotecao das hidroxilas do composto
39 a fim de numa etapa posterior submeter o composto desprotegido 40 as

condicoes de fosforilacdo regiosseletiva em C-5 (Figura 18, pagina 36).

A primeira tentativa de remoc¢ao dos grupos protetores de 39 foi em meio alcalino
com metoxido de sddio em metanol, em banho de gelo. Foi obtido um éleo que apos
ser cristalizado, forneceu um sdlido amarelado com rendimento de 28 %. Esse foi
caracterizado pela analise de seus espectros no infravermelho (Figura 77, pagina
149), de RMN de *H (Figura 78, pagina 150), de RMN de *C (Figura 79, pagina 151)
como um derivado de acetil hidrazida em C-1, composto 44. A formagao de 44 foi
interpretada como sendo o resultado da remocao dos grupos protetores acetila e da
abertura do anel 1,3,4-oxadiazélico. Especulamos que essa abertura pode ter
ocorrido por abertura de 1,4-iminolactona supostamente formada como descrito por

El Khadem; Sharam; Nassr (1970) (Figura 32, pagina 64).
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Figura 32 — Proposta de formacéo da hidrazida 44.

No seu espectro no infravermelho ndo havia as bandas de C=N do anel 1,3,4-
oxadiazélico e nem as bandas de C=0 de éster, indicando que 0s grupos acetila
foram removidos e houve também abertura do heterociclo. Podem ser destacadas
as bandas intensas em 1691 e 1651 cm™, tipicas de estiramento C=0 de amidas, ou
hidrazidas, nesse caso. No espectro de RMN de *H, podem ser destacados os sinais
em 09,9 e 09,4, simpletos largos, relativos aos hidrogénios ligados ao nitrogénio da
hidrazida, os quatro sinais entre 0 5,3 e 9 4,3, referentes as quatro hidroxilas do

carboidrato.

Com base nesses dados concluiu-se que o produto se encontrava na forma de
cadeia aberta. O simpleto em 61,9 com integral igual a trés, também indica que o
anel 1,3,4-oxadiazdlico foi aberto, visto que os hidrogénios metilicos ligado ao anel
oxadiazélico tem deslocamento na faixa de 62,5. Em 04,3 esta presente o sinal de
H-2, dupleto, entre 03,7 e 03,6, se encontra um multipleto, referente a H-3 e H-5 e

entre 0 3,5 e J 3,4, ha outro multipleto referente a H-4 e H-5. Os sinais dos



hidrogénios do carboidrato foram atribuidos com auxilio do mapa de contornos
HSQC (Figura 81, pagina 153). No espectro de RMN de **C podem ser destacados
os dois sinais em o0 171,1 e J 167,5, relativos aos carbonos carbonilicos, que
possuem deslocamentos ndo compativeis com os do anel 1,3,4-oxadiazélico e
compativeis com carbonos de carbonilas de hidrazidas. O sinal em & 20,4 foi
atribuido ao carbono metilico da acetil hidrazida e também né&o possui deslocamento
compativel com carbono metilico ligado ao anel 1,3,4-oxadiazdlico, visto que esse se
apresenta mais protegido, na regido de J 10. Esse conjunto de dados permitiu

atribuir ao produto formado a estrutura da acetil-hidrazida 44.

Ha relatos na literatura de um derivado de carboidrato de configuracdo galacto, com
cadeia aberta e funcionalizado com anel 1,3,4-oxadiazdlico em C-1, que, apos sofrer
desprotecao das hidroxilas, com amonia/metanol, formava um composto diferente do
esperado (EL KHADEM; SHARAM; NASSR, 1970 e 1972; EL ASHRY et al., 1980). A

esse composto foi atribuida a estrutura de 1,4-iminolactona (Figura 33).
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Figura 33 — Proposta de formacao de derivado 1,4-iminolactona a partir de derivado
1,3,4-oxadiazol da D-galactose (EL KHADEM; SHARAM; NASSR. 1970)



Uma nova tentativa de desprotecdo dos grupos acetila utilizando metoxido de sédio
em metanol foi realizada, entretanto, dessa vez a — 20 °C, utilizando-se banho de
acetato de butila e nitrogénio liquido. Apds o término da reacdo e evaporacdo do
solvente em capsula, uma amostra do residuo foi submetida a espectrometria no
infravermelho. Na analise de seu espectro (Figura 34) ndo se observam bandas na
regido de 1730 cm™, referentes a carbonila de ésteres, demonstrando que o
carboidrato teve as hidroxilas desacetiladas. Podem ser destacadas as bandas de
intensidade média em 1596 e 1597 cm™, compativeis com as bandas presentes no
anel 1,3,4-oxadiazélico e a banda em 1647 cm™, compativel com banda de carbonila

de amida ou hidrazida, presente no composto anteriormente descrito.

Entretanto, ao se submeter uma fracdo do bruto da reacao a espectrometria de RMN
de 'H e **C, foram observados os mesmos sinais do composto 44, hidrazida.
Novamente, ao se submeter o restante do residuo conservado em capsula no
dessecador, a espectrometria na regido do infravermelho, foram observadas as

mesmas bandas do composto 44, hidrazida.
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Figura 34 - Espectro no infravermelho apés reacdo de 39 com metoxido de
sodio/metanol a -20 °C



Com base nesses dados, especulamos que houve formacdo do derivado de
carboidrato 40, 2-(D-arabino-1,2,3,4-hidroxibutil)-5-metil-1,3,4-oxadiazol. Entretanto,
durante o tempo em que esse foi guardado em dessecador para ser submetido a
analise por espectrometria de RMN, houve abertura do anel 1,3,4-oxadiazélico por
entrada de agua, mesmo em condicbes de estocagem do material em baixa

umidade, provavelmente catalisada pelas hidroxilas do derivado de carboidrato.

Outra tentativa de desprotecdo em meio alcalino foi realizada com THF e solucao de
amoénia. Ao término da reacdo, foi obtido um 6leo, que foi submetido a CCS.
Entretanto, foi obtida uma mistura complexa de produtos, na sua maioria, COmpostos
que apresentaram espectros no infravermelho e de RMN de *H e **C complexos que
se pareciam com os do composto 44, acetil hidrazida. Foi observado em uma das
fracbes da coluna cromatografica, a qual continha quantidade pequena de uma
mistura de compostos, sinais do grupo metila ligado ao anel heterociclico por
espectrometria de RMN de *H (Figura 35) e DEPT135 (Figura 36), compativeis com
os do derivado 1,3,4-oxadiazolico . Entretanto, como é possivel a formagdo do anel
1,2,4-triazol a partir do 1,3,4-oxadiazol em meio contendo amdnia como nucledfilo
(HETZHEIM, A.; MOCKEL, K, 1970), pode-se entdo suspeitar que esses sinais
pertencam a um possivel derivado 1,2,4-triazol formado (SAVINI, L. et al., 2001 e

DEMIRBAS; UGURLUOGLU; DEMIRBAS, 2002) e néo ao derivado 1,3,4-oxadiazol.
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Figura 35 — Espectro de RMN de *H (200 MHz, D,0) de fracdo reunida de CCS da
reacao de desprotecédo de hidroxilas com THF/NH,OH.
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Figura 36 — Sub-espectro de DEPT135 (200 MHz, D,0) de fracdo reunida de CCS
da reacéo de desprotecéo de hidroxilas com THF/NH,OH.

Foram realizadas também tentativas de desprotecdo dos grupos acetila em meio

acido. Uma primeira tentativa foi utilizando cloreto de acetila em metanol como



doador in situ de HCI. No processo de isolamento obteve-se um soélido branco e um
oleo. O sodlido foi identificado como cloridrato de hidrazina, por espectrometria no
infravermelho e por formar um sdlido branco ao se adicionar solucédo de nitrato de
prata a uma solucdo aquosa do referido sal. O 6leo obtido depois de purificacdo em
CCS foi caracterizado como uma 1,4-lactona por espectrometria no infravermelho,
de RMN de 'H e de RMN de **C. Uma abordagem analoga foi realizada se utilizando
catélise acida em cuba com vapor de HCI. Essa tentativa visava uma condi¢cdo mais
branda de desprotecdo das hidroxilas. Entretanto, resultado semelhante a da
desprotecao com cloreto de acetila foi obtido por essa metodologia, apesar do tempo
de reacdo ser maior. Ap6s o término da reacdo, 22 horas, a mistura reagente foi
submetida aos mesmos procedimentos descritos na reacdo acima e apos purificacdo
por CCS, foi obtido um do produto que foi também caracterizado como uma 1,4-
lactona por espectrometria no infravermelho (Figura 84, pagina 156), de RMN de *H
(Figura 85, pagina 157), de RMN de *3C (Figura 86, pagina 158). No espectro no
infravermelho, pode-se destacar, entre outras bandas, a presenca de uma banda
intensa em 1768 cm™, referente a estiramento C=0 de lactona, com deslocamento
superior aos de banda de éster, com valor proximo ao de y-lactonas. Ndo foram
observadas as bandas tipicas do anel 1,3,4-oxadiazélico, nem as bandas na regiao
de 1730 cm™, tipicas de carbonila de éster, confirmando a remoc¢do dos grupos
protetores das hidroxilas. No espectro de RMN de 'H podem ser observados os
sinais entre 04,4 e d 3,3 referentes aos hidrogénios do carboidrato. Nao ha sinal de
hidrogénios metilicos do anel 1,3,4-oxadiazélico na regidao de 62,5 ppm. No espectro
de RMN de *3C pode ser destacado o sinal em J 176,5, referente ao C-1, ou
carbonila da lactona. Os demais sinais pertencem aos demais carbonos do

carboidrato. Nao ha também sinal de carbono metilico na regido de 10 ppm,



indicando a perda do anel 1,3,4-oxadiazolico. A partir da analise conjunta desses
dados fornecidos por todos os espectros, além do valor obtido do poder rotatorio
especifico comparado com o da literatura, pode-se concluir que houve abertura e
ruptura do anel 1,3,4-oxadiazdlico e formacéo da y-lactona 45. Especulamos que as
hidroxilas do carboidrato podem também catalisar o rompimento e degradacéo do
anel 1,3,4-oxadiazélico, seja ela com catalise acida para desprotecdo de éster e
formando-se a lactona (Figura 37), como em catadlise em meio alcalino para
desprotecdo dos ésteres e formacdo da hidrazida, com entrada de umidade do ar
pés reacdo. Concluimos isso devido a relatos na literatura de desprotecdo de
carbamatos em meio acido, mantendo-se o anel 1,3,4-oxadiazoélico da estrutura do

composto intacto (OHMOTO et al., 2001).
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Figura 37 — Proposta de formacgao da y-lactona 45 a partir de carboidrato contendo
grupo 1,3,4-oxadiazol em C-1 em meio acido.



5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 METODOS GERAIS

Os solventes e reagentes tratados foram obtidos a partir de equivalentes comercias
de acordo com procedimentos especificos. O metanol foi tratado com magnésio
ativado pelo iodo sob refluxo e, entéo, foi destilado e acondicionado em frasco. A
piridina foi deixada em contato com hidréxido de potassio por 24 horas, seguido de
destilacao utilizando coluna de Vigreux e estocagem em frasco contendo hidréxido
de potassio. O diclorometano foi tratado com &acido sulfdrico concentrado por trés
vezes e separado em funil de separacao, depois lavado com solu¢do aquosa de
bicarbonato de sddio saturada até pH 8 e lavado com agua destilada até pH 5. O
solvente foi deixado em contato com cloreto de calcio por 24 horas, seguido de
destilacao utilizando coluna de Vigreux e estocagem em frasco contendo cloreto de

calcio.

