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RESUMO

CAIRES, F.J. Estudos visando a sintese da caramboxina, uma toxina isolada de
Averrhoa carambola. 2019. 137f. Dissertacao (Mestrado). Departamento de Quimica
da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras - Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2019.

Relatos sobre a toxicidade da fruta carambola (Averrhoa carambola) em pacientes
com disfuncdo renal, com alguns desses pacientes chegando ao Obito, foram
atribuidos a uma toxina denominada caramboxina, um aminoacido nao peptidico
derivado da fenilalanina, recentemente isolada por pesquisadores da Universidade de
Sé&o Paulo. Com isso, este estudo foi planejado com o objetivo principal de investigar
estratégias de sintese que permitiiam a sintese total da toxina. A partir do
desenvolvimento inicial de uma rota sintética que empregou um aril-triflato para uma
reacdo de acoplamento cruzado de Heck e a olefina acrilaldeido, que ndo se mostrou
efetiva, outras rotas sintéticas foram planejadas empregando uma olefina derivada do
aminoécido serina ou fazendo uso de produtos sintetizados durante o estudo, através
de reacdes que conduzissem a molécula alvo. Apesar dos resultados negativos
obtidos, a variacdo de estratégias permitiu maior compreensdo acerca da sintese,
além de contribuir para o estudo de diferentes metodologias. Entretanto, uma rota que
fez uso da reacdo de acoplamento cruzado de Negishi com composto organozinco
oriundo da serina como etapa chave, foi capaz de levar a sintese total da caramboxina,
permitindo inclusive obter o produto assimétrico, conforme observado em analises de
quantificacdo de enantidmeros. Com bons rendimentos na obtencédo dos blocos de
construcdo e na etapa chave de acoplamento, a rota exigiu dez etapas, desde os
materiais de partida até a desprotecao total, apresentando 33% de rendimento global,
com boa reprodutibilidade e escalabilidade. Assim, com a obtenc&o da caramboxina
sintética poderdo ser respondidas varias lacunas, tanto em nivel molecular

(mecanismo de acao), quanto sobre sua farmacocinética.

Palavras-chave: caramboxina, sintese total, toxina, aminoacido, acoplamento de

Negishi



ABSTRACT

CAIRES, F.J. Studies aiming at the synthesis of caramboxin, a toxin isolated from
Averrhoa carambola. 2019. 137p. Dissertation (Master). Departamento de Quimica
da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras - Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto,2019.

Reports on the toxicity of star fruit (Averrhoa Carambola) in patients with renal
dysfunction, with some of them coming to death, were attributed to a toxin named
caramboxin, a non-peptidic amino acid derived from phenylalanine, recently isolated
by researchers from the University of Sdo Paulo. Thus, this study was designed with
the main objective of investigate strategies that would allow the total synthesis of the
toxin. Starting from the initial development of a synthetic route that used an aryl-triflate
for a cross coupling reaction of Heck with the olefin acrylaldehyde, which did not show
effectiveness, other routes were planned using an olefin derived of the serine amino
acid or making use of synthetized products obtained through the study, employing
reactions that would lead to the target molecule. Despite the negative results, the
variation of strategies allowed greater comprehension of the synthesis contributing to
the study of different methodologies. However, a route that used the cross-coupling
reaction of Negishi with an organozinc compound derived of serine as key step, led to
the total synthesis of caramboxin including the obtention of the asymmetric product, as
observed in enantiomers quantification analysis. With good yields for the building
blocks and the cross-coupling key step the route required ten steps, from the starting
materials to the total deprotection, exhibiting 33% of overall yield with good
reproducibility and scalability. Thus, with the obtainment of synthetic caramboxin, will
be possible to answer different gaps, both at the molecular level (mechanism of action)

as well as on its pharmacokinetics.

Key words: caramboxin, total synthesis, toxin, aminoacid, negishi coupling
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1. INTRODUCAO

Desde o tempo dos grandes pensadores gregos, a humanidade tenta
compreender a matéria, a fim de utiliza-la em seu beneficio. Com isso, muitas teorias
foram propostas ao longo dos tempos acerca de suas propriedades e usos. Todavia,
a descoberta da sintese da ureia, a partir de materiais inorganicos, feita por Woéhler
em 1828, foi um evento chave na histéria da quimica e da ciéncia como um todo, nao
apenas derrubando a teoria do vitalismo, mas se tornando o ponto de partida para a
criacdo da quimica orgénica, como novo ramo da quimica (NICOLAOU, 2000).

O impacto da descoberta de Wohler, ainda que acidental, foi tdo importante que
dela derivaram outras grandes descobertas em areas diversas da ciéncia e que
tiveram como resultado, grandes mudancas na histéria humana. Hoje, ndo é possivel
imaginar a criacdo de farmacos, novos materiais, agroquimicos e o aumento da
compreensao de fendmenos bioldgicos sem a quimica organica e principalmente, sem
a quimica organica sintética. E dentro da quimica organica sintética, a sintese total
de substancias naturais ocupa lugar de destaque, por ser responsavel ndo apenas
pela obtencdo de produtos de interesse em escala apreciavel, mas também pela
compreensao acerca da reatividade e de aspectos estruturais de compostos
organicos, fatores estes que impulsionam a quimica organica, bem como éareas
correlatas como biologia e medicina (NICOLAQOU, 2000).

E plenamente possivel compreender a importancia da sintese total. O
conhecimento empirico da humanidade acerca das diversas propriedades de plantas
e organismos sempre despertou 0 interesse da ciéncia. Com a evolucdo do
conhecimento cientifico e de diferentes técnicas de andlise, foi possivel entédo
identificar quais eram 0os compostos responsaveis pelos efeitos conhecidos. De fato,
os produtos naturais ou metabolitos secundarios produzidos por plantas, fungos e
outros organismos, sao diretamente responsaveis pelo avan¢o da quimica organica
sintética, bem como por mudancgas historicas no progresso e desenvolvimento da
sociedade, seja na area medicinal, de novos materiais ou de produtos com diferentes
aplicacoes em ramos diversos. Muitas descobertas que mudaram o curso da
humanidade estdo relacionadas com essas substancias e até hoje a pesquisa por
novos farmacos é guiada em grande parte pela descoberta de produto naturais,

gracas a grande diversidade de organismos e a variedade de estruturas com
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potenciais atividades e propriedades. Contudo, um limitador comum para esse ramo
de pesquisa € a quantidade isolada dessas substancias, frequentemente pequena e
que acarreta dificil obtencéo em escala apreciavel e impossibilita um estudo completo
de seus efeitos e caracteristicas, tampouco sua aplicacdo medicinal ou material
(NICOLAOQU, 2000).

Um exemplo classico que ilustra esse processo € o caso do acido acetilsalicilico,
popularmente conhecido como aspirina e seu precursor natural, a salicina. HipOcrates,
patrono da medicina cientifica, ja relatava seus efeitos no século V, antes de Cristo.
O composto natural salicina presente nas folhas do salgueiro (género Salix) tinha acéo
analgésica e antitérmica conhecida entre curandeiros de diferentes povos, embora
ndo fosse compreendido o que causava esses efeitos (RAVINA, 2011). Com a
evolucao do conhecimento cientifico e da pesquisa de produtos naturais e a partir do
isolamento do principio ativo presente na casca do salgueiro por Johan Buchner em
1828, foi possivel compreender melhor sua estrutura e entdo, em 1897, o laboratério
Bayer foi responsavel por sintetizar o acido acetilsalicilico, cujos efeitos eram
semelhantes, mas sua toxicidade era menor, o que levou a criagdo do primeiro
farmaco sintético (JEFFREYS, 2004). Outro exemplo de molécula natural que
promoveu grande avanco cientifico e progresso humano foi a quinina, que definiu as
bases para o estudo de heterodtomos presentes em estruturas organicas, levando a
outras grandes descobertas de alto impacto para a ciéncia (NICOLAOU, 2004).

Ainda que a sintese total tenha sido capaz de formar estruturas antes
consideradas impossiveis e tenha levado a quimica organica sintética a patamares
antes inimaginaveis, diversos produtos naturais com atividades biol6gicas ou
potenciais atividades de grande interesse ainda tém sido descobertos e representam
grandes desafios e oportunidades igualmente recompensadoras para a academia e
para a indastria. Todavia, é importante mencionar também que muitos obstaculos
ainda demandam atencdo dos pesquisadores e a eficiéncia tem destague nesse rol
de adversidades, dado que, embora muitos produtos sejam passiveis de serem
obtidos sinteticamente, as rotas desenvolvidas sao por vezes muito complexas e seus
rendimentos sdo baixos, o que desestimula a industria a aplica-las apesar da alta
demanda por esses compostos. Um exemplo para essa problematica é o paclitaxel
(Taxol®), que embora possua vias sintéticas de obtencdo (HIRAI et al., 2015;
NICOLAQU et al., 1994; WENDER et al., 1997), a elevada demanda pelo farmaco
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promoveu metodologias semissintéticas ou biologicas para sua obtencéo. Contudo, a
sintese do mesilato de eribulina (comercializado como Halaven®), representa um caso
de sintese total de sucesso para a obtencdo de um produto complexo e de potente
acdo biolégica, que advém de um precursor natural presente na esponja marinha
Halichondria, cuja estrutura que passou por uma modificacdo, permitindo sua
obtencdo em escala adequada, sem que seu efeito fosse perdido, mostrando o
potencial da agdo conjunta de pesquisadores e industria na geracdo de processos
eficientes e de grande impacto para a sintese organica (HUANG, 2018).

Outro ponto desafiador para a quimica organica sintética e sua aplicacdo, a
incorporacao de principios de sustentabilidade e quimica verde podem ser a chave
para um novo marco dentro da area. A obtencéo de reagentes de forma sustentavel,
bem como a criacao de novas metodologias que incorporem essa préatica sao objetivos
a serem atingidos, de forma a beneficiar ndo somente as pessoas, mas também
preservar o planeta e seus recursos. A interdisciplinaridade com outras areas da
ciéncia também ¢é outro fator importante que pode impulsionar o avanco da
humanidade e ampliar as fronteiras do que a sintese é capaz de prover para o
progresso (NICOLAOU, 2009).

1.1. A caramboxina, sua origem e seus efeitos

Nativa de regides tropicais da Asia como a india, Filipinas e Indonésia, a
carambola é o fruto da caramboleira, espécie pertencente a familia Oxilidaceae,
género Averrhoa. O fruto, considerado exotico, apresenta coloracdo que varia do
verde, passando pelo amarelo até a cor ambar quando maduro. Possui forma bem
caracteristica, ao apresentar cinco gomos longitudinais e quando seccionada,
apresenta forma de estrela, dando nome ao fruto em paises de lingua inglesa. Seu
sabor é descrito como uma variacao do doce ao azedo. O fruto € muito consumido na
Europa, Estados Unidos e Australia e também nas regifes produtoras e além do
consumo in natura e em sucos, a carambola é processada para produgéo de doces,
geleias, conservas, entre outras preparagoes (YAACOB, 1995; RAY, 2012).

No Brasil, a carambola foi introduzida no inicio do século XVIIl e se adaptou bem
nas regides tropicais do pais. A maior parte das areas cultivadas esta situada no

Sudeste e o comércio entre os anos de 2000 a 2003, foi de cerca de 2000 toneladas
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por ano entre consumo interno e exportacées (BASTOS, 2004), o que mostra 0 quao
relevante é a cultura da carambola.

Além de ser apreciada como alimento, rico em nutrientes como vitamina C e
betacaroteno (precursor da vitamina A), e minerais como fosforo e potéssio, o uso da
carambola na medicina popular é conhecido (MUTHU et al., 2016). E usualmente
empregada para amenizar os efeitos de febres, tosses e inflamacgdes de pele. Estudos
indicam também que extratos do fruto podem ter acao antiulcerogénica (OTUKI et al.,
2011). Todavia, apesar de todos os seus beneficios nutricionais e funcionais, a
carambola também contém quantidade apreciavel de 4cido oxalico, um composto cuja
ingestdo pode causar a formacdo de calculos renais e processos inflamatérios,
sobretudo em individuos com pré-disposicao para doencas desse sistema, 0 que
representa um risco de progressdo e agravamento dessas doencas (ERMER et al.,
2016; MUTHU et al., 2016).