Para acompanhar a evolugédo das reagdes empregou-se cromatografia em camada
delgada obtida com silica-gel 60 G MERCK. Os reveladores utilizados foram solucao

etanolica de acido sulfurico 15 % v/v e iodo sublimado.

Cromatografia em coluna foi empregada para purificacdo dos produtos obtidos,

sendo utilizada silica-gel 60, 0,063 a 0,200 mm da MERCK.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono-13 foram

obtidos em espectrometro BRUKER Avance DPX 200 e BRUKER Avance DRX 400,



utilizando-se como padrédo interno o tetrametilsilano. As constantes de acoplamento

foram expressas em Hz.

Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectrédmetro Spectrum One —

Perkin Elmer do Laboratério de Quimica Farmacéutica da UFMG.

As faixas de fusdo foram medidas em aparelho Microquimica MQAPF 301 do
Laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da UFMG e nao

foram corrigidos.



5.2 DESCRICAO DOS EXPERIMENTOS
5.2.1 Sintese de E,Z-D-arabinose oxima 32

Em um baldo contendo 18 mL de metanol anidro acoplado a um tubo contendo
cloreto de calcio foram adicionados 1,32 g (57 mmol) de sédio metélico sob agitacéo
magneética. A mistura foi mantida sob controle por resfriamento do baldo em banho
de gelo. A soluco resultante de metdxido de sodio foi adicionada uma solucdo de
4,031 g (58 mmol) de cloridrato de hidroxilamina em 10 mL de agua. Durante a
adicdo, manteve-se a mistura sob agitacdo magnética. Apos 20 minutos, a mistura
foi resfriada a 0 °C em banho de gelo e filtrada a vacuo para remover o cloreto de
sodio formado. O solido foi lavado com 18 mL de metanol anidro e o filtrado
aquecido a 65 °C. Foi adicionada ao filtrado uma solucdo de 5 g de p-arabinose em
10 mL de uma solucdo 25% metanol/agua aquecida. A mistura reagente foi mantida
a 65 °C sob agitacdo magnética e a evolucdo da reacdo acompanhada por CCD,
utilizando-se isopropanol/acetato de etila/dgua 7:2:1 como eluente. Apos 2 horas da
adicdo do material de partida, a mistura reagente foi concentrada em evaporador
rotatorio. O solido obtido foi recristalizado em etanol. Foram obtidos 2,84 g de 21,

com rendimento de 52 %.

FM: CsH1;05N

MM: 165 g/mol

FF: 135,2-136,2 °C

FF: 136-137 °C (HOCKETT, 1939)

[a]o - 84 a-15 (c 2,05, H,0)

[a]o - 83 a-13,5(c 2,05, H,0) (HOCKETT, 1939)
RMN de *H (D,0, 200 MHz): tabela 4 (p.74)

RMN de **C (D,0, 50 MHz): tabela 5 (p.74)

32 v (;, cm'l): tabela 6 (p.74)




Tabela 4 - Dados do espectro de RMN de *H de 32 (pagina 111, figura 39)

Atribuicao o/ppm Multiplicidade J (Hz) Integral
H-1 7,6 d 5,92(J1-2) 1
H-1 6,9 d 5,62(J1-2) 0,75
H-2’ 51 dd 5,62(J2-1) 0,89
1,98(J2-3)
H-2 45 dd 5,92(J21) 1,1
2,69(J2-3)
H-3,H-3',H-4,H-4 3,9-3,6 m - 8
H-5a,H-5a’ ,H-
5b,H-5b’

Tabela 5 — Dados do espectro de RMN de *3C de 32 (pagina 112, figura 40)

o/ppm Atribuicao
153,4 C-1(2)
152,5 C-1(E)
72,2;71,4; 70,7 C-3(E), C-3(2), C-4(E), C-4(2)*
68,5 C-2(E)
64,5 C-2(2)
62,9; 62,7 C-5(E); C-5(2)*

*® e atribui¢cdes intercambidveis na mesma linha

Tabela 6 — Dados do espectro de IV de 32 (pagina 110, figura 38)

D.(Cm'l) AtrIbUIQéO
3379 Estiramento OH alcool
3235 Estiramento OH oxima
1670 e 1638 Estiramento C=N
2882 Estiramento CH alifatico
1440 Estiramento C-H de CH,
1100 e 1033 Estiramento C-O alcool

701 Deformacao C-OH fora do plano




5.2.2 Tentativa de sintese de 5-O-diestilfosforil-E,Z-D-arabinose oxima 28

Em um baldo contendo 3 mL de piridina anidra acoplado a um tubo contendo cloreto
de calcio foram adicionados 0,1 g (0,6 mmol) de 32, 3 mg de AgCN e 0,14 mL (0,9
mmol) de cloreto de dietilfosforila sob agitacdo magnética em banho de gelo. A
evolucdo da reacao foi acompanhada por CCD se utilizando diclorometano/metanol
8:2 como eluente. Apés 17 horas de reacdo, foi observada a presenca de produtos
com valores de Rfs diferentes do material de partida, bem como o ndo consumo total
desse. A mistura reagente foi transferida para capsula de porcelana e o solvente foi
evaporado em ar quente. O Oleo resultante foi submetido a CCS (silica flash),
utilizando-se diclorometano/metanol 92:8 como eluente. Uma das fracfes reunidas,
38 mg, foi submetida novamente a CCS (silica flash) se utilizando acetato de
etila/metanol 96:4 Entretanto ndo se obteve o produto desejado, mas apenas uma
mistura (16,8 mg) do que parecia ser a oxima fosforilada em C-5 com um excesso do

reagente.



5.2.3 Sintese de D-arabinose dietilditioacetal 33

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 5 g (33 mmol) de p-arabinose, 50
mL de &cido cloridrico 6 mol/L e 4,9 mL (66 mmol) de etanotiol, gota a gota, por vinte
minutos, sob agitagcdo magnética. A evolucdo da reacéo foi acompanhada por CCD
se utilizando acetato de etila/metanol 8:2 como eluente. Ap6s 3 horas de reacgédo, a
mistura reagente foi resfriada em banho de gelo e filtrada a vacuo. O sélido foi
lavado com 50 mL de agua destilada gelada e foram obtidos 6,07 g (24 mmol) do

produto 33, com rendimento de 72%.

FM: CoH»004S,

MM: 256,2 g/mol

FF: 123,8-125,7 °C

FF: 126 — 128 °C (HOEFFLER et al, 2002)
RMN de ‘H (CD50D, 400 MHz): tabela 7 (p.77)
RMN de **C (CD;0OD, 50 MHz): tabela 8 (p.77)

IV (V, cm™) tabela 9 (p.77)




Tabela 7 — Dados do espectro de RMN de *H de 33 (pagina 114, figura 42)

Atribuicao o/ppm Multiplicidade J (Hz2) Integral
H-1 4,1 d 9,12 (J12) 1
H-3 40 dd 8,48 (J3.4) 1
1,33 (J3-2)

H-2 3,9 dd 9,12 (J21) 1
1,33 (J2-3)

H-5 3,8 dd 11,04 (Js5) 1
3,02 (Js-4)

H-4 3,7 ddd 8,48 (J4-3) 1
5,85 (Ja-5)
3,02 (J4-5)

H-5" 3,6 dd 11,04 (Js5) 1
5,85 (Js5-4)

H-b 2,57-2,64 m - 4

H-a 1,26 t 7,44 (Ja) 3

H-a 1,25 t 7,44 (Jap) 3

Tabela 8 — Dados do espectro de RMN de *3C de 33 (pagina 115, figura 43)

o/ppm Atribuicao
73,3 C-4
72,9 C-2
72,1 C-3
65,3 C-5
56,3 C-1
25,5 Cb
15 Ca
14,9 Ca’
Tabela 9 — Dados do espectro de IV de 33 (pagina 113, figura 41)
a Cm'l) AtrIbUIQéO
3245 Estiramento OH acool
2943, 2911 e 2869 Estiramento CH alifatico
1081 e 1024 Estiramento C-O alcool

704 Deformacao C-OH fora do plano




5.2.4 Sintese de 5-O-dietilfosforil-D-arabinose dietilditioacetal 34

Método A

Em um baldo contendo 10 mL de diclorometano anidro acoplado a um tubo
contendo cloreto de calcio foram adicionados 0,2 g (0,78 mmol) de 33, 3 mg (0,002
mmol) de DMAP, 1 mL de trietlamina e 0,16 mL (1,2 mmol) de cloreto de
dietilfosforila sob agitacdo magnética. A evolucdo da reacédo foi acompanhada por
CCD utilizando diclorometano/metanol 9,5:0,5 como eluente. Apés 6 horas de
reacao, foi observada a presenca de produtos com valores de Rf diferentes do
material de partida, bem como o ndo consumo total desse. A mistura reagente foi
acondicionada em geladeira por 14 horas, e entéo, teve o solvente evaporado em ar
comprimido. O Oleo resultante foi submetido a CCS, utilizando-se
diclorometo/metanol 98:2 como eluente. Foi obtido 0,103 g (0,26 mmol) do produto

como um 6leo, com rendimento de 34 %.

Método B

Em um baldo contendo 5 mL de piridina anidra acoplado a um tubo contendo cloreto
de calcio foram adicionados 0,1 g (0,4 mmol) de 33, 71 mg (0,58 mmol) de DMAP e
0,09 mL (0,58 mmol) de cloreto de dietilfosforila sob agitacdo magnética. A evolugéo
da reacao foi acompanhada por CCD utilizando diclorometano/metanol 9,5:0,5 como
eluente. Apds 4 horas de reacéo, foi observada a presenca de produtos com valores
de Rf diferentes do material de partida, bem como o n&o consumo total desse. A

mistura reagente foi acondicionada em geladeira por 22 horas e entdo teve o



solvente evaporado em ar comprimido. O 6leo resultante foi submetido a CCS (silica
flash), utilizando-se diclorometano/metanol 98:2 como eluente. Foi obtido 0,86 g
(0,22 mmol) do produto como um sélido amorfo esverdeado, com rendimento de 56

%.

FM: C13H2907PSZ
MM: 392 g/mol
[olo -52 (¢ 1, CHCI)
RMN de "H (CD;0OD, 200 MHz): tabela 10 (p.80)
RMN de **C (CD;0D, 50 MHz): tabela 11 (p.80)

IV (V, cm™) tabela 12 (p.80)

34



Tabela 10 — Dados do espectro de RMN de *H de 34 (pagina 121, figura 49)

Atribuicao o/ppm Multiplicidade J (Hz2) Integral
H-1, H-2, H-3, 4,4-39 m - 10
H-4, H-5, H-
5’, CH,-O-P
OH-2, OH-3, 3,8 S - 3
OH-4
CH»-S 28-2,6 m - 4
CHs-C-S, 1,4-1.2 m - 12
CH;-C-O-P

Tabela 11 — Dados do espectro de RMN de *3C de 34 (pagina 122, figura 50)

o/ppm Atribuicao Multiplicidade J (Hz)
71,3 C-4 d 4,9 (Jca-p)
70 C-3ouC-2 S -
69,8 C-5 d 6 (Jcs-p)
69,8 C-3ouC-2 S -
64,5 CH»-O-P d 5,9 (JcHz2-p)
55,6 C-1 S -
16,2 CH3-C-O-P d 6,6 (JcHz-P)
14,6 e 14,5 CH3-C-S S -
Tabela 12 — Dados do espectro de IV de 34 (pagina 120, figura 48)
vcm? Atribuicao
3387 Estiramento O-H
2973, 2929, 2871 Estiramento C-H
1445 Deformacao C-H de CH;

1016 Estiramento P-O-C




5.2.5 Tentativa de sintese de 5-O-dietilfosforil-D-arabinose 35

Em um baldo acoplado a um tubo contendo cloreto de calcio foram adicionados 0,1
g (0,25 mmol) de 34, 5 mL de éter dietilico e 30 pL de Br,, gota a gota, em banho de
gelo. A evolugdo da reacdo foi acompanhada por CCD se utilizando

diclorometano/metanol 95:5 como eluente. Obteve-se 71 mg de um residuo oleoso.



5.2.6 Sintese de 2,3,4-tri-O-acetil-5-O-terbutildimetilsilil-D-arabinose dietilditioacetal
41

Em um baldo acoplado a um tubo contendo cloreto de calcio foram adicionados 0,2
g (0,78 mmol) de 33, 3 (0,002 mmol) mg de DMAP, 1,1 mL de trietilamina, 0,182 g
(1,2 mmol) de TBDMSCI e 10 mL de diclorometano. Com 27 horas de reagéo foram
adicionados mais 0,13 g (0,9 mmol) de TBDMSCI e com 30 horas mais 0,13 g (0,09
mmol) desse reagente. A evolucdo da reacdo foi acompanhada por CCD se
utilizando acetato de etila como eluente. Com 48 horas de reacéo foi observado o
consumo total do material de partida. O solvente foi eliminado em evaporador
rotatério e foi obtido um 6leo amarelado. Foram adicionados ao bruto da reacéo 4
mL de piridina anidra e 1,1 mL (12 mmol) de anidrido acético em banho de gelo e o
baldo foi acoplado a um tubo contendo cloreto de calcio. A mistura de reagentes foi
mantida sob agitacdo magnética e banho de gelo por 2 horas e 30 minutos. A
evolucdo da reacao foi acompanhada por CCD se utilizando hexano/acetato de etila
8:2 como eluente. Ao término da reacdo, o meio reagente foi acidificado com HCI 1
mol/L até pH 1 em banho de gelo. A mistura foi transferida para funil de separacéo e
foram feitas 4 extracdes (25 mL cada) com acetato de etila. A fase organica foi
lavada com solucdo saturada de bicarbonato de sodio até a fase aquosa apresentar
pH 9. A fase organica foi lavada com agua destilada até a fase aquosa apresentar
pH 5. Foi acrescentada pequena quantidade de MgSO, na fase organica e essa foi
mantida em repouso por 10 minutos. Em seguida, a mistura foi filtrada para um
baldo e o solvente do filtrado eliminado em evaporador rotatorio. Foram obtidos 0,32

g (0,64 mmol) do produto 41 como 6leo, com rendimento de 83 %.



FM: C21H4007SzSi

MM: 496,9 g/mol

RMN de 'H: (CDCls;, 200 MHz): tabela 13 (p. 83)
RMN de C: (CDCls, 50 MHz): tabela 14 (p. 83)

Tabela 13 — Dados do espectro de RMN de *H de 41 (pagina 124, figura 52)

Atribuicao o/ppm Multiplicidade J (Hz) Integral
H-3 5,7 dd 7,03 (J3.4) 1
2,5 (J3-2)
H-2 53 dd 8,18 (J2-1) 1
2,5 (J2-3)
H-4 5,1-5,0 m - 1
H-1 3,9 d 8,18 (J1-2) 1
H-5 3,7 dd 11,02 (Js-5) 1
4,36 (Js.4)
H-5’ 3,6 dd 11,02 (Js5) 1
6,04 (J5.4)
H-b 2,7-2,6 m - 4
CHs-acetila 2,1-2,0 m - 9
H-a 1,2139 t 7,4 (Jna-Hp) 3
H-a’ 1,2090 t 6,7 (Jna-Hp) 3
H-d 0,8 S - 9
H-c 0,1 S - 6

Tabela 14 — Dados do espectro de RMN de *3C de 41 (pagina 125, figura 53)

o/ppm Atribuicao

170,2;170,0 e 169,7 C=0
71,6; 71,2 e 70,2 C-2,C-3e C-4*

61,9 C-5
52,2 C-1

25,9 CHs acetila
25,0e 24,9 C-b
21,1 e 20,9 Cd

18,4 C terciario

14,4 e 14,2 C-a
-5,4 CHs-Si

* O e atribui¢des intercambiaveis



5.2.7 Sintese de 2,3,4-tri-O-acetil-D-arabinose dietilditioacetal 42

Em um baldo de 50 mL contendo 0,26 g (0,53 mmol) de 41, foram adicionados 0,28
g (2 mmol) de fluoreto de tetrabutilaménio e 3 mL de THF sob agitacdo magnética. A
evolugcéo da reacao foi acompanhada por CCD se empregando hexano/acetato de
etila 9:1 como eluente. Ap6s 1 hora da adicdo dos reagentes foi observado o
consumo do material de partida. A mistura reagente foi transferida para funil de
separacédo e foram adicionados 15 mL de agua destilada. A fase aquosa foi extraida
com acetato de etila (3 x 25 mL) e a ela foi adicionada pequena quantidade de
MgSO,. A mistura foi mantida em repouso por 10 minutos e em seguida filtrada para
baldo. O solvente do filtrado foi eliminado em evaporador rotatorio, sendo obtido
0,202 g (0,53 mmol) do produto 34 parcialmente puro como um 0leo. O produto foi

usado na etapa seguinte sem maior purificacao.

FM: C15H,60,S,

MM: 382 g/mol

RMN de 'H: (CDCls, 200 MHz): tabela 15 (p. 85)
DEPT: (CDCl3, 50 MHz): tabela 16 (p. 85)




Tabela 15 — Dados do espectro de RMN de *H de 42 (pagina 127, figura 55)

Atribuicdo o/ppm Multiplicidade J (Hz) Integral
H-2 ou H-3 51 sl - 1
H-2 ou H-3 4,9 sl - 1
H-5,H-5" e H-4 4,5-4,3 m - 3
H-1 4,1 d 9,34(J1-2) 1
O-H 3,2 sl - 1
Hb e Hb’ 2,8-2,6 m - 6
CHs acetila 2,1-2,0 m - 11
Ha e Ha’ 1,3-1,2 m - 9

Tabela 16 - Dados do espectro de DEPT135 de 42 (pagina 128, figura 56)

o/ppm Atribuicao
71,6; 70,2; 68,1 C-2,C-3 e C-4*
62,9 C-5
52,1 C-1
25; 24,5 C-b
20,9; 20,8 CHg3 acetila
14,5; 14,0 C-a

* O e atribui¢des intercambiaveis



5.2.8 Tentativa de sintese de 2,3,4-tri-O-acetil-5-O-dietilfosforil-D-arabinose

dietilditioacetal 43

Em um baldo acoplado a um tubo contendo cloreto de célcio foram adicionados
0,145 g (0,38 mmol) de 42, 1,5 mg (0,01 mmol) de DMAP, 0,5 mL de trietilamina e
0,11 mL (0,76 mmol) de cloreto de dietilfosforila. A mistura da reacao foi mantida sob
agitacdo magnética e banho de gelo. A evolucdo da reacdo foi acompanhada por
CCD, utilizando hexano/acetato de etila 7:3 como eluente. Apos 50 horas de reacéo
evidenciou-se o consumo do material de partida e entdo a mistura reagente foi
transferida para capsula e o solvente foi evaporado com ar comprimido. O residuo
foi transferido para funil de separacéo e extraido com sistema agua/acetato de etila
por 4 vezes (25 mL cada). A fase organica foi secada com MgSQ,, filtrada para
baldo e o solvente foi eliminado em evaporador rotatdrio. Foi obtido um oleo
amarelado, 108 mg, que apoés cristalizagdo pela adicdo de éter dietilico, resultou em
cristais que foram identificados como 33, por ponto de fusdo, CCD e RMN de 'H e

B¢,



5.2.9 Sintese de 2,3,4,5-tetra-O-acetil-D-arabinonitrila 36

Método 1

Em um baldo contendo 14 mL de piridina anidra e acoplado a um condensador de
refluxo e tubo contendo cloreto de célcio, foram adicionados 1g (6,06 mmol) de 32 e
14,31 mL (151 mmol) de anidrido acético. A mistura foi mantida a 100 °C sob
agitacdo magneética. A evolucado da reacdo foi acompanhada por CCD utilizando
acetato de etila como eluente. Apds 1 hora da adicdo dos reagentes, observou-se o
consumo do material de partida e o baldo contendo a mistura reagente foi retirado
do banho de 6leo. O baldo foi transferido para banho de gelo e a mistura reagente
foi acidificada com HCI 3 mol/L atée pH 1, observando-se formacdo de cristais
brancos. Deixou-se o baldo em geladeira por 10 horas e filtrou-se a vacuo. O
produto parcialmente puro foi recristalizado em etanol obtendo-se 679 mg (2,15

mmol) do produto desejado, rendimento de 36%.

Método 2

Em um baldo acoplado a um condensador de refluxo e tubo contendo cloreto de
calcio, foram adicionados 5 g (30,3 mmol) de 32, 6,15 g (75 mmol) de acetato de
sédio e 30 mL de acido acético e 47 mL (490 mmol) de anidrido acético. A mistura
foi mantida a 100 °C sob agitacdo magnética. A evolucdo da reacdo foi
acompanhada por CCD, utilizando acetato de etila como eluente. Apés 1 hora e 30

minustos da adicdo dos reagentes foi observado o consumo do material de partida e



o baldo contendo a mistura reagente foi retirado do banho de 6leo. Foram
adicionados 80 mL de agua destilada ao meio reagente, observando-se a formacao
de cristais brancos. O baldo foi mantido em geladeira por 10 horas e entdo, a
mistura foi filtrada a vacuo. Foi obtido um solido que, apos recristalizacdo em etanol,

apresentou-se como cristais brancos, (3,87 g 12 mmol), com rendimento de 40 %.