O primeiro relato de intoxicacao por carambola data de 1980, descrito através do
trabalho de MUIR e LAM (1980). Nesse trabalho, extratos de carambola foram
experimentados em ratos saudaveis, causando sua morte apds aplicacédo
intraperitoneal. Em 1993, um surto de intoxicacao pelo consumo da fruta foi reportado,
afetando pacientes com doenca renal crbnica. Entre os sintomas relatados estavam
agitacao e confusao mental, soluco intratavel, vdmitos e convulsdes e somente com o
uso de hemodidlise foi possivel a reversao do quadro clinico observado. Membros do
corpo clinico que também consumiram a fruta antes do surto ndo apresentaram
quaisquer complicacbes (BARRETTI, 2015).

Até entdo, a correlacdo encontrada entre os relatos levava a hipétese de que a
carambola continha um agente que promovia 0os quadros observados, embora sua
natureza nao fosse conhecida. Somente em 1998, a partir do estudo clinico de seis
casos de intoxicacdo por carambola, com um dos pacientes chegando a obito,
Moyses-Neto e colaboradores foram capazes de determinar que 0 composto presente
na carambola tinha efeito neurologico, estabelecendo dessa forma, a hipotese de
existéncia de uma toxina no fruto, capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e
causar os sintomas relatados nos estudos anteriores e outros nao previamente
observados, como a progressao da condi¢ao clinica do paciente para estado de mal
epiléptico (OLIVEIRA e AGUIAR, 2015; NETO et al., 1998).
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Como consequéncia desses resultados, outros trabalhos sobre o tema surgiram,
reforcando a acéo neurotéxica do ativo presente no fruto e a escolha da dialise como
tratamento eficaz, assim como a relacao entre o consumo de carambola e a piora no
quadro clinico de doenca renal em qualquer estagio, levando rapidamente a falha da
funcao renal. Em 2001, Chen e colaboradores indicaram o acido oxalico como suposto
responsavel pela toxicidade observada, todavia, outro estudo de Neto e colaboradores
relacionou o teor elevado do composto no fruto apenas a danos causados no tecido
renal. A ingestao de &cido oxalico através do fruto causaria o sequestro de calcio em
niveis séricos e devido a baixa solubilidade dos cristais de oxalato, o acimulo destes
levaria ao rompimento das células renais levando ao dano observado. No entanto, o
consumo de outras fontes de acido oxalico, como o espinafre, ndo causava a mesma
intoxicacdo observada quando comparada com o consumo de carambola (CHEN,
2001; NETO et al., 2009).

Em 2005, outro resultado importante para a compreensdo da toxicidade por
carambola foi alcancado por Carolino e colaboradores, que conseguiram identificar
uma fracdo com atividade neurotéxica atuando sobre o sistema GABA,
especificamente sobre receptores GABA, causando sua inibicdo. Além disso, o estudo
foi capaz de indicar caracteristicas da toxina responsavel, como tendo massa
molecular abaixo de 500 Da e estrutura ndo peptidica, diferindo do &cido oxalico
(CAROLINO, 2005). Estudos posteriores contribuiriam para mostrar que a toxina
estaria presente apenas no fruto (FERREIRA et al., 2008).

Finalmente, em 2013, Garcia-Caraisco e colaboradores apontaram a estrutura
responsavel pelo efeito neurotéxico observado. Batizada de caramboxina (figura 1),
em associagdo com o nome do fruto, a toxina isolada de forma bioguiada apresentava
esqueleto similar ao da fenilalanina, cujas caracteristicas estruturais foram
determinadas por analises espectrométricas. A analise de espectrometria de massas
de alta resolucéo indicou que o composto apresentava pico com m/z de 256,0823 e
formula molecular [C11H13NOs+H]* (GARCIA-CAIRASCO et al., 2013).

Este trabalho, escolhido para a capa do prestigiado periddico alemao
Angewantde Chemie International Edition, causou grande impacto social, levando a
um grande interesse, em nivel mundial, da imprensa falada e escrita sobre as
pesquisas realizadas nas dependéncias da USP e o trabalho ganhou destaque em
“Hot of the Press” do periédico Natural Product Reports e na sec¢ao “Editors Choice”
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da Science (HILL e SUTHERLAND, 2014; HINES, 2013). Tamanho impacto fez com
que a divulgacéo cientifica alcancasse o publico em geral, sendo divulgado em

veiculos de informag&o, como sites e jornais (PORTAL G1, 2013).

Figura 1. Representacdo das estruturas da caramboxina e da fenilalanina

(o) OH
(0] (0]
H
© OH OH
NH, NH,
O
Caramboxina (1) Fenilalanina (2)

Fonte: préprio autor

Além da descoberta da caramboxina, foi possivel notar que a mesma quando
armazenada em &gua sob temperatura ambiente, passava por uma mudanca
estrutural que conduzia a uma perda de sua atividade neurotoxica. A andlise
espectrométrica do produto de degradacdo mostrou que era obtido um composto
analogo 6, uma lactama com estrutura fechada em dois anéis (esquema 1). Afim de
compreender a perda da toxicidade observada, o composto foi sintetizado por Silva
Jr. e quando estudado ndo apresentou atividade bioldgica semelhante a da
caramboxina (GARCIA-CAIRASCO et al., 2013; QUINTILIANO e SILVA JR, 2012).

Esquema 1. Representagdo da sintese da lactama anéaloga a caramboxina

Cl
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Fonte: Adaptado de Quintiliano e Silva Jr (2012)

Além da determinacdo da toxina, em acordo com os dados obtidos por Carolino
et al., indicou-se que a acao da caramboxina ocorre sobre o sistema GABAérgico. O
sistema GABAérgico é composto de neurbnios que secretam o acido gama-
aminobutirico de onde advém sua nomeclatura e faz parte dos principais sistemas de

neurotransmissores do sistema nervoso central (SNC), juntamente com o sistema
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glutamatérgico, responsavel pela secrecdo do neurotransmissor acido glutamico.
Através da secrecdo de GABA, é promovido efeito inibidor sobre o SNC, levando a
um estado sedativo. De efeito contrario, o sistema glutamatérgico é responsavel pelo
aumento da excitagdo do SNC e seus receptores podem ser divididos em dois grupos:
0s ionotrépicos, de resposta mais rapida e os metabotropicos, de resposta mais lenta.
Ambos os sistemas tém grande importancia na regulacao dos processos inibitérios e
excitatorios do sistema nervoso central, de forma que a alteragdo desse mecanismo
de liberacdo e captacdo de cada neurotransmissor poder acarretar consequéncias
graves para o funcionamento correto do corpo humano (WATANABE et al., 2002).

A caramboxina ao atravessar a barreira hematoencefélica, interage com o
sistema GABAérgico alterando as ligacdbes do GABA com seus receptores e
blogueando a atuacdo desse neurotransmissor, 0 que também altera a captacao do
glutamato de forma inibitoria. Ao bloguear a captacdo do glutamato, a CBX modifica
0S mecanismos excitatorios das células neuronais e o excesso de glutamato que
permanece na fenda sinaptica promove efeitos de superestimulacdo que levam a
morte neuronal. Quando o neurbnio morre, o glutamato captado previamente é
liberado agravando o efeito causado pela CBX, explicando o quadro convulsivo
observado nos pacientes (OLIVEIRA e AGUIAR, 2015; CAROLINO et al., 2005;
GARCIA-CAIRASCO et al., 2013).

1.2. Aminoacidos, suas caracteristicas e sua sintese

Aminoacidos sdo moléculas que contém um grupo amino e um grupo carboxila,
o que define o nome dessa classe de moléculas e constituem uma das cinco familias
mais importantes de produtos naturais. Além dessas duas caracteristicas estruturais,
aminoacidos contém uma cadeia lateral variavel e sua classificacéo é feita de acordo
com as demais caracteristicas estruturais desses compostos, como polaridade
mensurada, estrutura de cadeia lateral ou localizacdo de seu grupo amino em relacao
ao grupo carboxila (recebendo letras gregas em sua nomenclatura como alfa, beta,
atingido até delta). Em bioquimica, os alfa-aminoacidos s&o especialmente
importantes, dado que sua abundancia natural é superior a dos demais tipos, portanto,
sé&o referidos apenas como “aminoécidos” (NAJERA e SANSANO, 2007).

Outro aspecto estrutural importante dessas moléculas esta relacionado com sua

isomeria espacial. Ao observarmos a estrutura de um aminoacido, podemos inferir que
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o carbono (chamado também de carbono alfa) no qual estdo ligados os grupos amino,
carboxila e a cadeia lateral € um carbono assimétrico. Dessa maneira, aminoacidos
sdo moléculas quirais e gracas a esse aspecto, podem ser encontrados como
enantibmeros L e D, excluindo-se a glicina, cujo carbono alfa é simétrico. Contudo,
embora sejam possiveis 0s dois enantibmeros, aqueles de configuracdo L sdo muito
mais abundantes na natureza. D-Aminoacidos, embora mais raros, podem ser
encontrados na constituicdo de paredes celulares de bactérias ou atuar como
neurotransmissor, como ocorre com a D-serina, por exemplo. Embora a nomenclatura
L e D seja suficiente para indicar a estereoquimica absoluta de aminoacidos por terem
apenas um carbono assimétrico, a designacao S/R também pode ser empregada e
nesse caso, a maioria dos aminoécidos recebe a classificacdo S (BERG, 2002).

Curiosamente, embora o numero de alfa-aminoacidos naturais esteja se
aproximando de 1000, apenas 22 aminoacidos sdo encontrados no material genético
de organismos vivos e dentre eles, 2 sdo incorporados através de mecanismos
especiais. Em organismos eucariotos, como nos seres humanos, 21 deles sao
expressos através do cddigo genético, embora 9 deles sejam caracterizados como
essenciais, uma vez que o corpo nao € capaz de sintetiza-los, exigindo que sejam
obtidos através da alimentacdo. Esses 21 aminoacidos sao especialmente
importantes apesar do pequeno numero, pois sao classificados como proteinogénicos,
0 que significa que sé@o responsaveis pela sintese de proteinas através do maquinario
celular (BERG, 2002; AMBROGELLY et al., 2007; WILLIANS, 1989).

As proteinas por sua vez, podem entdo ser compreendidas como estruturas mais
complexas formadas a partir da combinacdo de aminoacidos, de forma equivalente a
polimeros e sdo de extrema importancia para uma série de processos e fungdes de
um organismo. Tecidos musculares humanos por exemplo, sao constituidos de actina
e miosina, duas proteinas responsaveis pelos mecanismos de movimento. Enzimas
(outro exemplo de estrutura proteica) por sua vez, agem catalisando reacgbes
bioguimicas diversas (BERG, 2002).

Quando dois aminoéacidos sdo combinados, € obtido entdo um peptideo, ou mais
precisamente um dipeptideo, que recebe esse nome devido a formacdo de uma
ligacdo peptidica, cuja composi¢ao ocorre atraves de uma reacdo de condensacao do
grupo amino (N-terminal) de uma unidade aminoacido participante, cujo carater

quimico € béasico, com o grupo carboxila de outro (C-terminal), de carater acido,
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resultando em uma funcéo amida (figura 2). A ligacdo de outra unidade em uma das
funcdes restantes do peptideo formado levaria a obtencdo de um tripeptideo. Logo,
com a inser¢cdo de mais unidades, um polipeptideo seria obtido. Como as proteinas
sdo classificadas como macromoléculas, decorre que o numero de unidades
presentes é bastante elevado e pode atingir dezenas de milhares de monémeros
(BERG, 2002; MONTALBETTI e FALQUE, 2005).

Figura 2. TerminagBes de aminoacidos e a ligacéo peptidica entre eles

_______________
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Fonte: Adaptado de Berg (2002)

Além dos proteinogénicos, existe também a classe de aminoacidos néo-
proteinogénicos. Embora ndo sejam responsaveis pela expressédo de proteinas em
organismos, a importancia desse grupo de moléculas ndo é menor. Podemos
encontrar aminoacidos ndo-proteinogénicos como precursores de moléculas, em vias
metabolicas ou atuando como intermediarios, como € o caso da citrulina, que atua no
ciclo da ureia. O GABA, pertencente a mesma classe, também ndo gera proteinas,
mas atua como neurotransmissor. Além disso, podemos encontra-los em farmacos,
como a levotiroxina, utilizada para o tratamento de deficiéncia hormonal da tireoide
(KASPERKIEWICZ et al., 2012; CURIS, 2005; WATKINS e EVANS, 1981; COLUCCI
et al., 2013).

Hoje, com a tecnologia automatizada e em fase sélida de sintese de
polipeptideos, 0 acesso a hovas estruturas proteicas, enzimas, hormdnios e materiais
elevou a importancia dos aminoéacidos, especialmente os alfa-aminoacidos, a um novo
patamar. Por serem blocos formadores desses produtos, eles podem ser empregados
em areas diversas, sejam académicas (medicina, biologia, quimica medicinal e

organica) ou industriais (farmacéutica, alimenticia, de insumos agricolas e materiais),
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exigindo que sejam obtidos em escala maior do que a natureza pode prover
(WILLIANS, 1989).

Decorrente dessa necessidade, numerosas metodologias de sintese desses
compostos foram desenvolvidas e sdo conhecidas na literatura. Entre aquelas
utilizadas na quimica organica sintética, podemos citar as reacfes de substituicdo
nucleofilica de alfa-halo acidos, a alquilacdo nucleofilica ou eletrofilica da glicina, a
aminacdo de enolatos e metodologias com reagentes organometalicos. Além destas,
outras que merecem destaque compreendem as metodologias de abertura de
aziridinas, reacfes multicomponentes como a reacao de Strecker, a reacao de Ugi e
a reacao de Petasis e também as reacfes de acoplamento cruzado (WILLIANS, 1989;
NAJERA e SANSANO, 2007).

Uma das metodologias mais conhecidas para a sintese de aminoécidos, a
reacao de Strecker foi publicada pela primeira vez em 1850, pelo quimico aleméao
Adolph Strecker e é especialmente importante, pois € uma das primeiras reacoes
multicomponentes descobertas, além de empregar o conceito de economia atdmica,
0 que permite obter produtos em poucas etapas sintéticas, economizando também
tempo e recursos. Além disso, a reacdo também pode ser empregada em escala
industrial (KOUZNETSOV e GALVIS, 2018).

A metodologia de Strecker emprega componentes bastante simples como
cetonas e aldeidos, aménia e uma fonte de nitrilas em um Unico sitio de reacéo, no
qual uma imina é formada como produto intermediario e que em seguida reage com a
nitrila, resultando numa alfa-aminonitrila, obtida com alto rendimento. Uma vez
sintetizado, a hidrélise do produto promove a formacdo de um alfa-aminoacido
(esquema 2). Curiosamente, a descoberta de Strecker levou a sintese da alanina
antes mesmo que a molécula fosse isolada (WANG et al., 2011).

Esquema 2. Representagdo da reacao de Strecker para a sintese de aminoacidos

(@) OH
(0] ) NH CN |H+I I
+ N, —> + R3—CN — /%NH —_— NH
R1)J\R2 H™ H R1)J\R2 8 R s 2 R R 2
2 2
aldeido ou cetona Rz =H, K, Na

Fonte: Adaptado de Kouznetsov e Galvis (2018)
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Por ser uma reacao robusta, a sintese de Strecker ainda tem largo emprego na
obtencdo de diferentes aminoacidos, de origem natural ou néo. Entretanto,
modificagcdes na metodologia foram propostas ao longo do tempo para que fossem
obtidos amino&cidos de maneira enantiosseletiva, ja que a metodologia original era
capaz de sintetizar apenas racematos. Entre as mais efetivas mudancas, o uso de
aminas opticamente puras como auxiliares quirais e 0 emprego de catalisadores
quirais recebem destaque (KOUZNETSOV e GALVIS, 2018; WANG et al., 2011).

O primeiro resultado empregando um auxiliar quiral foi reportado por Harada em
1963, sendo também a primeira estratégia de sintese enantiosseletiva de
aminoacidos. Ao empregar a (S)-alfa-feniletilamina, foi possivel obter o produto
aminoacido desejado com 90% de excesso enantiomérico (esquema 3), (WANG et
al., 2011; HARADA, 1963).

Esquema 3. Reagdo enantioseletiva baseada na reagéo de Strecker
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j NH, NH, Cl HoN* NH,
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Fonte: Adaptado de Wang (2011)

Fazendo uso de alfa-fenilglicinol como auxiliar quiral, Chakraborty e
colaboradores e Hosangadi e colaboradores obtiveram bons resultados na sintese de
aminoacidos diversos com excelente estereosseletividade e rendimento para uma
série de aldeidos alifaticos e aromaticos (esquema 4), (CHAKRABORTY et al., 1995;
DAVE e HOSANGANDI, 1999; WANG et al., 2011).

Esquema 4. Reacgédo estereoseletiva utilizando auxiliar quiral
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Fonte: Adaptado de Wang (2011)
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Ja no trabalho de Kunz e colaboradores, o auxiliar quiral empregado foi a N-
galactosilimina, sintetizada a partir da galactosilamina, bem como o emprego de
TMSCN e um acido de Lewis em uma estratégia modificada de estudos iniciais. Bons
resultados foram atingidos através dessa metodologia, cujos tempos reacionais eram
pequenos e feitos sob temperatura ambiente. De acordo com o solvente utilizado, um
determinado diasteroisdbmero era obtido (esquema 5), (KUNZ et al., 1988; WANG et
al., 2011).

Esquema 5. Emprego da N-galactosilimina para a metodologia de Kunz

OPiv . OPiv .
<|3 QPiv TMSCN QPivy HCl R._*_COOH
R) T PivO NH, > PivO N\*rR —_— \'|\I/H
PivO PivO CN cl + 3
16 17 18 19

Fonte: Adaptado de Wang (2011)

Ja para o emprego de catalisadores quirais, o primeiro resultado encontrado na
literatura pertence ao grupo de Lipton, reportado em 1996. Empregando um
catalisador organico, foi possivel a obtencdo de produtos com bons rendimentos e
elevado excesso enantiomérico. A partir do resultado descoberto por Lipton, muitos
outros catalisadores foram desenvolvidos, ora empregando metais de transi¢céo, ora
fazendo uso de moléculas organicas. Entre as diferentes metodologias desenvolvidas,
além de Lipton, que abriu caminho para essa estratégia, podemos destacar o trabalho
de Jacobsen e colaboradores. Em seu estudo, o grupo foi capaz fazer uso de um
catalisador de estrutura relativamente simples a partir da tiouréia, sem a necessidade
de metais de transicdo. Outro aspecto a favor dessa metodologia, foi a grande
variedade de aldeidos passiveis de serem utilizados como substratos na formacéao de
iminas, bem como as condi¢des reacionais brandas e de elevada escalabilidade, que
permitiriam a obtencdo de aminoacidos com alta pureza enantiomérica (esquema 6),
(WANG, 2011).
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Esquema 6. Emprego de catalisador quiral na metodologia de Strecker

Boc .
N~ CHPh2 L CHPh2 NH
)I\ Cat., KCN )\ H, Boc,O R OH
R H R CN - > o
21 22 23
CF;
Cat. = pp N -
YU NN CFs
Ph O 20

Fonte: Adaptado de Wang (2011)

Outra estratégia sintética multicomponente para a obtencdo de aminoé&cidos é a
reacao de Ugi, que emprega 4 reagentes, sendo também nomeada por essa razao,
U-4CR. Desenvolvida por Ivar Ugi em 1959, a reacdo emprega aminas primarias,
aldeidos ou cetonas, isonitrilas e um &cido carboxilico que levam a formacédo de uma
alfa-amino acilamida, que apés hidrélise, resulta em um alfa-aminoécido, embora de

forma racémica. O esquema 7 ilustra a reacdo de Ugi (DOMLING e UGI, 2000).

Esquema 7. Metodologia de Ugi para a sintese de aminoacidos

0 0 R, O H+‘ 0
t NH, * +  NC Ry N R H,N
HOJ\R1 Ry 2 Rs)]\R4 RO Y %N T Z%OH
0 R3R4 R3R4
Aldeido ou
cetona

Fonte: Adaptado de Démling e Ugi (2000)

Soloshonok e Sorochinsky em um trabalho de revisdo mostraram uma
metodologia de sintese de amino&cidos alfa,alfa-disubstituidos através da reagéo de
Ugi com bons rendimentos. O esquema 8 resume a metodologia com alguns exemplos
de substituintes e o rendimento obtido (SOLOSHONOK e SOROCHINSKY, 2010).
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Esquema 8. Metodologia de sintese de aminoacidos a, a-disubstituidos

H2C:N_R2 26
NH o o)
o ? pwe| 27 R H
N Ry~ “OH P§ N.
R)J\R + . )\ ————— Ry N R,
1 1 ~o0 R4 R, PMB O
24 25 28 (41-92%)
TFA
Ri | Ry Rj
Me | Me PMB R4 R4 HCI )OJ\ RiR1 H
[ P — N.
Pr | Ph | EtOCOCH2 © ©
30 (90-97%) 29 (59-99%)

Fonte: Adaptado de Soloshonok e Sorochinsky (2010)

Embora o emprego de aminas quirais tenham tornado a metodologia mais ampla
a partir de 1962, ao lhe conferir maior enantiosseletividade, somente em trabalhos
mais recentes isso foi incorporado de maneira mais eficiente (WANG et al, 2018, RIVA,
2018). Um exemplo de uma metodologia enantioseletiva que emprega a reacao de
Ugi pode ser visto no extenso trabalho de Zhang et al, no qual a utilizacdo de um
catalisador baseado no &cido fosférico sob condi¢cbes reacionais brandas permitiu o
acesso a diversas estruturas similares a peptideos, presentes em produtos naturais e
moléculas biologicamente ativas. O esquema 9 mostra 0 esquema reacional e

algumas estruturas desenvolvidas (ZHANG et al., 2018).
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Esquema 9. Metodologia de Zhang para sintese assimétrica por meio da reacao de Ugi

OH
O)\R1 Oé\R:;
.
CEN"R, R,~NH, Ry 1
31 34

Ph/\/o\/YO Ph/\/o\/Y

NH NH
O ; : (j
(80%, 96% ee) (73%, 97% ee)
38 ©/kf
HN\Bn (86%, 92% ee) Nog, (73% 97% ce)

Fonte: Adaptado de Zhang et al (2018)

9% 8% ee)

3% O% ee)

Ainda na classe de reacdes multicomponentes, a reacdo de Petasis, reportada
em 1993, é outra estratégia para a sintese de aminoacidos. Baseada na reacao de
Mannich, metodologia esta que também apresenta aspecto multi-reagente e promove
a formacédo de um produto beta-amino carbonilico, a reacao de Petasis faz uso de um
acido borénico no lugar dos compostos carbonilicos, nucledfilos comuns na reacéao de
Mannich. A exploracdo da metodologia com relagéo a estereosseletividade mostrou
gue o emprego de aminas quirais promovem excelente seletividade, considerando que
a reacao ocorre sob temperatura ambiente. O esquema 10 ilustra a reacao de Petasis
e uma aplicacdo da mesma, demonstrando sua boa capacidade de sintese de
aminoacidos, de maneira assimétrica (PETASIS e AKRITOPOULOU, 1993).
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Esquema 10. A reacdo de Petasis e um exemplo de aplicacéo