FM: C3H170gN
MM: 315 g/mol
FF: 119-119,5°C
FF: 120-121 °C (HOCKETT, 1939)
[a]o=-2,1 (c 2,82, CHCl3)
[olo=- 3,3 (c 2,82, CHCI;) (HOCKETT, 1939)
o  RMN de 'H: (CDCl;, 200 MHz): tabela 17 (p. 89)
RMN de **C: (CDCl3, 50 MHz): tabela 18 (p. 89)

IV (V, cm™) tabela 19 (p. 89)




Tabela 17 — Dados do espectro de RMN de *H de 36 (pagina 130, figura 58)

Atribuicdo o/ppm Multiplicidade J (Hz) Integral
H-2 57 d 3,39 (J2-3) 1
H-3 5,6 dd 8,19 (J3.4) 1
3,39 (J3-2)

H-4 52 ddd 8,19 (J4-3) 1
4,52 (J4-57)
3,21 (Js5)

H-5 4.3 dd 12,56 (Js5) 1
3,21 (Js.4)

H-5’ 42 dd 12,56 (Js5) 1
4,52 (J5-4)

CHs; 2,2-2,1 m - 12

Tabela 18 — Dados do espectro de RMN de *3C de 36 (pagina 131, figura 59)

o/ppm Atribuicao
170,5;169,6;169,0 e 168,8 C=0
114,2 C-1
68,1;67,8 e 59,6 C-2,C-3 e C-4*
61,3 C-5
20,8;20,5 e 20,2 CHs3

* O e atribui¢des intercambiaveis

Tabela 19 — Dados do espectro de IV de 36 (pagina 129, figura 57)

a Cm'l) Atl‘lbUI(}éO

2969 Estiramento CH alifatico

2323 Estiramento CN alifatico
1752 e 1737 Estiramento C=0 éster

1374 Estiramento C-H de CHs

1210 Estiramento C-O-C éster

1036 Estiramento O-C-C éster




5.2.10 Sintese de 5-(p-arabino-1,2,3,4-tetra-acetoxibutil)tetrazol 37

Em um baldo acoplado a um condensador de refluxo foram adicionados 1,7 g (5,4
mmol) de 36, 4 g (75 mmol) de cloreto de amoénio e 4,9 g (75 mmol) de azida de
sédio em 5 mL de agua e 6 mL de THF. A mistura reagente foi mantida em banho de
6leo a 55 °C, sob agitacdo magnética. A evolucdo da reacdo foi acompanhada por
CCD, utilizando acetato de etila/hexano 8:2 como eluente. Apds 36 horas da adicéo
dos reagentes foi observado o consumo do material de partida. A mistura reagente
foi transferida para céapsula e o solvente eliminado com ar comprimido. Em seguida,
o meio foi acidificado como acido cloridrico 1 mol/L até pH 1, em banho de gelo. A
mistura obtida foi transferida para funil de separacdo e extraida com acetato de etila
(3x 25 mL). Foi adicionada pequena quantidade de MgSO, a fase organica e, apés
15 minutos de repouso, a mistura foi filtrada e o solvente foi eliminado em
evaporador rotatorio. Foi obtido um éleo que por cristalizagcdo com &gua forneceu

0,808 g (2,2 mmol) do produto como um sélido branco, com rendimento de 43%.

FM: C;3H150gN4

MM: 358 g/mol

FF: 75,8-77,1 °C

FF: 91-93 °C (SELDES et al., 1975)

[G]D -2 (C 1, CHC|3)

[a]o - 3,1( ¢ 1, CHCI;) (SELDES et al., 1975)
RMN de *H: (CDCls, 200 MHz): tabela 20 (p. 91)
RMN de **C: (CDCls, 50 MHz): tabela 21 (p. 91)

v (;, cm'l) tabela 22 (p. 91)




Tabela 20 — Dados do espectro de RMN de *H de 37 (pagina 134, figura 62)

Atribuicao o/ppm Multiplicidade J (Hz2) Integral
H-2 6,5 d 3,06(J2-3) 1
H-3 5,7 dd 7,92(J3.4) 1
3,06(J3-2)

H-4 5,3 ddd 7,92(J4-3) 1
5,03(Js-5)
2,70(J45)

H-5 4,3 dd 12,51(Js5) 1
2,70(Js.4)

H-5’ 4,2 dd 12,51(Js5) 1
5,03(Js-4)

CHs; 2,3-1,9 m - 12

Tabela 21 — Dados do espectro de RMN de *3C de 37 (pagina 135, figura 63)

o/ppm Atribuicao
171,3;170,3;170,2 e 169,9 C=0
156,5 C-1
69,9;68,5;64,9 C-2,C-3 e C-4*
61,9 C-5
20,9;20,9 e 20,6 CHs

* § e atribui¢cdes intercambiaveis

Tabela 22 — Dados do espectro de IV de 37 (pagina 133, figura 61)

vem?) Atribuicéo
3551 Estiramento N-H
2954 e 2868 Estiramento C-H alifatico
1762 e 1738 Estiramento C=0 éster
1653 Estiramento N=N
1551 Estiramento C=N
1214 e 1200 Estiramento C-O-C éster
1369 Estiramento C-H de CHs

1042 Estiramento O-C-C éster




5.2.11 Sintese de 5-(p-arabino-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)tetrazol 38

Em um baldo contendo 40 mL de metanol anidro em banho de gelo e acoplado a um
tubo contendo cloreto de célcio foi adicionado sédio metalico sob agitacédo
magnética. Apés o consumo do sodio, foi adicionado 1,78 g (4,9 mmol) de 37. A
evolugdo da reacao foi acompanhada por CCD, utilizando acetato de etila como
eluente. Apds 50 minutos da adigdo do material de partida foi observado o consumo
total deste. Foi adicionada, entdo, pequena quantidade de resina de troca catidnica
IRA-120 e no momento em que o pH da mistura atingiu o valor 5, a mistura reagente
foi filtrada em papel de filtro e o solvente do filtrado foi eliminado em evaporador
rotatério. Obteve-se 0,875 g (4,6 mmol) de um sdlido branco-amarelado

correspondendo ao produto desejado, com rendimento de 93 %.

FM: C5H1004N4

MM: 190 g/mol

FF: 204-205,5 °C

FF: 201-203 °C (SELDES et al., 1974)

[a]p -20 (c 1, H,0)

[a]o - 24,5 (¢ 1, H,O) (SELDES et al., 1974)
RMN de ‘H: (D20, 200 MH2): tabela 23 (p. 93)
RMN de **C: (D,0, 50 MHz): tabela 24 (p. 93)

IV (V, cm™) tabela 25 (p. 93)




Tabela 23- Dados do espectro de RMN de 'H de 38 (pagina 138, figura 66)

Atribuicao o/ppm Multiplicidade J (Hz2) Integral
H-2 54 d 1,64 (J23) 1
H-3 3,9 dd 3,89 (J3.4) 1
1,64 (J32)
H-4, H-5, H-5’ 3,8-3,6 m - 3

Tabela 24 - Dados do espectro de RMN de *C de 38 (pagina 139, figura 67)

o/ppm Atribuicao
160,4 C-1
73,9 C-20uC-30uC-4
71,3 C-20uC-3ouC-4
66,0 C-20uC-3o0uC-4
63,5 C-5

* O e atribui¢des intercambiaveis

Tabela 25 - Dados do espectro de IV de 38 (pagina 137, figura 65)

vem™) Atribuicao
3300 Estiramento N-H
3121 Estiramento O-H
2980 Estiramento C-H
1660 Estiramento N=N
1555 Estiramento C=N

1046 Estiramento C-O




5.2.12 Sintese de 5-(p-arabino-4-dietilfosforil-1,2,3-tri-hidroxibutil)tetrazol 29

Em um baldo contendo 2 mL de piridina anidra em banho de gelo e acoplado a um
tubo contendo cloreto de calcio foram adicionados 0,05 g (0,26 mmol) de 38 e 0,1
mL (0,53 mmol) de cloreto de dietilfosforila sob agitacdo magnética. A evolucdo da
reacao foi acompanhada por CCD, utilizando diclorometano/metanol 7,5:2,5 como
eluente. Apods 25 horas foi observada a formacéo de um produto com Rf diferente do
material de partida, bem como o ndo consumo total deste. A mistura reagente foi
transferida para capsula e o solvente evaporado com ar quente. O residuo foi lavado
com cloroférmio e o Oleo obtido na capsula foi submetido a CCS (silica flash),
utilizando-se acetato de etila/metanol 95:5 e 93:7 como eluente. Foi obtido 6 mg

(0,002 mmol) do produto desejado como 6leo, com rendimento de 7%.

FM: CoH1gN,O,P

MM: 326 g/mol

RMN de ‘H: (CD;0D, 400 MHz): tabela 26 (p. 95)
RMN de **C: (CD;0D, 100 MHz): tabela 27 (p. 95)

\ (;, cm'l) tabela 28 (p. 95)




Tabela 26 — Dados do espectro de RMN de *H de 29 (pagina 142, figura 70)

Atribuicao o/ppm Multiplicidade J (Hz) Integral
H-2 5,4 sl - 1
H-3 ou H-4 ou 4,29-4,28 m - 1
H-5 ou H-5’
H-3 ou H-4 ou 4,2-4,1 m - 5
H-50u H-5 e
CH,-O-P
H-3 ou H-4 ou 3,96-391 m - 1
H-5 ou H-5’
H-3 ou H-4 ou 3,8 dl - 1
H-5 ou H-5’
CHs-C-O-P 1,35-1,31 m - 6

Tabela 27 — Dados do espectro de RMN de *3C de 29 (pagina 143, figura 71)

o/ppm Atribuicao Multiplicidade J (Hz)
74,0 C-20uC-3 S -
70,9 C-5 d 5,97 (Jcs-p)
70,8 C-4 d 7,28(Jc-4-p)
66,0 C-20uC-3 S -
65,6 CH,-O-P d 5,98(JchH2-p)
16,54 CH3-C-O-P d 6,78(JcHz-p)

Tabela 28 — Dados do espectro de IV de 29 (pagina 141, figura 69)

D.(Cm'l) AtrIbUIgéo
3259 Estiramento O-H
2923 Estiramento C-H alifatico
1660 Estiramento N=N
1570 Estiramento C=N
1444 Deformacao C-H de CH;

1023 Estiramento P-O-C




5.2.13 Sintese de 2-(D-arabino-1,2,3,4-tetra-acetoxibutil)-5-metil-1,3,4-oxadiazol 39

Em um baldo acoplado a um condensador de refluxo e tubo contendo cloreto de
calcio, foram adicionados 1,282 g (3,6 mmol) de 37 e 18 mL de anidrido acético (170
mmol). A mistura reagente foi aquecida em banho de dleo a 120 °C . A evolucéo da
reacao foi acompanhada por CCD, empregando como eluente CHCI3;/MeOH 9,5:0,5.
ApoOs 6 horas e 30 minutos da adicdo dos reagentes foi observado o consumo total
do material de partida. A mistura reagente foi transferida para capsula de porcelana
e eliminou-se o0 solvente com ar quente. Na sequéncia, foram adicionados 5 mL de
agua destilada a capsula e observou-se a formacao de um sélido. Esse foi filtrado a
vacuo e lavado com 2 mL de agua destilada. Foram obtidos 1,1 g (3 mmol) do

produto como um solido amarelado, com rendimento de 83 %.

A

Olltie

FM: C15H20N20g

MM: 372 g/mol

FF: 95,1-96,1 °C
C—CHs [g]p + 5,5 (¢ 3, CHCLy)
RMN de *H: (CDCl3, 200 MHz): tabela 29 (p.97)
RMN de *C: (CDCl3, 50 MHz): tabela 30 (p. 97)

OY 0\.{ IV (V, cm™) tabela 31 (p. 97)
39




Tabela 29 — Dados do espectro de RMN de *H de 39 (pagina 146, figura 74)

Atribuicdo o/ppm Multiplicidade J (Hz) Integral
H-2 6,2 d 2,66 (J2.3) 1
H-3 5,6 dd 2,66 (J3.2) 1

8,9 (J3.4)
H-4 53 ddd 2,78 (J45) 1
4,3 (Js-5)
8,9 (J4-3)
H-5 4.3 dd 2,78 (Js.4) 1
12,54 (Js.5)
H-5 4,2 dd 4,3 (Js.4) 1
12,54 (Js.5)
CHs 2,5 S - 3
(oxadiazol)
CH;z acetila  2,18;2,09;2,07; S - 12
2,06

Tabela 30 — Dados do espectro de RMN de *3C de 39 (pagina 147, figura 75)

o/ppm Atribuicao
170,5; 169,6; 169,5; 169,4 C=0
164,6; 161,8 N=C-O
68,8 C-3
68,0 C-4
64,3 C-2
61,5 C-5
20,8; 20,7; 20,5; 20,4 CHs acetila
10,9 CHj3 (oxadiazol)

Tabela 31 — Dados do espectro de IV de 39 (pagina 145, figura 73)

u(cm™) Atribuicéo

2984 e 2954 Estiramento C-H alifatico
1740 Estiramento C=0 éster

1590 e 1570 Estiramento C=N
1208 Estiramento C-O-C éster
1370 Estiramento C-H de CHs

1033 Estiramento O-C-C éster




5.2.14 Tentativa de sintese de 2-(p-arabino-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-5-metil-1,3,4-

oxadiazol 40

5.2.14.1 Sintese da N-acetil hidrazida do acido b-arabinonico 44

Método A

Em um baldo contendo 30 mL de metanol anidro em banho de gelo e acoplado a um
tubo contendo cloreto de calcio foi adicionado sédio metalico sob agitacédo
magneética. Apos o consumo do sodio, foi adicionado 0,943 g (2,5 mmol) de 39. A
evolucdo da reacao foi acompanhada por CCD, utilizando-se acetato de etila como
eluente. Apds 50 minutos da adicdo do material de partida foi observado consumo
total deste. Foi adicionada, entdo, pequena quantidade de resina de troca catibnica
IRA-120 e no momento em que o pH da mistura atingiu o valor 7, a mistura reagente
foi filtrada em papel de filtro e o solvente eliminado em evaporador rotatério. Foi
obtido um 6leo marrom que foi solubilizado em etanol a quente e com resfriamento
do solvente formaram-se cristais que foram recolhidos por filtragdo. Obteve-se 0,17 g

(0,7 mmol) de um sélido amarelado, com rendimento de 28 %.

Método B

Em um baldo contendo 20 mL de metanol anidro em banho de gelo e acoplado a um
tubo contendo cloreto de calcio foi adicionado sédio metélico em quantidade
catalitica sob agitacdo magnética. Apés o consumo do sodio, foi adicionado 0,133 g

(0,3 mmol) de 39 em banho contendo acetato de butila e Ny a -20 °C. A evolugéo



da reacado foi acompanhada por CCD, utilizando-se acetato de etila como eluente.
ApoOs 50 minutos da adicdo do material de partida foi observado consumo total
deste. Foi adicionada, entdo, pequena quantidade de resina de troca catidnica IRA-
120 e no momento em que o pH da mistura atingiu o valor 7, a mistura reagente foi
filtrada em papel de filtro e o filtrado foi transferido para capsula de porcelana e o
solvente evaporado com ar quente. Foi obtido um o6leo marrom claro que foi
solubilizado em etanol a quente e apods resfriamento do solvente formaram-se
cristais que foram recolhidos por filtracdo. A agua-mae foi submetida a CCS
utilizando-se com eluente CH,Cl,/MeOH 9:1 e 8,8:1,2, obtendo-se 17 mg do produto

como soélido branco-amarelado, com rendimento de 23 %.

FM: C7H14N206

MM: 222 g/mol

FF:81,9-83,9°C

[a]o - 53,3 (¢ 0,3, H,0)

RMN de 'H: (DMSOds, 400 MHz): tabela 32 (p.100)
RMN de **C: (DMSOds, 100 MHz): tabela 33 (p. 100)

v (;, cm'l) tabela 34 (p. 100)




Tabela 32 — Dados do espectro de RMN de *H de 44 (pagina 150, figura 78)

Atribuicao o/ppm Multiplicidade J (Hz) Integral
N-H 9,9 sl - 1
N-H 9,4 sl - 1
O-H. 5,3 d 6,38 (Jomz-H2) 1
O-Hz 4.6 d 5,36 (JoHz-H3) 1
O-Ha4 4,4 d 7,28 (JoHa-Ha) 1
O-Hs 4,36 tl 5,24 (Jows-s) 1
H-2 4,27 d 6,38 (J H2- oH2) L

H-3 e H-5 3,7-3,6 m - 2

H-5 e H-4 35-34 m - 2

Tabela 33 — Dados do espectro de RMN de *3C de 44 (pagina 151, figura 79)

d/ppm Atribuicao
1711 C-1
167,5 C=0
72,1 C-3
70,7 C-2
70,6 C-4
63,4 C-5
20,5 CHj

Tabela 34 — Dados do espectro de IV de 44 (pagina 149, figura 77)

Ecm'l) Atribuicao
3326, 3273, 3227 Estiramento O-H e N-H
2973, 2939, 2891 Estiramento C-H alifatico
1691, 1651 Estiramento C=0 hidrazida
1548 Deformacéo angula N-H
1434 Estiramento C-N

1036 Estiramento C-O




5.2.14.2 Reacao de 39 com amodnia

Em um baldo contendo 3 mL de THF foram adicionados 0,485 g (1,3 mmol) de 39 e
2 mL de uma solugéo saturada de NH4OH@q. O baldo foi vedado com rolha e
mantido em banho de gelo durante 2 horas. A evolucdo da reacéo foi acompanhada
por CCD, utilizando-se acetato de etila como eluente. Apds 19 horas da adicdo do
material de partida foi observado consumo total deste. A mistura reagente foi
transferida para capsula de vidro e o solvente foi evaporado com ar comprimido. Foi
obtido um oleo amarelado (336 mg), que foi submetido a CCS (silica flash),
utiizando-se como eluente CH,CIl,/MeOH 9,5:0,5 e 8:2. Entretanto foi obtido uma
mistura complexa que ndo apresentou resolucdo satisfatoria por CCS, e nenhum
deles foi identificado como produto desejado apds analise por RMN de *H e *C das

fracOes reunidas.



5.2.14.3 Sintese de 1,4-D-arabinonolactona 45

Método A

Em um baldo contendo 30 mL de metanol anidro em banho de gelo e acoplado a um
tubo com cloreto de calcio foram adicionados 0,15 g (0,4 mmol) de 39 e 0,64 mL (9
mmol) de cloreto de acetila sob agitacdo magnética. A evolucdo da reacgdo foi
acompanhada por CCD, utilizando-se acetato de etila como eluente. Apés 4 horas,
foi observado o consumo do material de partida. A mistura reagente foi filtrada a
vacuo, a agua-mae foi transferida para capsula, e o solvente foi evaporado com ar
comprimido. Foi obtido 0,076 mg de um 6leo que foi submetido a CCS, utilizando-se
CH.CI,\MeOH 92:8 como eluente, obtendo-se 0,032 g (0,2 mmol) de lactona 45, com

rendimento de 53 %.

Método B

Em uma cuba de vidro com volume de aproximadamente 600 cm? foi colocado um
baldo de 25 mL contendo 0,15 g (0,4 mmol) de 39, 10 mL de diclorometano e 2 mL
de metanol, e um frasco de vidro pequeno contendo 8 mL de HCI 12 mol/L. A cuba
de vidro foi mantida fechada com tampa e o meio reagente sob agitacdo magnética.
A evolucédo da reacao foi acompanhada por CCD, utilizando-se acetato de etila como
eluente. Apos 22 horas da adicdo dos reagentes, foi observado o consumo do
material de partida. A mistura reagente foi filtrada a vacuo e a agua-mae foi
transferida para capsula e o solvente foi evaporado com ar comprimido. Foi obtido
um Oleo (54 mg) que foi submetido a CCS, utilizando-se CH,Cl,\MeOH 92:8 como

eluente, obtendo-se 0,017 g (0,2 mmol) de lactona 45, com rendimento de 28 %.



FM: C5HgO5

MM: 148 g/mol

[alp +64,3 (¢0,3, H0)

[alp +69,5(c 0,88, H,O) (HARDRE; SALMON, 1999)
RMN de 'H: (D,O, 200 MHz): tabela 35 (p.103)

RMN de *C: (D,0, 50 MHz): tabela 36 (p. 103)

v (;, cm'l) tabela 37 (p. 103)

45
Tabela 35 — Dados do espectro de RMN de *H de 45 (pagina 157, figura 85)
Atribuicdo o/ppm Multiplicidade J (Hz) Integral
H-2 4.4 d 8,5 (J2-3) 1
H-3 e H-4 4,15-4,12 m - 2
H-5 3,9 dd 1,4 (Js.4), 1
12,8 (Js-5)
H-5’ 3,7 dd 3,86 (J4-5), 1
12,8 (Js-5)

Tabela 36 — Dados do espectro de RMN de *3C de 45 (pagina 158, figura 86)

d/ppm Atribuicao
176,5 C-1
82,9 C-4
75,8 C-2
74,3 C-3
61,0 C-5

Tabela 37 — Dados d espectro de IV de 45 (pagina 156, figura 84)

E (Cm'l) AtrIbUI(;ﬁo
3305 Estiramento O-H
2925, 2854 Estiramento C-H
1768 Estiramento C=0 y-lactona

1025 Estiramento C-O




5.3 TESTE DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O tetrazol fosforilado 29 bem como os intermediarios 34, 36, 37 e 39 foram avaliados

em teste de atividade antimicrobiana, pelo método de difusdo em agar
(FARMACOPEIA..., 1988) empregando-se 0s seguintes microorganismos.
Bactérias

Bacillus subtilis ATCC 6633

Micrococcus luteus ATCC 9341

Staphylococcus aureus ATCC 6538P

Escherichia coli ATCC 8739

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Salmonella enterica 14028

Staphylococcus epidermidis 12228

Leveduras

Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601

Candida albicans ATCC 10231

Candida tropicalis ATCC 1641

Fungos filamentosos

Aspergillus niger ATCC 16404

O padrao utilizado para as bactérias, exceto P. aeruginosa, foi uma solucédo de
cloranfenicol de 1mg/ml e cada disco foi impregnado com 10ul. Para a P. aeruginosa
utilizou-se uma solucéo de gentamicina de 1mg/ml e cada disco foi impregnado com
10ul. J& o padréo utilizado para os fungos, foi uma solucdo de anfotericina B de
2mg/ml e cada disco impregnado com 10ul da solugdo. Como prova em branco,
discos foram impregnados com os respectivos solventes das substancias, 20 pl cada

disco.



Os testes foram realizados no laboratério de Controle de Qualidade do

Departamento de Produtos Farmacéuticos da Faculdade de Farméacia, pela aluna

Michele Cristina Vilaca, sob a orientacéo da professora Elziria de Aguiar Nunan.

5.3.1. PROCEDIMENTO

5.3.1.1 Preparo das culturas de microorganismos

5.3.1.1.1 Bactérias

Retirou-se uma pequena quantidade da cultura-filha com alca de platina e espalhou-

se sobre o0 meio antibiético n° 1 inclinado contido em tubos de ensaio. Incubou-se o

tubo em estufa a 36,5 + 1,0 °C por 24h;

5.3.1.1.2 Leveduras

Procedeu-se como no repique de bactérias, exceto pelo meio de cultura que é o

agar sabouraud dextrosado.

5.3.1.1.3 Fungos filamentosos

Procedeu-se como no repique de leveduras, exceto pelo tempo de incubacéo, que é

de 3 dias.



5.3.1.2 Preparo dos padrdes

5.3.1.2.1 Padrao para bactérias (exceto P. aeruginosa)

- Pesou-se 1 mg de cloranfenicol padrdo Sigma e solubilizou-se em 0,1 ml de

metanol. Diluiu-se para um volume final de 1,0 mL com &agua destilada. Impregnou-

se cada disco com 10 pL da solucao estoque.