Ry
R \
R, OR ! 0  Re N—Rs
| <
B * _N._ *R -
Rz)\( OR R/ “Rs ° OH
Rs o)
Ph
OH 0 2
H,N_ .Ph
| 2 o + _— /\
~_B__ * j o NH
ph By, OH  pewm, 25°C, 12h A~
41 42 43 Ph COOH
44 88% (66% de)
0 Ph

OyJ\OH HO\/'\NHZ

DCM, 25°C, 12h

Ph
®
N g
Ph COOH  MeOH, HCI, Et,0 Ph COOH
45 78% (>99% de) 46 76% (>99% ee)

Fonte: Adaptado de Petasis e Akritopoulou (1993)

Diferente das outras reac6es multicomponentes discutidas, a reacdo de Petasis
promove uma sintese mais direta de aminoacidos ndo naturais mediante o emprego
de aminas diversas, acido glioxilico e especialmente, da escolha do acido bordnico,
caracteristica que se mostrou vantajosa por serem reagentes tolerantes a grupos
funcionais diversos e ndo exigirem condicdes reacionais severas. Esteres borénicos
também podem ser empregados, embora menores rendimentos sejam observados, 0
que pode ser atribuido ao impedimento estérico causados por essa estrutura
(PETASIS e ZAVIALOV, 1997). Outro aspecto relevante é a reatividade desses
compostos, promovida pela preferéncia de ataque as iminas formadas, diante de
funcBes carbonila que estejam presentes. Além disso esses reagentes tém baixa
toxicidade, tornando-0s seguros para uso, aspecto importante para atingir critérios de
quimica verde (FYFE e WATSON, 2017).

Através dessa metodologia, Lou e colaboradores desenvolveram uma

metodologia assimétrica através do uso de catalisadores quirais usados em reacdes
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de boronatos, aliando as vantagens da reacéo de Petasis com controle de seletividade
para sintetizar alfa-aminoacidos quirais. O esquema 11 mostra a metodologia e
algumas estruturas selecionadas obtidas (LOU e SHAUS, 2008).

Esquema 11. Metodologia de Lou empregando catalisadores quirais

OR O R2\ /R3
AR e Ao
b, A % RW
R, OR Ry Rs ORs  CgHsCHy, -15°C, Or, 48
0 3A MS, 24h-36h 4
R R1 R2 R3 R4 rend. (%) er
cH, Ph Bn Bn Et 90 90:10
£t 3-CyHyS Bn Bn Et 87 95:5
Et Ph Bn CH,-COEt Et 94 95:5

Fonte: Adaptado de Lou e Shaus (2008)

Utilizadas como intermediarios na sintese de produtos diversos gracas a
versatilidade de metodologias que foram desenvolvidas, as aziridinas se tornaram
alternativas muito Uteis na obtencdo de aminoacidos opticamente ativos. Os
azaciclopropanos, como também sao conhecidos, sdo estruturas analogas aos
epoxidos presentes em diversos produtos naturais, cujas atividades bioldgicas se
mostraram promissoras, entre 0S quais destacam-se as mitosanas e azomicinas
(figura 3). Logo, se tornaram blocos de construcdo muito importantes na quimica
medicinal e sintética (SWEENEY, 2002).
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Figura 3. Estruturas de Azinomicinas e Mitosanas

X =OMe, Y = Me, Z = H, Mitomisina A 51
W =H, Azinomicina A 49 X =0Me, Y =H, Z =Me, MitomisinaB 52

W = CHO, Azinomicina B 50 X =NH,, Y =H, Z = Me, Mitomisina C 53

Fonte: Adaptado de Sweeney (2002)

Na maioria das metodologias que as envolvem, as aziridinas sdo submetidas a
abertura de seu anel constituinte, normalmente através de ataque nucleofilico ao
carbono menos substituido, dado que esse aspecto é facilitado pela sua estrutura e
consequentemente torna as condi¢cdes reacionais relativamente brandas, permitindo
assim, a obtencao de diversas moléculas, de acordo com a necessidade. A figura 4
mostra algumas dessas estruturas, acessiveis através de aziridinas substituidas
(SWEENEY, 2002).

Figura 4. Estruturas obtidas através da abertura de aziridinas

R1o/\__/NHX
R 55

| .
RO-
NHX <— —
= NHX

B R >
58 R 54 R

l 56
NHX
R Y
R
Fonte: Adaptado de Sweeney (2002)

57

Outro ponto interessante a respeito do emprego dessas moléculas envolve a

estereoquimica dos substituintes ligados a elas, normalmente mantida durante a



27

abertura. O trabalho de Beresford e colaboradores por exemplo, forneceu uma
metodologia regioespecifica para a sintese de uma variedade de alfa-aminoacidos
opticamente puros ao empregar as aziridinas e cupratos de ordem superior. O
esquema 12 mostra algumas das condi¢des utilizadas e os amino&cidos obtidos
(BERESFORD et al., 2006).

Esquema 12. Reacdes de obtencdo de aminoacidos catalisadas por cupratos de ordem superior

TsHN. H

Ph,CuCNLi, HOOC>\/Ph (57%)
60

THF, -78°C
Ts

|
H, N (Me3SiC=C),CuLi, TsHN H

P )
0 - Z  (18%)
YA Hooe "

_78°C 61
OH
indolyl-Li
59
NH
Et,0, 25°C TSHN H
HoOC (20%)
62
TS H M
N Me,CuCNLi, TsHN - e
oH"’ oM R OOC}—(--CH3 (36%)
CHs  THF -78°C H H 64
OH

63

Fonte: Adaptado de Beresford et al. (2006)

1.3. As reacdes catalisadas por paladio e sua importancia sintética

Embora essas metodologias fossem capazes de promover a sintese de diversas
moléculas e aminoacidos uteis, o advento das reacdes de acoplamento promoveu
uma revolugdo na quimica orgéanica sintética permitindo o alcance a estruturas
complexas de maneira efetiva. Apesar da disponibilidade de metodologias para a
criacao de estruturas, a ligacéo entre atomos de carbono é reconhecidamente de dificil
formacao, dado que esses atomos séo estaveis. Assim, diferentes metodologias foram
desenvolvidas ao longo dos anos e se tornaram ferramentas poderosas em virtude de
seu grande potencial para formacgao dessas ligagGes entre carbonos, com variados

pares de acoplamento e de maneira seletiva e eficiente, permitindo a construcao de
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estruturas que antes seriam consideradas impossiveis. O surgimento dessas reacfes
nao fora apenas relevante para a criacdo dessas moléculas, sobretudo aquelas de
origem natural, notavelmente complexas, mas revolucionaram a quimica como um
todo, impulsionando o desenvolvimento de outras metodologias e a forma de se
pensar em sintese (NICOLAOU et al. 2005; COLACOT, SNIECKUS et al., 2012).
Baseadas na quimica do paladio como catalisador, comum as reacdes de
acoplamento mais conhecidas como as de Mizoroki-Heck, Sonogashira, Suzuki-
Miyaura, Stille, Negishi e Tsuji-Trost, estas metodologias se tornaram indispensaveis
ferramentas sintéticas. Como reconhecimento de sua importancia para a quimica
como um todo, em 2010, Richard Heck, Akira Suzuki e Ei-ichi Negishi, foram laureados
com o prémio Nobel pelo desenvolvimento desse campo e pela sua contribuicdo a
ciéncia (COLACOT, SNIECKUS et al., 2012). O mecanismo geral para essas reagdes

€ ilustrado pelo esquema 13.

Esquema 13. Mecanismo geral de rea¢8es catalisadas por paladio

Negishi
Mizoroki - Heck Suzuki - Miyaura
Pd°L Pd°L
sz N ", R1\/\R + HX R/X + R1/M -, R1/R
base
R1\/\R R/R eliminagao
Base ! redutiva
R\/\R /\
1 X
1 .
H/F’\;’( H PdL,
( eliminacao de adigéo X R\Pd”L
R-hidreto oxidativa R R/
Ri R
R IIDd L,
H y w
I
Pd"XL, R,
/M M,X
\ R / R,
H Pd”XLn Riw” transmetalacao
insercao migratéria "syn"

Fonte: Adaptado de Colacot, Snieckus et al. (2012)
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Para compreender esse campo da quimica organica sintética, representada por
essas trés reacoes tao relevantes, é preciso entender seu historico. Embora essas
metodologias montem as bases da quimica catalitica do palddio para formacéo de
ligagbes C-C, os primeiros relatos do uso de metais como agentes mediadores para a
ligacdo entre carbonos datam do século 19 com o trabalho de Glaser, que utilizou o
cloreto de cobre para promover um homoacoplamento do difenilacetileno. Mais tarde,
o trabalho de Ullman em 1901 foi reconhecido pela caracteristica de promover o
acoplamento entre carbonos ligados a halogénios, aspecto que seria explorado nos
trabalhos seguintes (COLACOT, SNIECKUS et al., 2012; NICOLAOU et al., 2005).
Ainda que os resultados obtidos até entdo fossem importantes, alguns efeitos
colaterais impediam que essa area da quimica organica pudesse florescer, como a
baixa seletividade das reacbes e a consequente formacdo de subprodutos, a
severidade das condicdes reacionais e a obtencdo de apenas produtos
homoacoplados (COLACOT, SNIECKUS et al.,, 2012). Assim, em 1941, com o
advento da catélise a partir dos resultados encontrados por Job no ano de 1924,
Meerwein e Karasch conseguiram bons resultados, ainda que limitados, mas que
levaram a uma constatacdo fundamental ao promover o acoplamento de moléculas
diferentes entre si: 0 uso de metais em quantidade catalitica (COLACOT, SNIECKUS
et al.,, 2012). Porém, mesmo com todos os avancos obtidos até entdo, foram os
trabalhos de Cadiot-Chodkiewicz e Castro-Stephens que, ao conseguirem formar
produtos de acoplamento de maneira seletiva, permitiram formar a base para as
reacoes de acoplamento modernas. E com o desenvolvimento do processo de
Wacker, que empregava paladio, um importante passo seria dado em seguida
(COLACOT, SNIECKUS et al., 2012).

ApOs esse longo periodo, com o conhecimento acumulado até ent&o, os anos 70
foram présperos para o desenvolvimento das reacfes de acoplamento como as
conhecemos. Entre 1968 e 1973, Heck e Mizoroki conseguiram, independentemente,
desenvolver uma reacdo entre haletos de alquila, arila e benzila com alcenos,
catalisada por paladio. Embora tenha sido inicialmente empregado um reagente
organomercurio, este foi substituido por halogénios por serem compostos menos
toxicos e, portanto, mais seguros. O esquema 14 mostra as reacdes desenvolvidas
(COLACOT, SNIECKUS et al, 2012; HECK e NOLLEY, 1972; HECK, 1968;
MIZOROKI et al., 1971).