5.3.1.2.2 Padrao para P.aeruginosa

- Pesou-se 1 mg de gentamicina, padrao Sigma e diluiu-se para um volume final de

1,0 mL com &agua destilada. Impregnou-se cada disco com 10 pL da solucdo

estoque.

5.3.1.2.3 Padrao para fungos

Pesou-se 0 equivalente do pé a 2 mg de anfotericina B e diluiu-se para um volume

final de 1,0 mL com DMSO. Impregnou-se cada disco com 10 pL da solu¢ao estoque

5.3.1.2.4 Substancias a serem testadas

Pesou-se 5 mg das substancias 29, 34, 36, 37 e 39 e diluiu-se para um volume final

de 5,0 mL com &gua destilada (composto 29) ou acetona (34, 36, 37 e 39).

Impregnou-se cada disco com 20 pL da solucéo final.



5.3.1.2.5 Branco

Impregnou-se cada disco com 20 pL do solvente utilizado.
OBS: Os discos foram secados em estufa a 36,5°C até completa evaporacdo do

solvente organico.

5.3.1.3 Padronizacao do Inéculo

Retirou-se com auxilio da alca de platihna uma pequena quantidade de
microrganismos do tubo com meio inclinado, transferiu-se para um tubo contendo
10,0 mL de salina e homogeneizou-se 0 meio. Repetiu-se o procedimento até que o
tubo apresentasse transmitancia de 40 + 1%. Desse inoculo padronizado, pipetou-se
1,0 mL e transferiu-se para outro tubo contendo 9,0 mL de salina. Deste foi pipetado

125 pl e transferido para um erlenmeyer contendo 25 mL do meio de superficie.

OBS: Para o fungo A. niger e a bactéria B.subtilis, acrescentou-se Tween 80 a

salina, na proporc¢éo 0,2% e pérolas de vidro.

5.3.1.4 Preparo das placas

Adicionou-se 20,0 mL de meio base as placas e apoés solidificacdo deste, 5,0 mL de
meio de superficie contendo o microrganismo. Colocou-se cada disco impregnado
com as substancias a serem testadas na superficie da placa semeada com o
inoculo. Acrescentaram-se também os discos contendo antibidtico para o controle

positivo e o diluente para o controle negativo. Deixou-se difundir por 60 minutos e



posteriormente incubaram-se as placas na posicdo invertida a temperatura

adequada (bactérias e leveduras: 36,5 = 1,0 °C; fungos filamentosos: 25,0 + 1,0 °C).

5.3.1.5 Leitura

Mediu-se o didametro do halo formado com auxilio de paquimetro digital e calculou-se

a média dos halos de inibicdo e o respectivo desvio-padrao.

5.3.2 Instrumentos e materiais utilizados

Espectrofotdmetro Spectrophotometer Coleman Junior® 1l Model 6/20 lllinois USA

Paquimetro Mitutoyo — Digimatic Caliper Suzhou — China Resolucdo: 0,01mm

Exatidao (erro instrumental): £ 0,02mm

Meios de cultura: Agar Sabouraud dextrosado - Biobras digndsticos, Agar soja

tripticaseina - Biobras diagndsticos.

Antibiético n°l (utilizado para cultivar as bactérias, como meio inclinado no tubo)

Himedia®

Padrdes: Cloranfenicol, Anfotericina B e Gentamicina (Sigma-Aldrich).

Todas as substancias foram inativas na concentra¢do de 1 mg/mL.



6 CONCLUSAO

Durante a realizacdo desse trabalho foi constatada uma grande dificuldade para
obtencéo dos compostos finais desejados, 28, 29 e 30, que faziam parte da proposta

inicial do trabalho, obtendo-se apenas o composto 29, com rendimento de 7 %.

Percebeu-se que a reacdo de fosforilacdo se utilizando o reagente cloreto de
dietilfosforila ndo ocorre facilmente, obtendo-se os melhores rendimentos para a

sintese do derivado 34, com 56 % de rendimento.

A etapa de remocdo dos grupos acetila das hidroxilas do derivado de carboidrato
funcionalizado em C-1 com anel 1,3,4-oxadiazol 39 também contribuiu para a
dificuldade geral da sintese de um dos derivados propostos, composto 30.
Entretanto, foi de grande valia o estudo de reacdo dessa etapa, modificando-se as
condicbes. Pdde-se constatar a labilidade do anel 1,3,4-oxadiazol frente a
desprotecdo de grupos protetores acetila, seja em meio acido ou alcalino, pelo

menos em derivados de carboidrato de configuracdo arabino.

O tetrazol fosforilado 29 e os intermediarios 34, 36, 37 e 39 foram inativos em teste
de atividade antimicrobiana para Bacillus subtilis, Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
entérica, Staphylococcus epidermidis e antifingica para Saccharomyces cerevisiae,

Candida albicans, Candida tropicalis e Aspergillus niger pelo método de difusdo em

agar na concentragao de 1 mg/mL.
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F2PPMCM 0.35450 ppm/cm
F2HZCHM 70.94685 Hz/cm
F 1PPMCM 0.41055 ppm/cm
FAHZCM 82.16271 Hz/cm

Figura 44 — Mapa de contornos COSY (200 MHz, CD;0D) de 33.
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Current Data Parameters

NAME F-MR-32
EXPNO 5
PROCNC i

F2 — Acquisition Parameters
Date_ 20060407
Time 19.42
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinu
PULPROG cosy90
0 2048
SOLVENT MeOH
NS 1
oS 4
ShH 4006.410 Hz
FIDRES 1.956255 Hz
AQ 0.2556404 sec
RG 200
oW 124.800 usec
DE 7.50 usec
TE 300.0 K
Do 0.00000300 sec
D1 2.00000000 sec
INO 0.00024960 sec

P1 11.20 usec

PL1 —2.00 dB

SFO1 200.1318012 MHz

F1 - Acquisition parameters

NDO 1

10 128

SFO1 200.1316 MHz
FIDRES 31.300079 Hz

SW 20.019 ppm

F2 - Processing parameters

SI 1024
SF 200.1300058 MHz
WOW STNE
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB ¢
PC 1.40
F1 - Prpcessing parameters
sI 1024
MC2 GF
SF 200.1300028 MHz
LiL] SINE
S58 0
LB 0.00 Hz
GB o

20 NMR plot parameters
cx2 15.0f

cm
Cx1 15.00 cm
F2PLO 4.338 ppm
FaLo 868.15 Hz
F2PHI 3.224 ppm
FaHl 645,14 Hz
F1PLD 4.490 ppm
F1L0 B98.54 Hz
F1PHI 3.180 ppm
FiHI 636.40 Hz
F2PPMCH 0.07429 ppm/cm
F2HICM 14.86754 Hz/cm
F1PPMCM 0.08732 ppm/cm
FI1HZCM 17 47588 Hz/cm

Figura 45 — Expanséo do mapa de contornos COSY (200 MHz, CD;0D) de 33.




Current Data Parameters

NAME
EXPNO 7
PROCND 1
L. F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20060407
Time 20.13
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinu
2 PULPROG invbtp
0 2048
SOLVENT MeOH
NS 16
DS
= I E 4D06.410 Hz
= FIDRES 1.956255 Hz
3 AQ 0.2556404 sec
> RG 90.5
—20 DW 124.800 usec
E DE 7.50 usec
£ TE 300.0 K
3 oo 0.00000300 sec
E 01 2.00000000 sec
E D2 0.00345000 sec
5 o7 0.48400000 sec
3 ™o 0.00002615 sec
=
3; PL1 -2.00 oB
k3 ~ SFO1 2001318012 MHz
z
= ==s========= CHANNEL 2
I CPOPRE2 garp
NUC2 13C
1 —40 P3 11.20 usec
P4 22.40 usec
PCPD2 65.00 usec
PL2 0.00 0B
= - PL1Z 18.00 0B
SFo2 50.3272380 MHz
Fi - Acquisition parameters
NDO a
I ™ 63
SFO1 50.32724 MHz
A FIDRES 151.749680 Hz
a sW 189.961 pom
5 b F2 - Processing parameters
s1 1024
OH s SF 2001300067 MHz
/ WO GSINE
4 / 9) —B0 sSB 2
1 L8 0.00 Hz
ca 0
HOll. ™ sie
S I F1 - Processing parameters
' st 1024
f R 2 a wca PRI
3 SF 50.3226552 MHZ
N = WOW GSINE
HO' OH = 2
LB 0.00 Hz
68 o
- 2D NMR plot parameters
cx2 15.00 cm
33 Cx1 15.00 cm
| F2PLO 4.500 ppm
| [ FaLo 980.63 Hz
F2PHI 0.579 ppm
ppm FoHI 115.97 Hz
o _ — F1PLO 82806 ppm
FiLo 4172.04 Hz
FiPHI 2.944 ppn
] T S SR e ke T e (e T s FE| — ¥ Tt T FIHI 148.15 Hz
F2PPMCM ©0.28803 ppm/cm
ppm 4 3 2 1 F2HZCH 57.64431 Hz/em
F 1PPMEM 5.33078 ppm/cm
F1HZCM 268.25903 Hz/cm

Figura 46 — Mapa de contornos HMQC (200 MHz, CDs0D) de 33.
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Current Data Parameters

NAME F-MR-32
EXPNO 7
PROCND 3
F2 - Acouisition Parameters
Date_ 20060407
Time 0.13
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinu
PLLPRDG Invbtp
T 2048
SDLVENT MeOH
NS 16
Dbs 16
SWH 4006.410 Hz
FI1DRES 1.856255 Hz
AQ 0.2556404 sec
RG 90.5
oW 124.800 usec
DE 7.50 usec
TE 300.0 K
oo ©0.00000300 sec
D4 2.00000000 sec
D2 0.00345000 sec
o7 048400000 sec
IND 0.00002615 sec
mmmmmmmm==== CHANMEL f] ===mmss==s=z=
HNUC1 1H
P1 11.20 usec
P2 22.40 usec
PL1 -2.00 dB
SFO1 200.131B012 MHz
= CHANMEL f2 =============
CPDPRG2 garp
NUCZ 13C
P3 11.20 usec
P4 22.40 usec
PCPD2 65.00 usec
PL2 0.00 aB
PL12 18.00 a8
sFD2 50.3272380 MHZ
F1 - Acquisition parameters
NDO
b} €62
SFD1 50.32724 MHz
FIDRES 154.197250 Hz
sW 189.861 ppm

F2 - Processing parameters

51
SF 2001300067 MHz
WDW GSTNE
s%8 2
LB 0.00 Hz
i o
PC 1.40
Fi1 - Processing parameters

sI 1024
Me2 TPPI
sF 50 .3226552 MHz
WOM GSINE
SSB 2
LB 0.00 Hz
6B o

20 NMR plot parameters
cx2 15.
cx1 15.00 cm
F2PLO 4.138 ppm
FaLo B28.05 Hz
F2PH1 3.551 ppm
F2Hl 710.67 Hz
F1PLO 77.897 pom
FiLD 3919.96 Hz
F1PHI 51.366 ppm
F1RL 2584.89 H2
F2PPMCM 0.03910 ppm/cm
F2HICM 7.82502 Hz/Ccm
F1PPHCH 1.76868 ppm/cm
F1HZCH 89.00474 Hzfcm

Figura 47 — Expansao do mapa de contornos HMQC (200 MHz, CD;0D) de 33.
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Figura 48 — Espectro no IV de 34.
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Current Data Parameters

BB PN SR3OS R0 TESESR 52090 SRS sEy ExPro oy
--rﬂ‘igvm‘*[DLDO‘II\OI\LDLD—'LDV\LD*—'GT@LPNUDLOLDV O T Oy ™M D W PROCNO 1
OCUV(‘TOG‘JLD!"‘IG’)U‘I(UEDWOF"!QDLDO(IJLDL—D\!’OJDCDLF!(\A @ i) — O~ T M
<:wvqvvvvvvvvvvmmmmmmmmmmmmm T e e e e FE“AcuujsjtiunParameters
L L 4 I Date_ 20061010
3\ {/ Time 16,46
I f INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG 2930
10 32768
(EtO)ZOP\ SOLVENT £DC13
NS 16
SEt 0s 2
SWH 4139.073 Hz
FIDRES 0.126314 Hz
AD 3.85B4243 sec
HOIle SEt e o0
oW 120.800 usec
DE 7.50 use¢
S TE 300.0 K
N D1 1.00000000 sec
HO OH
s======z CHANNEL f{ ========
34 NUCH 1
P1 11.20 usec
PL1 -2.00 dB
SFO1 200.1312359 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 2001300005 MHz
WOW EM
/" S5B 0
J LB 0.30 Hz
GB 0
f PC 1.00
Vi L
| (EE 1D NMR plot parameters
i YA [ 20.00 cm
e s e =l R e el B e TR Cy 10 00 cm
F1P 6.012 pom
i =1 1203 27 Hz
FepP -0.320 pom
2 Hz
PPMCM ppm.g
HZCM Hz "z;p

Figura 49 — Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl;) de 34.