30

Esquema 14. As reacdes desenvolvidas por Richard Heck e Mizoroki

Heck, 1968 o
HgCl 0 - o
g \)J\ L|2PdC|4 (1 ,8 mol A))‘ N OMe
PN OMe -
CuCl,, NaCl, O,, HCI
65 66 MeOH, 25°C, 24 h 67 (60%)

Mizoroki, 1971

[
Pd(OAc,) (1,0 mol%
Y momom
68

69 KOAc, MeOH, 120°C 70 (74%)
Heck, 1972
I v Pd(OAc,) (1,0 mol%) “ O
nBusN, 100°C, 2 h O
71 72 73 (75%)

Fonte: Adaptado de Heck e Nolley (1972), Heck (1968), Mizoroki et al. (1971)

Gracas a sua aplicabilidade e tolerancia quimica, o advento da reacdo de
Mizoroki-Heck promoveu grandemente o avanc¢o da sintese organica e da quimica,
com diversos trabalhos publicados e novas estruturas sintetizadas tanto na academia
guanto industrialmente, sobretudo na industria farmacéutica (NICOLAOU et al., 2005).
Com o tempo, muitas outras melhorias seriam implementadas para aumentar a
efetividade da metodologia, desenvolvendo seu potencial & plenitude. Como exemplo
de aplicacdo no campo da sintese total, a reacao de Heck tem destaque na obtencéo
do hormdnio natural estrona, um hormoénio natural biosintetizado no ovario. O
esquema 15 ilustra a rota sintética desenvolvida por Tietze e colaboradores, que utiliza
a reacdo de Heck em duas etapas (NICOLAQOU et al., 2005; TIETZE et al., 1998).
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Esquema 15. Sintese da estrona por Tietze e colaboradores

Me OfBU  Pd(OAc),, PPh,

Br nBusNOAGC
~o Z : DME/MeCN/H,0 O

H 70°C (50%) 76
74 75
cat. DME/MeCN/H50
nBus,NOAc | 115°C
Me OfBU

(99%) 77

estrona (78)

)\ o-Tol . 0" -Tol

cat—@\ \/V\(j

o-Tol oToI\(

Fonte: Adaptado de Tietze (1998)

Também desenvolvida no periodo, em 1979, Suzuki relatou os primeiros
resultados de sua metodologia, com base nos dados expostos por Negishi e Heck
acerca da reatividade do boro (COLACOT, SNIECKUS et al., 2012). Hoje conhecida
como acoplamento de Suzuki-Miyaura, a reagdo se tornou muito explorada por suas
caracteristicas reacionais brandas e pela estabilidade dos reagentes organoboro
frente ao ar e a umidade, aspectos altamente apreciados pela industria (COLACOT,
SNIECKUS et al., 2012). Ao longo do tempo, modificacdes do reagente organoboro e
a selecéo da base mais correta mostraram a capacidade da metodologia de se tornar
ainda mais seletiva, ampliando sua aplicabilidade (COLACOT, SNIECKUS et al.,
2012; MALUENDA e NAVARRO, 2015). Um exemplo interessante de aplicacao da
reacdo de Suzuki é a sintese total da Michellamina B, um alcaloide natural com
propriedades contra o virus do HIV cuja estrutura foi obtida pelo grupo de Dawson,
dado no esquema 16 (HOBBS et al 1996; NICOLAOU et al., 2005). Esse exemplo é
interessante por mostrar a capacidade dessa metodologia em formar ligagcbes entre

aneis, superior a outras metodologias (NICOLAQOU et al., 2005).
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Esquema 16. Sintese da Michellamina B por Dawson e colaboradores

0Bn 0~ oBn 0~

OBn O
[Pd(PPh3)4], Ba(OH), OO OO
: DME/H,0, 85°C BnO BnO
OBn -
81 82 H
OBn -
83 84

82%, (83/84 1:1.4)

| |

OH OBn o~
1) [PA(PPhj),], KoCO3
DMF, 90°C (76%) OO OO
2) HCO,H, Pd/C
0,
MeOH (98%) BnO BnO
OBn : OBn 5
85 86

michellamina B (87)

Fonte: Adaptado de Hobbs (1996)

Em 1976, Negishi publicou os primeiros trabalhos acerca do desenvolvimento de
uma nova reacdo de acoplamento, empregando compostos de niquel como
catalisadores e reagentes organoaluminio (COLACOT, SNIECKUS et al., 2012). Esse
altimo aspecto € importante e fora observado durante o desenvolvimento de outras
reagbes de acoplamento, sobretudo por Karasch. Diferindo da metodologia de
Mizoroki-Heck, o acoplamento de Negishi incorpora uma transmetalacédo da espécie
organometalica introduzida, promovendo a formacédo da ligacdo entre o par de
acoplamento e regenerando o catalisador para um novo ciclo catalitico (COLACOT,
SNIECKUS et al.,, 2012). Embora os primeiros resultados indicassem que a
metodologia era funcional, o emprego do paladio levou a uma melhor
estereosseletividade. A substituicdo do aluminio pelo zinco em estudos posteriores
também produziu resultados relevantes, dado que reagentes organozinco Ss&o
nucleofilos de elevada reatividade em reacdes de acoplamento e sdo pouco toxicos,
além de serem preparados por diferentes procedimentos (NICOLAQOU et al., 2005).
Além disso, a troca do metal promovida nesses estudos permitiu identificar o potencial

do boro e do estanho, mostrando que outros metais poderiam ser aplicados na
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formacédo do componente organometalico para a etapa de transmetalacéo, inspirando
pesquisadores a investigarem esses elementos (COLACOT, SNIECKUS et al., 2012).

Apesar de sua potencialidade, a reacado de Negishi permaneceu por um tempo
a sombra de outras reac¢des de acoplamento, como a de Suzuki e Stille (NICOLAOU
et al., 2005). No entanto, a metodologia se mostrou bastante versatil com relacdo aos
grupos funcionais empregados e requerendo condi¢des reacionais brandas (KING et
al, 1977). Um destaque de sua aplicacdo é a sintese do betacaroteno por Negishi e
seu grupo, ilustrado no esquema 17. Altamente eficiente, a rota desenvolvida foi capaz
de promover a sintese do alvo com 99% de pureza estereoisomérica, 68% de
rendimento na etapa final e 41% de rendimento global (NICOLAQOU et al., 2005; ZENG
e NEGISHI, 2001).

Esquema 17. Sintese de 3-caroteno por Negishi e colaboradores

ZnCl, 91
Me, Me _ Me Me Me [Pdy(dba)s] (2.5 mol%)|Me, Me Me
@\/\// AlMeg, [Cp2ZrCly] @\/\)\/NM% P(2-furil)3 (10 mol%) @\/\)\/an
Me DCM, 23°C Me DMF, 23°C Me
88 89 l 92
Me Me Me Me Me P> R
& N S AlMez AIMe3, [szZfClZ] K2CO3 NN N N =
~—————— 94 R=H ————
o5 DCM, 23°C MeOH Me
93, R=TMS
Iy, ZnCly
[sz(dl?a)3] (2.5 mool%) DMF, 23°C
P(2-furil)3 (10 mol%) BIZn—=——TMS y TMS
Pd(PPh3),] (2 mol%) 4
M s | 34
Me Me Me ° Br Y .
THF, 23°C Br
90 91, (81%)
Me Me
Me
(96) B-caroteno (68%, >99% pureza isomérica)

Fonte: Adaptado de Zeng e Negishi (2001)

Com o desenvolvimento da metodologia, o acoplamento cruzado de Negishi se
tornou uma técnica poderosa para a sintese de aminoacidos nao naturais. Com o
trabalho pioneiro de Jackson em 1989, que empregou um derivado da serina para a
formacao de um intermediario organozinco, foi possivel a obtencéo desses compostos

com bons rendimentos e de maneira estereoespecifica, sobretudo para aminoacidos
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fenilalanina (BRITTAIN e COBB, 2018).

Além da sintese de alfa-aminoacidos, a metodologia desenvolvida por Jackson
também permitiu a obtencdo de beta e gama-aminoacidos e se mostrou bastante
tolerante a substratos diversos. Melhorias, como a utilizacao de ligantes, capazes de
estabilizar o paladio com consequente aumento do rendimento e o emprego de
TMEDA permitindo a reagdo em &agua, tornaram a metodologia ainda mais versatil e
importante para a sintese de aminoécidos e derivados. O esquema 18 ilustra a
metodologia desenvolvida por Jackson e colaboradores, bem como metodologias
aprimoradas (BRITTAIN e COBB, 2018; JACKSON et al., 1989; ROSS et al., 2010;

ROSS et al., 2011).

permitindo o acesso a variados alfa-aminoacidos derivados da

Esquema 18. Metodologias estereoespecificas desenvolvidas por Jackson e colaboradores

Jackson et al., 1989

Zn/Cu couple
I OMe —— >

NHBoc ~ CeHe-DMA

97

Ross et al., 2010

| OMe
NHBoc

101

Ross et al., 2011
(0]

I/\.)J\OMe

NHBoc
104

PdClz[P(O-t0|)3]2

OMe Ar OMe
NHBoc Arl, 50°C NHBoc
98
Ar = 1-Naphthyl (64%) 99
4-NO,CgH,4 (61%) 100
0
1) Zn, DMF
>  Ar OMe
2) Arl, Pdy(dba); NHBoc
SPhos
Ar = 3-MeOCgH,4 (56%) 102
4-FCgH4 (72%) 103

nano-Zn
TMEDA )

PdCl,(AmPhos)
> Ar/\)J\OMe

Arl, H,0, 65°C, 4h NHBoc

Ar = 3-MeOCgH, (56%) 105
4-FCgH, (72%) 106

Fonte: Adaptado de Jackson et al (1989), Ross et al (2010, 2011)
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Aminoacidos com nucleos heteroaromaticos também podem ser obtidos através
da reacdo acoplamento de Negishi. Gébel relatou em seu trabalho a sintese de alguns
desses compostos ao incluir heteroaromaticos como a quinolina e a pirimidina como
substratos, com 6timos rendimentos (SUHARTONO et al, 2010). Com o tempo,
trabalhos como o de Tuttle, Usuki e Cobb trouxeram mais resultados, empregando
metodologias baseadas no trabalho de Jackson. O esquema 19 resume algumas
dessas metodologias e seus resultados (BRITTAIN e COBB, 2018; HUDSON et al.,
2015; TUTTLE et al., 2011; USUKI et al., 2014).

Esquema 19. Metodologias desenvolvidas por Tuttle, Usuki e Cobb

Tuttle et al. 2011

o) NO, 0
Pd(OAGC),, XPhos
IZn/\;)J\OMe XN oMe
NHCbz DMF X )¢  NHCbz
XX R
107 I IR
X/\Br 108 X = C (até 77%) 109
NO, X = N (até 29%) 110

Usuki et al. 2014

o) — o)
Pd,(dba)s, P(2-furyl)s
'Z”Mosn }\1 \/J\:)J\OBn

NHBoc DMF NHBoc
X
111 | )—| 2-iodo (72%) 113
N 4-iodo (90%) 114

Hudson et al. 2015

0 O 0]
/ 1) Zn, 1, DMF ) )
1~ >otBu G,/ " 0By X@/ .« OBy
NHFmoc 2) Pdy(dba)s, SPhos \ X NHFmoc — NHFmoc
X
115

E//QR R= Br] X =0 (42%) 117 X =0 (27%) 119
S (26%) 118 S (24%) 120

116

Fonte: Adaptado de Hudson et al (2015), Tuttle et al (2011) e Usuki et al (2014)

Produtos naturais com estruturas contendo aminoacidos foram beneficiadas pela
metodologia de Jackson, permitindo a sintese desses produtos de maneira mais
efetiva. A sintese da “nannocystin A”, molécula que mostrou relevantes resultados

para a inibicdo do crescimento de células tumorais, reportada por Liu em 2017, faz
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uso do acoplamento de Negishi para a sintese de um derivado de fenilalanina

importante para a rota sintética. O esquema 20 ilustra a sintese da nannocystin A

(BRITTAIN e COBB, 2018; LIU et al., 2017).

Esquema 20. Sintese da nannocystin A por Liu

(0] O
BocHN, 1) Zn, |,, DMF ,
ocHN,, OMe ) 2 BocHN,, OMe
2) Pdy(dba)s, SPhos cl
! DMF
104 cl | TBSO
Cl 22
TBSO HO
Cl Cl
121 nannocystin A (123)

Fonte: Adaptado de Liu et al. (2017)

Como é possivel observar, os estudos acerca dessas diferentes metodologias
reacionais ao longo de 40 anos renderam diversas outras descobertas e fomentaram
o entendimento de aspectos importantes para 0 avanco da quimica como um todo.
Além da formacéo de ligacdes entre carbonos, também foi possivel desenvolver a
formacdo de ligacbes heterogéneas, como mostrado por Miyaura, que ampliou
estudos de ligagbes carbono-boro e Buchwald e Hartwig que desenvolveram
metodologias de acoplamento formando liga¢des carbono-nitrogénio, diversificando o
alcance das reacfes de acoplamento para a quimica sintética (COLACOT,
SNIECKUS et al., 2012).
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2. OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho visou o estudo e desenvolvimento de uma via sintética da
caramboxina (1) e sua caracterizacao estrutural por analises espectroscopicas e por
meio da comparagdo com os dados ja obtidos do produto natural. Sua sintese, além
de fornecer material para estudos a serem realizados na FCFRP e FFCLRP, sob
coordenacdo dos Professores Norberto P. Lopes e Anderson de Oliveira
respectivamente, bem como para os estudos de mecanismos de acdo a serem
desenvolvidos nas dependéncias da FMRP-USP, sob coordenacdo do Prof. Dr.
Norberto Garcia-Cairasco, poderd ser uma ferramenta Uutili para estudos
multidisciplinares envolvendo profissionais da area da saude, quimica e biologia, a
partir do entendimento dos mecanismos toxicologicos da caramboxina.

Além disso, o estabelecimento de uma via de sintese do ativo e a caracterizacao
completa do mecanismo de acdo abre perspectivas para a comercializacdo de um
novo indutor de epilepsia em modelos experimentais, algo de grande interesse na area

de investigacao do sistema nervoso central.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Abordagem inicial para a sintese da caramboxina

Para atingir os objetivos estabelecidos nesse projeto, uma analise retrossintética
inicial do composto 1 foi realizada para melhor entendimento das conectividades mais
importantes, tendo como etapa chave a insercao do grupamento que possui a
conectividade alanina no anel aromatico. Como o0 composto 1 € altamente
funcionalizado, o uso de grupos protetores em uma ou mais etapas se fez necessario.

E sabido que etapas de protecdo-desprotecdo sdo custosas e muitas vezes
dificultam a obtencao do produto desejado. Nesse sentido, as propostas de sintese
gue envolvem estratégias de protecdo e desprotecdo de grupos funcionais foram
racionalizadas de modo a envolver o menor niumero de etapas possiveis. Assim, em
alguns casos, respeitando a quimiosseletividade, planejou-se o uso de grupos que
pudessem proteger variadas funcdes quimicas (Esquema 21).

Esquema 21. Primeira analise retrossintética de 1.

' HO._O i 0.0 0._0

: o . P

' HO - 0 o}

: OH:: p—

E NH; E desprotecao 132 133

! ! 129
: OMe | OMe ou OMe

OMe

""""""""""""" /)/O 0 HO.__O
o oTf HO OH
+
_ p—
acoplamento
127 124
OH

Através desse planejamento, foi empregada uma reacdo de acoplamento
cruzado de Heck entre o intermediario 127 e acrilaldeido, etapa esta que seria a chave
da rota sintética desenvolvida, visando o emprego do produto obtido desta reacdo de
acoplamento na metodologia desenvolvida por Fukuyama e colaboradores, para
obtencgéo de derivados halogenados na posi¢céo a-carbonila a partir de aldeidos q,
insaturados (KAISE et al., 2014). Essa metodologia utiliza o cianeto de trimetilsilano e
DBU para formacao de um intermediario cianohidrino-sililéter. Esse intermediario seria
reagido com bromo ou iodo molecular como eletroéfilos, seguido da adicdo de metanol

para formagédo dos ésteres halogenados. Essa etapa seria vantajosa pela facilidade
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de obtenc&o do composto 130 (esquema 22), intermediario da sintese de 1, atravées

de uma Unica etapa reacional.

Esquema 22. Proposta para sintese de halogénios do tipo 1

\‘/O © 1) TMSCN

DBU, THF

2) Bry ou Iy,
129 MeOH

130

O @)
O
OMe
X =Br, |

Uma inovacdo nessa etapa reacional consistiria na substituicdo do metanol

utilizado na segunda etapa da reacdo por agua, para a obtencéo direta do acido

carboxilico 131 (Esquema 23). No entanto, uma vez constatado que a obtencdo desse

derivado fosse inviavel, é sabido que a hidrélise do éster 130 consistiria em uma etapa

de desprotecao trivial.

Esquema 23. Possiveis estratégias para obtencdo do derivado &cido 131.

\N/oo
0
1) TMSCN

DBU, THF .---7

\\/O 0 ) 2)Bryou |y, OMe 130

o MeOH
1) TMSCN
DBU, THF

OMe 2)Bryou Iy,
H,O

129 e

. ,‘.\“x
hidrdlise \~/O o

(0]

OMe

X=Br |
131

Com o derivado 130 ou 131 em maos, a proxima etapa consistiria na obtengao

do derivado amino na posi¢ao a-carboxila. Essa transformag&o poderia ser realizada

por uma reacao de substituicdo dos atomos de halogénio (Br ou I). A substituicdo do

grupo halogénio para amino poderia ser realizado tanto no derivado éster 130 quanto

no &cido carboxilico 131, em condi¢gbes de substituicdo nucleofilica, fornecendo os

aminoacidos 132 ou 133 (Esquema 24).
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Esquema 24. Proposta para obtencéo de aminas do tipo 132 ou 133

\‘/0 o \‘/o 0
O 1) NaN 0
2) Redugéo
OMe OMe
130 ou 131 132 ou 133
R =H (131) ou Me (130)
X=Broul

A desprotecao da lactona e a eventual necessidade de transformacédo do éster

metilico em &cido carboxilico deveriam levar a caramboxina (Esquema 25).

Esquema 25. Proposta para obtenc&o do composto 1.

\i/OO HO. .O

O HO

Condicoes de

OMe hidrélise: "OH, H,0 ou OMe
H3O*

132 ou 133 1

Assim, apos a definicdo do planejamento sintético, iniciou-se sua execucdo com
a construcéo do bloco 127, a partir do material de partida 124, com base na literatura
(BOLTE et al., 2015). O esquema 26 ilustra a etapas reacionais que levaram a sintese
do bloco 127.



41

Esquema 26. Etapas para sintese do bloco de construcédo 127
HO o 0
TFA, TFAA MeOH, PPhs
OH acetona O OH DIAD, THF OH TR0, piridina P'”d'na
OH
125

Iniciou-se entdo a sintese do triflato 127, com a reacéo de formacao da dioxinona

125 através da reacdo do acido 2,4,6-trihidroxibenzéico com acetona em meio
contendo anidrido e acido trifluoroacético, formando a funcéo cetal. Apds a remocéo
dos &cidos residuais por destilagdo e das etapas de extracdo e purificagdo por
cromatografia em coluna, obtivemos um rendimento de 92% na obtencdo do composto
125. Os beneficios no uso da dioxinona se estendem ao fato de ser um grupo protetor,
mantendo a funcgéo fenol na posicédo 2 também protegido; o carater diretor do grupo
garante a metalacdo na posicao 6 (na hipétese de sintetizar analogos a 1 através
desta metodologia); a compatibilidade quimica em relacdo as outras etapas reacionais
envolvidas; estas sdo algumas vantagens que podem ser listadas.

Em seguida, a partir da obtencao do intermediario 125, este foi convertido no
composto 126 através de uma reacdo de substituicdo nucleofilica aroméatica com
metanol do tipo Mitsunobu, a qual levou a metilacdo regiosseletiva da hidroxila na
posicdo 4. A reacdo de Mitsunobu permite a transformacdo seletiva de alcoois
primarios e secundarios em variadas funcfes, com a possibilidade de inversdo da
estereoquimica do composto (MITSUNOBU, 1981). Dessa forma, empregou-se 0
composto 125 em reacao com trifenilfosfina, DIAD e metanol em THF como solvente.
Esta reacao ndo exigiu etapa de extracao, sendo diretamente submetida a purificacéo,
obtendo-se um rendimento de 79%.

Na ultima etapa, para a obtencao do triflato, o composto 126 foi reagido com
anidrido triflico em piridina. Apos extracéo e purificacdo por cromatografia em coluna,
foi obtido o produto 127 com 85% de rendimento. Afim de testar uma alternativa menos
custosa para a obtencdo de um intermediario com bom grupo de saida para o uso nas
reacoes de acoplamento, foi empregada uma reacdo para obter o tosilato 128 (DE
MELLO et al., 2015). Para tanto, o composto 126 foi reagido com hidreto de sodio para

formacdo do alcoxido e entdo reagido com cloreto de tosila para a formacgédo do
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tosilato. Apés extracao e purificacdo por cromatografia em coluna, este intermediario
foi obtido com 68% de rendimento.

As caracterizagbes dos blocos de construcdo foram feitas com base nos
resultados de analise por ressonancia magnética nuclear, em compara¢cdo com 0s
dados presentes nas respectivas referéncias, confirmando as estruturas sintetizadas.
O esquema 27 resume as etapas citadas para a sintese do bloco 127, juntamente com

as condicdes reacionais empregadas e rendimentos obtidos.

Esquema 27. Etapas e Condigﬁes para sintese do triflato 127 e tosilato 128.

HO._O
HO OH TFA, TFAA, MeOH, PPhg
acetona DIAD
20h 25°C THF, 0° C 4h
124, 125: 92% OH O 126:72%
\_0._0
TsCI NaH o OH plrldlna
THF, 2h, 25°C 0Can
O 128:68% _ 127: 88%

Assim, diante dos bons resultados obtidos para a construcdo do intermediario
127, foi iniciada a etapa de acoplamento cruzado do tipo Heck com acrilaldeido
(GHOSH & PRADHAN, 2010) para levar a insercdo do grupamento glicina no anel

aromatico, para formacao do intermediério 129 (esquema 28).

Esquema 28. Proposta para obtencéo do intermediério 129.

129

Como citado anteriormente, esta seria a etapa chave da rota sintética planejada

e, portanto, afim de obter sucesso na obtencdo de 129, utilizamos as melhores
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condicBes reacionais para o acoplamento, investigadas em estudos preliminares entre
0 substrato 127 com acrilato de metila.

Para tanto, foi empregado um substrato modelo, obtido a partir do &cido 2-
hidroxi-4-metoxibenzoico (134), o qual passou por uma reagdo de esterificacdo com
iodometano, que apods extracao e purificacdo por cromatografia em coluna, levou ao
éster 135 com 73% de rendimento. Posteriormente, o triflato 136 foi obtido com 48%

de rendimento, pela reagéo entre 135 e anidrido triflico em piridina (esquema 29).

Esquema 29. Sintese do triflato modelo.

Os O OO~

CH3I OH Tf,0, piridina oTf

_ >

DMF, K,CO3 0°C, 1,5h
134 0 135:73% O 136:48%

Em seguida, as melhores condi¢cdes para conduzir o acoplamento cruzado entre
o triflato 136 com acrilato de metila (esquema 30) foram investigadas, variando-se
parametros como solvente, catalisador, ligante e temperatura, tomando como base
algumas referéncias da literatura (KUMMERLE et al, 2009; CABRI et al, 1993; GHOSH
& PRADHAN, 2010). Ap6s a realizacdo de testes, verificou-se que as melhores
condicBes foram aquelas encontradas na entrada 5 (Tabela 1), a qual foi realizada em

micro-ondas e levou a uma conversao de 99% e um rendimento de 80%.

Esquema 30. Acoplamento cruzado de Heck com o triflato modelo.