Current Data Parameters

NAME frsa1s
L E s s Vo I o I g Vo s o o ~ o~ ¥ 0 WD EXPNO 2
oo osSs 28 @ o & 2803 PROCKO 1
T D m Mo~ 0SS 5] m o U= O n
e F‘f el E E Lé g g E Lo s F2 - Acquisition Parameters
1 i LT I Date_ 20061010
/ N v \ Time 16.55
‘\ / \ (/ \/ | | INSTRUM spect
f | ! PROBHD S mm Multinucl
PULPROG 20pg30
10 65536
SOLVENT cnci3
N 5
(Et0);0P 0 i
O SWH 12562.814 Hz
SEt FIDRES 0.191693 Hz
AQ 2.6083827 sec
RG 32768
OW 39 UsEec
HOllIm: SEt i3 7822 usec
TE 300.0 K
D1 2.00000000 sec
K a11 003000000 sec
3 ai2 0.00002600 sec
N
HO OH CHANNEL {1 ==
13C
10.00 usec
0.00 dB

34

50.3282440 MHz

B2 = CHANNEL f2 ==
CPOPRG2 waltz16
NuCc2 1H
PCPD2 70.00 usec
PL2 -2.00 oB
PL12 13.92 oB
PL13 120.00 o8
SFo2 200.130B005 MHz
Fe - Processing parameters
51 32768
SF 50.3227228 MHz
WOW EM
558 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PE 40

H ! f !1

i s ; 1 .

“WWM”WWWWWWWMMMWWWWWMWWMWM

Figura 50 — Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCl,) de 34.




LUPPENT U3L3 Maramelers

NAME froals
o~ MW o —=m oy o © ™0 Mmoo EXHND #
sEeE L Re g 25 EEEE i 1

N o ™ o -
el e =~ m L S F2 - Acquisition Parameters
fnocomao u o (EtO)ZOP\ & N oiatanes Date_ 20061010
Lo | L] Time 17.14
\ | ) / \ ) o ; INSTRUM spect
\ \ SEt \ PROBHD 5 mm Multinuc)

PULPROG dept135

10 65536

SOLVENT €ocis

NS 113

HOIlHe. SEt 0s 4

SWH 11990.407 Hz

FIDRES 0182959 Hz

AQ 2.7329011 sec

N RG 16384
\\\ bW 41.700 usec
S DE 7.50 usec
~N
HO OH HE 300.0 K
CNST2 145 0000000
D1 2.00000000 sec
34 a2 0.00344828 sec
a12 0.00002000 sec
DELTA 0.00001273 sec
CHANNEL f1

NUCH 13C

Py 10.00 usec

p2 20.00 usec

PLY 0.00 dB

' km SFO1 50.3277408 MHZ
AL = CHANNEL f2 == =
{ CPOPRGZ waltz16

NuC2 H

P3 11.20 usec

pd 22 .40 usec

PCPO2 70.00 usec

PL2 -2.00 oB

PL12 13.92 98

SF02 2001308005 MHz

F2 - Processing parameters

SI 32768

85 50 3227227 MHZ

WOW EM

SSB o

AMW LB 1 00 Hz
| e} 0
PC 1.40

Figura 51 — Espectro DEPT135 (50 MHz, CDCl;) de 34.
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Current Data Parameters

NAME
EXPNO
PROCNO

ForRR16v
1
1

F2 - Acguisition Parameters

Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
T0
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

DwW

DE

TE

D1

NUC1
P1
PL1
SFO1

== CHANNEL f1

20060620
15.58
spect

5 mm Multinucl
zg30
32768
CDhC13

16

2
4139.073
0.126314
3.9584243
128
120.800
7.50

300.0
1.00000000

-2.00
200.1312359

F2 - Processing parameters

SI
SF
WDW
SSB

32768
200.1300089
no

0

0.00

0

1.00

1D NMR plot parameters

Cx

Cy
FiP
FA
Fap
Fe
PPMCM
HZCM

20.00

66.35947

MHz

cm
cm

ppm

Hz

pom

Hz
ppm/cm
Hz/cm

Figura 52 — Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl,) de 41.
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Current Data Parameters

NAME ForRR16v
EXPNO 2
PROCNO i
F2 - Acquisition Paramet
Date_ 20060620
Time 16.10
INSTRUM spect
PROBHD S mm Multinucl
PULPROG zgpg30
10 65536
SOLVENT coci13
NS 192
DS 4
SWH 12562.814
FIDRES 0.181693
AG 2.6083B27
RG 32768
oW 39.800
DE 7.50
TE 300.0
D1 2.00000000
ai1 0.03000000
dgiz2 0.00002000
== CHANNEL f1 ==

13C

10.00

0.00
50.3282440

== CHANNEL f2 =
CPDPRG2 waltz16
NUC2 iH
PCPD2 70.00
PL2 -2.00
PL12 13.92
PL13 120.00
SFO2 200.1308005
F2 - Processing paramete
531 32768
SF 50.3227209
WOW EM
SSB o]
LB 1.00
GB o
PC 1.40

1D NMR plot parameters

Cx 20.00
CY 10.00
F1pP 199.559
F1 10042 .36
Fap -12.210
F2 -614.46
PPMCM 10.58847
HZCM 532.84070

ers

Hz
Hz
sec

usec
usec

Sec
sec
SEec

usec
aB
oB
aB
MHz

rs

MHz

Hz

cm

cm

ppm

Hz

ppm

Hz
ppm/cm
Hz/cm

Figura 53 — Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCl,) de 41.




Current Data Parameters

NAME
EXPNO
PROCNO

ForRR16v
3
1

F2 - Acquisition Parameters

Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
T0
SOLVENT
NS

DS

SHH
FIDRES
AQ

RG

DH

DE

TE
CNST2

CPDPRG2
Nuc2

P3

pa
PCPD2
PL2
PL12
SFD2

== CHANNEL f1

20060620

16.17

spect

S mm Multinucl
dept135

65536

coci13

72

4
11990.407 Hz
0.182959 Hz
2.7329011 sec
16384
41.700 usec
7.50 usec
300.0 K
145.0000000
2.00000000 sec
0.00344828 sec
0.00002000 sec
0.00001273 sec

13C
10.00 usec
20.00 usec
0.00 OB
50.3277408 MHz

CHANNEL f2
waltz1b
1H
11.20 usec
22.40 usec
70.00 usec
-2.00 dB
13.92 oB
200.1308005 MHz

F2 - Processing parameters

S1
SF
WOMW
SSB
LB
GB
rC

32768
50.3227210 MHz
EM
o
1.00 Hz
Q
1.40

~ ~ 0 w0~ ™
LHL S © = oS oo D S =
o = @ @ =2} [SVIRTS I e B U — w
= o oo~ @ — o o) — ~ cu ™
= =) — o] N T — o < < Te}
o
O,
T Y T Y I ! I a T T T T ¥ T T T ¥
ppm 70 60 50 40 30 20 10 0

1D NMR plot parameters

CX 20.00
Cy 6.00
Fi1P B2.472
Fi 4150.22
Fap -10.062
F2 -506 . 36
PPMCM 4 62672
HZCM 232.82899

cm
cm

Ppm

Hz

ppm

Hz
ppm/cm
Hz/cm

Figura 54 — Sub-espectro DEPT135 (50 MHz, CDCls) de 41.
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Current Data Parameters

NAME FO-RR-B2
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20060623
Time 17.45
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG 2930
0 32768
SOLVENT CDC13
NS 32
DS 2
SWH 4139.073
FIDRES 0.126314
AQ 3.9584243
RG 128
DW 120.800
DE 7.50
TE 300.0
D1 1.00000000
======== CHANNEL f1 ====
NUC1 1H
P1 11.20
PL1 -2.00
SFO1 200.1312359

Hz

F2 - Processing parameters

SI 32768
SF 200.1300005
WDOW EM
558 0
LB 0.30
GB 0
PC 1.00

1D NMR plot parameters

CX 20.00
(B4 § 10.00
FiP 6.623
F1 1325 54
Fa2pP -0.780
Fa2 -156..089
PPMCM 0.37016
HZCM 74.08000

MHz

Hz

cm
cm

ppm

Hz

ppm

Hz
ppm/cm
Hz/cm

Figura 55 — Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl,) de 42.
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Current Data Parameters

NAME FO-RR-B2
EXPND 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20060623
Time 17.49
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG dept135

10 65536
SOLVENT Coc13

NS 101

0s 4
SWH 11890407 Hz
FIDRES 0.182959 Hz
AR 2.7329011 sec
RG 16384

ow 41 700 usec
DE 7.50 usec
TE 300.0 K
CNST2 145.0000000

D1 2.00000000 sec
d2 0.00344828 sec
d12 0.00002000 sec
DELTA 0.00001273 sec

P = CHANNEL f1

NUC1 13C

P1 10.00 usec

p2 20.00 usec

PL1 0.00 dB

SFO1 50.3277408 MHz
CHANNEL f2

CPDPRG2 waltzig

NUC2 1H

P3 11.20 usec

p4 22.40 usec

PCPD2 70.00 usec

PL2 -2.00 dB

PL12 13.92 dB

SFO2 200 . 1308005 MHz

F2 - Processing parameters

SI 32768
SF 50.3227284 MHz
WOW EM
SSB ]
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

1D NMR plot parameters

Cx 20.00 cm
cy 6.00 cm
FiP 83.970 ppm
Fi 4225 .61 Hz
Fa2pP -7.186 ppm
F2 -361.63 Hz
PPMCM 4 55782 ppm/cm
HZCM 229.36206 Hz/cm

Figura 56 — Sub-espectro DEPT135 (50 MHz, CDCls) de 42.
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Figura 57 - Espectro no IV de 36.