0.0 0.0
~ acrilato de metila ~ O
OTf base, catalisador A _
ligante o)

! 136 solvente, temperatura

-
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Tabela 1. Condicdes reacionais para o acoplamento cruzado de Heck

Entrada | Acrilato Catalisador Ligante Temp. Solvente Conversao
de metila (mol%) (°C) (%)
(equiv.)
1 5,0 Pd(OAc)2(5) | fenantrolina 100 DMF NR
2b 1,5 Pd(P'(DST)ZC'Z PPhs 120 CHsCN NR
Pd(PPhs)2Cl2
3¢ 2,0 (10) - 120 DMF 5
4e 5,0 Pd(PPh).Cl, - 120 DMF 65
’ (10)
5b.e 5,0 Pd(P('zgj)ZC'z - 140 DMF 29

NR = nao reagiu, 2converséo cromatografica por CG-FID;
breagdo realizada no micro-ondas;
cutilizou-se LiCl como aditivo.

Com os dados fornecidos através desses estudos de otimizacdo, as melhores
condi¢cBes encontradas foram aplicadas na reacdo de acoplamento cruzado de Heck
entre o triflato 127 e o acrilato de metila. Apos extracao e purificagdo por cromatografia
em coluna, obteve-se o produto 138, com 98% de rendimento (esquema 31).

Esquema 31. Acoplamento cruzado de Heck com o triflato 127.

> 0] 0 \_O 0]
0 OTf LiCl, TEA 0
Pd(PPh3),Cl, (10 mol%)

-

DMF, 140°, 1h,
o 127 MO _0 138: 98%

A atribuicdo de configuracdo E ao produto 138 pode ser feita com base no
resultado de analise por ressonéancia magnética nuclear, dado que o valor da
constante de acoplamento J da ligacéo dupla, cujo valor encontrado foi de 15,9 Hz, é
tipicamente atribuido & essa configuracdo. O espectro de hidrogénio do referido
composto, com expansfes dos sinais acoplados, mostra os deslocamentos dos
hidrogénios da ligacado dupla (identificados como C e D), confirmando o valor da

constante de acoplamento J (figura 5).
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Figura 5. Espectro de 'H (400 MHz, CDCIs) do composto 138
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A mesma reacdo foi também testada sob condicbes de aquecimento
convencional (manta de aquecimento). Apesar da formacao do produto 138, o baixo
rendimento obtido de 11% e o longo tempo de reacéo (20 horas), mostraram que a
sintese em reator de micro-ondas foi bem mais eficiente.

Com o objetivo de avaliar a reatividade do tosilato 128, esse também foi
submetido a reacdo de acoplamento com acrilato de metila, contudo quando as
mesmas condicdes de acoplamento foram empregadas, a avaliacdo dos dados de CG
e de RMN indicaram que o produto desejado n&do foi obtido, restando apenas o
substrato de partida, que foi recuperado.

Entdo, a partir desses resultados, foram feitos os primeiros testes para o
acoplamento com o acrilaldeido, usando as condi¢bes desenvolvidas no estudo de
otimizagdo e empregando-se o triflato 127 (esquema 31). Contudo, ndo houve
sucesso nesta etapa, dado que a reacao ndo formou o produto desejado. Observou-
se que, apesar do consumo de material de partida, foram obtidos apenas subprodutos
n&o isolaveis, conforme avaliado através de CG. E possivel atribuir esse resultado a

reatividade do acrilaldeido, que passa por uma polimerizacdo quando € submetido as
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condi¢cbes reacionais caracteristicas do acoplamento cruzado de Heck ou por sua
volatilidade, impedindo que pudesse reagir com o intermediario 127 (NEJJAR et al,
2003). Outras condi¢cOes foram consideradas e testadas, como troca do solvente e
catalisador, no entanto, tais modificagdes n&do indicaram melhoras, sendo obtidos

resultados similares aqueles dos primeiros testes realizados.

Esquema 32. Acoplamento cruzado de Heck com o acrilaldeido

%/O O _}/O 0]
O OTf LiCl, TEA e
Pd(PPh3),Cl, (10 mol%)

-

O 127 DMF, 140°C, 1h _0O 129
mw

Dessa forma, diante dos resultados negativos na etapa chave da rota sintética
proposta, foi levantada a hipétese de uso do alcool alilico no acoplamento de Heck,
como alternativa ao acrilaldeido. A escolha deste alceno se deu pela possibilidade de
obter o mesmo produto planejado através do acoplamento entre o0 mesmo e o triflato
127, com posterior reacdo de oxidacado da funcao alcool, resultando no intermediario
129, permitindo entdo manter as etapas posteriores como foram inicialmente
planejadas. Dessa maneira, este acoplamento foi testado empregando o reagente
citado nas mesmas condi¢cOes consideradas para os acoplamentos anteriores.

Embora tenha-se obtido um produto com rendimento satisfatorio de 58%,
analises espectrométricas indicaram que este ndo possuia a ligacdo dupla, sendo
entdo caracterizado o aldeido 139. De fato, € conhecido na literatura que a presenca
de intermediarios de Pd" podem causar migragées em olefinas durante etapas de
eliminagao B de hidreto (BERTHIOL et al, 2006; WERNER e SIGMAN, 2011). Assim,
o isolamento de 139 pode ser explicado pela migracdo da ligacdo dupla do sistema
alilico para a formacao de um enol (esquema 33). A constatacéo desse resultado levou
a inviabilizacdo do uso do alcool alilico no planejamento sintético, pois a falta da
insaturacdo impede o emprego da metodologia de halogenagédo de Fukuyama,

conforme discutido anteriormente. Embora esse intermediario ndo possa ser utilizado
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na rota sintética, este resultado pode ser importante em outros estudos sintéticos e

aproveitavel em sinteses de outros produtos.

Esquema 33. Formacao do produto de acoplamento 139

%/oo %/oo

o) OTf o)

LiCI, TEA migragao da
Pd(PPhs),Cl, (10%) dupla ligagéo

Y DMF, 140°C, 1h, mw O

127
\_0._0 \_0._0
o) o)
139

Também foi levantada a possibilidade de uso das olefinas acrilaldeido e alcool
alilico com grupos protetores, afim de mudar a reatividade dos compostos e fornecer
uma via para o produto 129, bem como outras alternativas sintéticas como por
exemplo, a reducao da funcao éster do composto 138 para a funcéo alcool utilizando
LiAIH4, com posterior reagéo de oxidacéo da fungéo alcool para a funcéo aldeido. Isso
levaria ao produto desejado, apesar do aumento de etapas reacionais e da
possibilidade de menor rendimento decorrente. No entanto, os resultados negativos
obtidos nos testes dessas Ultimas etapas citadas, e com a proposicdo de uma nova
rota sintética mais promissora para a obtencdo do composto 1, conduziram a uma

mudanca na estratégia de obtencao.

3.2. Nova abordagem sintética empregando acrilato derivado da serina

Devido aos problemas encontrados durante a etapa de acoplamento de Heck
com o acrilaldeido e o alcool alilico, foi proposta uma nova via sintética, a qual havia
sido considerada durante os primeiros esboc¢os do planejamento sintético, mas que
nao havia sido avaliada. Esta nova proposta empregaria o acoplamento cruzado de
Heck com o acrilato 143 derivado do aminoéacido serina. A retrossintese dessa nova

proposta € ilustrada no esquema 34.



48

Esquema 34. Retrossintese empregando o acrilato derivado de serina.

HO OH 0 o) oTf
NH, pr— _ +
acoplamento
0 _0

Caramboxina (1) 144 127 143

O sucesso dessa nova proposta reacional seria bastante significativo, dado que
0 produto do acoplamento de Heck entre 127 e 143 levaria a um produto muito préximo
do composto 1, exigindo poucas etapas adicionais para a obtencdo do mesmo e
permitiria 0 desenvolvimento de uma rota sintética mais eficiente para a sintese da
caramboxina e de analogos estruturais, ampliando o estudo.

Assim, a partir dessa nova proposta, a sintese do acrilato 143 foi iniciada, com
base em metodologia disponivel na literatura (DIETZ et al, 2016; FERREIRA et al,
1999; YANG et al; 2016). Primeiro, foi empregada a reacéo de esterificacdo entre a
serina (140) e metanol em meio reacional contendo cloreto de tionila, levando a
formacdo seletiva do produto 141 na carboxila. O produto foi entdo purificado por
recristalizacdo e obtido com 95% de rendimento. A necessidade dessa reagao era
proteger o acido carboxilico para as etapas posteriores.

A segunda etapa consistiu em uma protecdo da amina com dicarbonato de di-
terc-butila, através da reacdo deste reagente com o éster 141, empregando
trietilamina em meio reacional contendo diclorometano como solvente. ApGs extracdo
e purificacdo por cromatografia em coluna, o produto 142 foi obtido com rendimento
de 84%. O uso de dicarbonato de di-terc-butila permite proteger a funcdo amino de
diversos compostos como nucléofilos, bases, redutores e oxidantes, por exemplo
(WUTS, 2007).

Por fim, na ultima etapa o composto 142 foi convertido no acrilato 143, através
de reacao de eliminagao com cloreto de tosila, 4-dietilamino-piridina e DBU como base
forte, fazendo com que a funcédo alcool do derivado de serina fosse convertida em um
bom grupo de saida, que seria entdo eliminado levando ao alceno. Apos extracao e
purificacdo por cromatografia em coluna, o produto 143 foi obtido com 54% de

rendimento. Embora satisfatorio, a causa para o moderado rendimento desta etapa
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pode ser atribuida a facil polimerizacdo do acrilato obtido, durante as etapas de
extracdo e purificacdo. As caracterizacdes desses blocos de construcdo tambéem
foram feitas com base nos resultados das analises por RMN e comparados com 0s
respectivos dados espectroscépicos presentes na literatura. O esquema 35 resume

as etapas citadas, rendimentos e condi¢des reacionais empregadas.

Esquema 35. Etapas reacionais da sintese do acrilato 143

0 o 1. TEA o
MeOH, SOCI, P 2. Boc,0, 0°C _
HO OH —————> Ho o - HO o
NH, 65°C, refluxo, 5h NH, DCM, 3h, t.a. HN .
Boc
140 141: 95% 142: 84%
O o)
DMAP, TsCIl, DBU
HO/\)J\O/ . %0/
HN\BOC ACN, 2h, t.a. HN\BOC
142 143:54%

Entdo, apos obtencdo do acrilato 143, foram feitos primeiros testes de
acoplamento cruzado de Heck com o triflato 127. Aplicando as condi¢cdes
anteriormente utilizadas, houve formacdo de um produto majoritario, entre outros
produtos minoritarios, de acordo com analise por cromatografia de camada delgada e
por cromatografia em fase gasosa. Condi¢cdes convencionais de aguecimento também
foram empregadas e nao forneceram resultados significativos, ndo havendo formacéo
de produtos.

Assim, com os resultados encontrados, foi executada a extragao e purificacédo
por cromatografia em coluna dos produtos obtidos, os quais foram analisados por
CG/EM e EMAR, afim de analisar se algum dos compostos obtidos apresentava
massa condizente com o produto desejado. No entanto, os resultados das analises,
empregando tanto modo positivo quanto negativo indicaram picos intensos de
massas, cujos valores eram maiores do que o esperado para o composto 144. Ainda
gue, entre 0s picos mais intensos, um pico correspondente a massa do composto
somado a potassio (m/z = 446,1217) tivesse sido encontrado, este se mostrava em
intensidade muito baixa, impossibilitando seu isolamento e quantificacdo. A seta na

figura 6 indica o resultado observado.
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Figura 6. Espectro de massas obtido para a reacao entre 127 e 143
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3.3. Nova abordagem sintética empregando o produto 138

Diante dos resultados obtidos para as metodologias estudadas, uma outra
alternativa foi proposta, com base no uso do produto de acoplamento 138.
Empregando a hidrogenacéao catalitica da dupla ligacdo presente no composto citado,
o hidrogénio alfa a carbonila do éster poderia ser substituido por um halogénio (Br ou
), resultando na sintese do derivado 132 ao final da etapa de substituicdo, como
estabelecido anteriormente no esquema 24 e reaproveitando a rota sintética inicial. O
esquema 36 mostra a retrossintese dessa proposta.