Current Data Parameters

NAME P-RR-B (ox-Ac)
BRI S=SIS 2SR Zbhe o EXPND 1
S M T~ 0NWLo Mmoo [ToRR=s MoVl ~ WO o, PROCNO 1
= MW — M~ 0 M W < — @ o) ™~ I~
E i o | o e ol 6 B o bl
lelTelNioiTe il Te iToRlToRNTe BNle] b - e S o oy ou F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20060512
Time 16.48
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG zg30
10 32768
SOLVENT CDC13
NS 16
6] DS 2
SWH 4139.073 Hz
le) FIDRES 0.126314 Hz
AGQ 3.9584243 sec
RG 203.2
OwW 120.800 usec
DE 7.50 usec
36 TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
== CHANNEL f1 ========
1H
11.20 usec
-2.00 dB
200.1312359 MHz
F2 — Processing parameters
SI 32768
G 200.1300023 MHz
WDW EM
7 P :
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
1D NMR plot parameters
M JM&L LJL CX 20.00 cm
s cy 10.00 cm
Fip 6.457 ppm
F1 1292.30 Hz
F2p -0.290 ppm
] o= S 5|38 S F2 -58.04 Hz
S [T=lii =)} [=1 0= ~lo PPMCM 0.33736 ppm/cm
2 o [5e = S ey HZCM 67.51679 Hz/cm
= olo — —| = w|w
T T T I I I T
ppm 6 5 4 3 2 1 0

Figura 58 — Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl,) de 36.
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Current Data Parameters

NAME P-RR-8 [ox-Ac)
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20060512
Time 16.54
INSTRUM spect
PROBHD S mm Multinucl
PULPROG Zgpg30
TD 65536
SOLVENT coci3
NS 61
oS 4
SWH 12562.814 Hz
FIDRES 0.491693 Hz
AQ 2.60B3B27 sec
RG 32768
oW 38.8B00 usec
DE 7.50 usec
TE 300.0 K
D1 2.00000000 sec
d11 0.03000000 sec
diz2 0.00002000 sec
== CHANNEL f1 ==
13C
10.00 usec
0.00 dB

50.32B2440 MHz

== CHANNEL f2 ==
CPDPRGZ2 waltz16
NuC2 1H
PCPD2 70.00 usec
PL2 -2.00 dB
PL12 13.82 oB
PL13 120.00 ¢B
SFO2 200.130B005 MHz

F2 - Processing parameters

SI 32768
SF 50.32272417 MHz
WDW EM
SsB o
LB 1.00 Hz
GB 2]
PC 1.40

iD NMR plot parameters

CXx 20.00 cm
cy 7.00 cm
FipP 206.896 ppm
F1 10411 .59 Hz
FaP -4.904 ppm
Fz -246.76 Hz
PPMCM 10.58933 ppm/cm
HZCM 532.91730 Hz/cm

Figura 59 — Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCl,) de 36.
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Current Data Parameters

NAME P-RR-8 [ox-Ac)
EXPND 3
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20060512
Time 16.57
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG dept135
10 65536
SOLVENT coci13
NS 74
Ds 4
SWH 11980.407 Hz
FIDRES 0.482953 Hz
AQ 2.7320011 sec
RG 16384
DOW 41.700 usec
DE 7.50 usec
TE 300.0 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
a2 0.00344B28 sec
di2 0.00002000 sec
DELTA 0.00001273 sec
CHANNEL f1 =
13C
10.00 usec
20.00 usec
0.00 B

50.3277408 MHz

e == CHANNEL f2 =
CPDPRG2 waltzib

Nuc2 1H

P3 11.20 usec
p4 22.40 usec
PCPD2 70.00 usec
PL2 -2.00 dB
PL12 13.92 oB
SFD2 200.1308005 MHz
F2 - Processing parameters
sI 32768

SF 50.3227220 MHz
WOW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz
GB [}

PC 1.40

10 NMR plot parameters

cx 20.00 cm

cy 6.00 cm
F1pP 95.718 pom

F1 4816 .82 H:z

Fap 15.028 ppm

F2 756.23 Hz
PPMCM 4.03454 ppm/cm
HZCM 203.02910 Hz/cm

Figura 60 — Sub-espectro DEPT135 (50 MHz, CDCls) de 36.
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Figura 61 — Espectro no IV de 37.




Current Data Parameters
NAME S-RR-131
M T M T 0N MO W NOoOOT W0mM~MrONLMOODOOMWWres~>SoOo o U wom EXPNOD 1
O R LSRRI BB R E SR el mms §® PROCNO 1
= O o O N YT O @MU OMNMDO@OMNSMN— I — @0~ NSO D — W)
a ANMITSSESEROMOOOMOEOmmOAN S SN SO oo o0
M~ W W W W W LW Wm0 WmmOWmnN s ST S ST S S S ST 0dod oy ool ol oo~ F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20060706
Time 16.41
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
O NS 32
DS 2
SWH 4139.073 Hz
FIDRES 0.126314 Hz
AQ 3.9584243 sec
RG 287.4
DwW 120.800 usec
DE 7.50 usec
TE 300.0 K
/ D1 1.00000000 sec
CHANNEL f1
11.20 usec
-2.00 dB
200.1312359 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 200.1300037 MHz
WOW EM
N W &7 Yy ss8 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
" l 1D NMR plot parameters
J CX 20.00 cm
& CY 10.00 cm
F1pP 10.561 ppm
F1 2113.51 Hz
FapP =-0.568 ppm
= cu S o |3 olg = F2 -113.88 Hz
o A5 o = o oo, '>] PPMCM 0.55648 ppm/cm
£ - — | |= —|o o HZCM 111.36913 Hz/cm
T ' T ? T L T . T i T
ppm 8 6 4 2 0

Figura 62 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl,) de 37.
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Current Data Parameters

NAME S-RR-131
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20060706
Time 16.48
INSTRUM spect
PROBHD S mm Multinucl
PULPROG z2gpg30
10 65536
SOLVENT coc13
NS 307
os 4
SWH 12562.814 Hz
FIDRES 0.191693 Hz
AQ 2.6083827 sec
RG 32768
oW 39.800 usec
DE 7.50 usec
TE 300.0 K
D1 2.00000000 sec
di1 0.03000000 sec
diz2 0.00002000 sec
CHANNEL f1 =
13C
10.00 usec
0.00 dB

50.3282440 MHz

CHANNEL f2 =
waltzib
1H
70.00 usec
-2.00 dB
13.92 dB
120.00 dB
SFO2 200.130B005 MHz

F2 - Processing parameters

SI 32768
SF 50.3227209 MHz
WOW EM
SsB o
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

1D NMR plot parameters

Cx 20.00 cm
cy 4.50 cm
FiP 234.576 ppm
F1 11804.51 Hz
FaprP -15.068 ppm
F2 -758.31 Hz
PPMCM 12.48225 ppm/cm
HZCM 628. 14062 Hz/cm

Figura 63 — Espectro de RMN de

3C (50 MHz, CDCls) de 37.
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Current Data Parameters

NAME S-RR-131
EXPNO a
PROCND 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20060822
rime 16 .46
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG dept135

TD 65536
SOLVENT coc13

NS 102

DS 4

SWH 11980.407 Hz
FIDRES 0.182959 Hz
X< 2.7329011 sec
RG 16384

ow 41.700 usec
DE 7.50 usec
TE 300 .0 K
CNST2 145.0000000

D1 2.00000000 sec
g2 0.00344828 sec
di1z2 0.00002000 sec
DELTA 0.00001273 sec

CPDPRG2
NUC2
P3

pd
PCPD2
PL2
PL12
SFO2

SI
SF
WOW
SSB
LB

0.00
50.3277408

CHANNEL f2 =
waltz16

1H

1120

22.40

70.00

-2.00

13.92

200 .1308005

50 .3227202
EM

o

1.00

o

1.40

1D NMA plot parameters

usec
usec
dB
MHZ

F2 - Processing parameters
32768

MHz

Figura 64 — Sub-espectro DEPT135 (50 MHz, CDCls) de 37.
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Figura 65 — Espectro no IV de 38.
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Figura 69 — Espectro no 1V de 29.
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Figura 73 — Espectro no IV de 39.
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Current Data Parameters

NAME aroxd
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20060922
Time 16.18
INSTRUM spect
PROBHD S mm Multinucl
PULPROG 2930

0 32768
SOLVENT coc3

NS 16

Ds 2

SWH 4139.073 Hz
FIDRES 0.126314 Hz
AQ 3.9584243 sec
RG 128

DwW 120.800 usec
DE 7.50 usec
TE 300.0 K

D1 1.00000000 sec
m=s==z=== CHANNEL f1 =s======
NUC1 iH

P1 11.20 usec
PL1 -2.00 a8
SFO1 200.1312359 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 200.1299962 MHz
WOW EM

SSB 0

L8 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

1D NMR plot parameters

Cx 20.00 cm
Cy 10.00 cm
FiP 7.666 ppm
| 1534.10 Hz
FaP -0.279 ppm
F2 -55.91 Hz
PPMCM 0.39724 pom/cr
HIC™M 79.50048 Hz/cm

Figura 74 — Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl,) de 39.
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Current Data Parameters

NAME aroxd
EXPNOD 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20060922
Time 16.37
INSTRUM spect
PROBHD S mm Multinucl
PULPROG zgpg30
10 65536
SOLVENT coc13
NS 332
Bs 4
SWH 12562.814 Hz
FIDRES 0.191693 Hz
AQ 2.6083827 sec
RG 32768
DwW 39.800 usec
DE 7.50 usec
TE 300.0 K
D1 2.00000000 sec
a1l 0.03000000 sec
di2 0.00002000 s=c
== CHANNEL f1 ====-
13C
10.00 usec
0.00 cB

50.3282440 MAz

= == CHANNEL f2 ==
CPDPRG2 waltzib
NUC2 iH
PCPD2 70.00 usec
pL2 -2.00 c8
PL12 13.92 o3
PL13 120.00 c3
SFO2 200 1308005 M+z

F2 - Processing parameters

51 32768

SF 50.3227232 tiz
WO EM

558 0

LB 1.00 +
GB 0

(25 1.40

10 NMR plot parameters

Cx 20.00

z 6.00 «
184 043 1'm
9261.56 ¢
-4. 713 ¢.om

Figura 75 — Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCl,) de 39.
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Current Data Parameters

NAME aroxd
EXPNO a
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20060922
Time 17.04
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG dept135
10 65536
SOLVENT Chc13
NS 152
os 4
SWH 11930 .407
FIDRES 0182959
AQ 2.7323011
RG 16384
oW 41.700
DE 7.50
TE, 300.0
CNST2 145 .0006000
D1 2.00000000
d2 0.00344828
di1e 0.00002000
DELTA 0.00001273

= CHANNEL f1

10.00

20.00

000

50 3277408

Lo == CHANNEL f2 ====
CPDPRG2 waltz16
Nuc2 iH
P3 11.20
pa 22 40
PCPD2 70.00
pL2 -2.00
PL12 13.92
sFo2 2001308005

usec
usec

sec
Sec
sec
sec

F2 - Processing parameters

s1 32768
SF 50.3227231
WOW EM
SSB (1]
LB 1 00
GB 0
eC 140

1D NMR plot parameters

Cx 20.00
Cy 4 00 ¢
F1P 76 465
EX 3847 94
FoP 3 280
Fe2

MHz

Figura 76 — Sub-espectro DEPT135 (50 MHz, CDCl;) de 39.
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Figura 77 — Espectro no IV de 44.
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