Esquema 36. Retrossintese para estratégia alternativa utilizando 138

( R
HO. _O 0._0 0._0
. s s
HO o o
OH
NH, — p—
desprotecéo
_0 0 133 _0 132

Caramboxina (1)

/Fo o 0._0
o o
_ _
145 138

L J

Assim, o composto 138 foi submetido a reacdo de hidrogenacdo em condigfes

presentes na literatura (DEL BEL et al, 2017). Empregando-se Pd/C em reator de
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hidrogenacéo, as condicdes reacionais podem ser observadas no esquema 37. Apés
purificacdo por cromatografia em coluna, foi obtido o produto 145 com rendimento de
64%, caracterizado estruturalmente pela presenca de dois sinais de multiplicidade

tripleto no espectro de ressonancia magnética nuclear.

Esquema 37. Etapa de hidrogenacdo do composto 138

/~/O O e) 0
H,, 50 psi (3,4 atm)

© Pd/C (2,5%) O

-
>

AcOEt, MeOH, 16 h
0 138 _0 145: 64%

Posteriormente, o produto hidrogenado 145 foi submetido a uma reacédo de
substituicdo do hidrogénio alfa a carbonila por um halogénio X (Br ou I). Para viabilizar
essa etapa, a metodologia de escolha empregada foi baseada na reagcdo do composto
citado com bases fortes, para promover a formacao do anion enolato e em seguida
reagir com iodo ou NBS.

Para obter a melhor metodologia, foram feitos testes empregando as bases LDA
e hidreto de sddio. As andlises de CG/EM do produto reacional que fizeram uso de
LDA indicaram a formacdo de subprodutos entre a base e os halogénios, em
detrimento da formacado do produto halogenado desejado.

Outra base empregada para essa etapa reacional, o hidreto de sodio, foi
estudado como alternativa devido ao reduzido impedimento estérico do anion hidreto.
Com iodo, ndo houve formacdo de produto, mas empregando-se NBS, a analise
indicou tanto a formac&o de um produto majoritario quanto minoritario. Os resultados
das andlises feitas mostraram que o produto minoritario formado era o composto
desejado, enquanto o produto majoritario era um produto de substituicdo eletrofilica
aromatica, que nao poderia ser aproveitado na rota sintética. Modificagbes na
metodologia, como aumento na quantidade da base empregada, nao foram suficientes
para melhorar a conversao do material para o produto desejado. A avaliagao por CCD
mostrou que os produtos tinham fator de retengéo muito proximo, desestimulando sua
purificacdo, uma vez que a separacdo dos produtos se mostrou bastante dificil.

Mesmo com o emprego do produto halogenado bruto na subsequente reagao de
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substituicdo com azida de sddio, na tentativa de que uma separacao entre o produto
de interesse resultante com os subprodutos observados fosse alcancada, o composto
desejado nado foi observado em nenhuma analise realizada, 0 que tornava essa

estratégia sintética cada vez mais inviavel.

3.4. Nova abordagem sintética empregando o derivado de serina 146

Embora o trabalho dispensado nessa metodologia tenha mostrado a
necessidade de otimizacao, para atingir a sintese dos produtos desejados para a rota
proposta, os resultados negativos obtidos e a dificuldade de avango nas rotas
estudadas até entdo levantaram a possibilidade de se utilizar uma nova estratégia,
sem descartar compostos ja obtidos durante o estudo.

Dessa maneira, com base nos resultados mostrados no trabalho de Jackson e
colaboradores, mais uma estratégia sintética foi planejada, dessa vez fazendo uso da
reacao de acoplamento cruzado de Negishi entre o derivado organozinco de serina
146 e o substrato 127, levando a conectividade das partes (ROSS et al, 2010; RILATT

et al; 2005). A retrossintese para essa estratégia € ilustrada no esquema 38.

Esquema 38. Retrossintese empregando derivado organozinco da serina

HO_O \_0._0 %/O 0
HO on 1) 0} OTf
f—— — +
NH, desprotegéo acoplamento
_0O O ©
147

127 146

Caramboxina (1)

Nessa nova rota, o produto obtido através da reacdo de Negishi poderia entao
ser submetido diretamente a etapa de desprotecdo, uma vantagem em relacédo ao
acoplamento de Heck empregando o acrilato 143. Dado que o composto sintetizado
147 ndo apresenta insaturacdo, isso implicaria em uma etapa a menos para a
obtencdo do composto 1 em relacdo a metodologia de Heck (a rota mais curta
estudada até entdo), aléem da possibilidade de desenvolver uma rota sintética
assimétrica, ao se utilizar um derivado de serina com configuracao determinada. Outro

aspecto positivo dessa rota, o emprego do derivado iodado faz uso de algumas etapas
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ja bem estabelecidas no estudo, as quais foram empregadas para obtencéao do acrilato
143.

Assim, para obtencao do derivado 146, foi empregada apenas uma nova reacao,
com metodologia presente na literatura que utiliza o composto 142 juntamente com
trifenilfosfina, imidazol e iodo molecular (ATMURI, 2015). Apés a formacéo do aduto
entre a trifenilfosfina e o iodo molecular, € adicionado o intermediario 142, sofrendo
entdo a formacado de um sal de fosfonio, que se decompde através de uma reacgéo de
substituicdo do tipo Snz levando ao composto desejado. Apés filtracdo do
trifenilfosfindxido e purificacdo por cromatografia em coluna, o derivado de serina 146

foi obtido com 75% de rendimento (esquema 39).

Esquema 39. Sintese do intermediario derivado da serina com iodo

0] 1. Imidazol, PPh3
HOKHJ\O/ 2.1 o
NHBoc DCM, 0°C, 2,5h

142 146: 75%

ApOs a obtengdo do composto 146 foram feitos testes iniciais para o
acoplamento de Negishi (esquema 40). Os resultados iniciais ndo foram satisfatérios,
pois nao foi observada a formacao do produto esperado, seguindo-se o procedimento
experimental reportado na literatura. Portanto, testes de formacéo do intermediario
organozinco foram realizados para que fosse possivel atestar sua formacédo e, uma

vez comprovada, prosseguir com os testes de acoplamento.

Esquema 40. Etapa empregando acoplamento do tipo Negishi

%/oo %/oo

O oTf Zn (p6), I, Pdy(dba)s, SPhos O

DMF, 16h, t.a.
0 _0O
127 146 147: 87%

Segundo a metodologia original, a ativagao do zinco era alcangada com o uso
de iodo. No entanto, com os resultados negativos observados para a formacao do
organozinco, outra metodologia de ativacdo foi estudada (PICOTIN e MIGINIAC,
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1987), na qual empregava-se TMSCI, afim de promover a ativacao do zinco e melhorar
a formacédo in situ do intermediario. Assim, através da hidrolise do organozinco
presente no meio reacional para a formacdo de um produto caracteristico, as
metodologias de ativacdo foram comparadas e seus resultados foram avaliados
através de CG/EM. A figura 7 mostra os cromatogramas obtidos para cada
metodologia. Os picos mais intensos, com tempos de retencdo proximos de 10,1 min.

identificam o produto organozinco hidrolisado, ilustrado na figura.

Figura 7. Cromatogramas obtidos para os produtos de hidrdlise de 146
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Uma vez que melhores resultados foram obtidos para a ativagdo utilizando
TMSCI por apresentar menos subprodutos e apresentar maior reprodutibilidade, essa
metodologia passou a ser considerada para compor a rea¢ao de acoplamento e com
a formacéo do organozinco confirmada, uma nova tentativa foi feita. Para aumentar

as chances de sucesso e contornar reagdes paralelas, cinco equivalentes do derivado
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iodado 146 foram utilizados na preparagéao do organozinco, em relacao ao triflato 127,
além de porcentagem dobrada de catalisador e ligante. Um aspecto interessante foi
observado devido ao grande desprendimento de calor durante a adigcdo do derivado
de serina, 0 que corroborou para atestar a inser¢ao do zinco, uma vez que essa reacao
€ exotérmica.

Ao final da reacéo, a analise por CCD indicou a formacao de produtos, embora
a resolucdo observada fosse baixa. Andlises por CG e CG/EM né&o foram possiveis
de serem utilizadas, pois ndo eram observados resultados compativeis com aquele
mostrado por CCD, indicando que o produto sofria decomposi¢ao durante as analises,
decorrente dos métodos de ionizacdo dessas técnicas, que Sd0 mais energéticos.
Porém, através de andlise por EMAR com ionizagdo por electrospray, foi possivel
inferir que o produto 147 havia sido formado (m/z = 410). A figura 8 mostra o resultado
obtido, onde é possivel notar que os picos mais intensos correspondem a adutos do
composto com sédio (m/z = 432) e potassio (Mm/z = 448).

Com esses resultados, foi feita a purificagdo por coluna cromatografica e apés a
separacdo de cada componente presente, uma nova analise por EMAR foi realizada,
confirmando a obtencédo do produto desejado. Os subprodutos analisados consistiam
de acoplamento paralelos ou fragmentos. O rendimento dessa primeira reacao,

embora modesto por apresentar valor de 35%, foi considerado satisfatorio.

Figura 8. Espectro de massas de alta resolugdo para o acoplamento entre 127 e 146
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Com esse importante resultado alcangado, foi possivel dedicar maior atencéo
para essa metodologia, de modo que novas reacfes pudessem ser feitas com
otimizacao dos parametros. Observou-se que a quantidade do composto 146 poderia
ser reduzida para um excesso de 40%, evitando grande consumo do mesmo. Uma
vez que a reacao ajustada se mostrou reprodutivel, maiores valores para o rendimento
da metodologia foram observados, alcancando até 87% de rendimento.

Apés atingida a sintese do produto 147 através da reacdo de acoplamento
cruzado de Negishi, foi dado inicio as etapas de desprote¢cdo. Com base na literatura,
uma primeira reacdo de hidrélise foi testada (SHEN et al, 2003), utilizando a base
hidroxido de potassio. Com essa metodologia foi possivel remover a dioxinona e o
éster metilico, regenerando trés grupos funcionais (duas fun¢des de acido carboxilico
e uma hidroxila) em uma Unica etapa e com bom rendimento de 85%, o que foi

bastante positivo. O esquema 41 resume o procedimento reacional desta etapa.

Esquema 41. Reacéo de hidrélise basica para desprotec¢éo da funcéo cetal e éster

\ 0._0O HO._O

O KOH 5 mol/L HO
THF, refluxo, 14h

7
147 148: 85%

Apoés a etapa de extracdo, uma analise de CCD indicou a presenca de apenas
um produto, o que foi confirmado através de espectrometria de massas de alta
resolucdo. Dessa forma, somente a extracdo do produto foi necesséaria para sua
purificacdo, outro aspecto vantajoso desta etapa. A figura 9 ilustra o resultado
avaliado, cujo valor de m/z encontrado foi de 354, considerando que a analise utilizou
0 equipamento em modo negativo. Com a boa pureza obtida para o produto 148, seu
rendimento elevado e sua excelente reprodutibilidade, esta etapa se mostrou

altamente eficiente.
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Figura 9. Espectro em modo negativo obtido para o produto de hidrolise basica 148
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Com apenas um grupo de protecdo restante, foi iniciada a etapa para regenerar
0 grupo amino e obter a molécula alvo. Afim de escolher a forma de desprotecédo mais
eficiente, foram testadas diferentes metodologias. Devido a possibilidade de formacao
de subproduto lactama, conforme observado no trabalho de Garcia-Cairasco e
colaboradores (GARCIA-CAIRASCO et al, 2013), foram estudadas metodologias
diferentes daguelas normalmente utilizadas para remocéo do grupo protetor BOC.

A primeira delas empregou uma desprotecdo por hidrolise basica baseada na
literatura (TOM, 2004), utilizando o composto 147 e terc-butoxido de sédio, afim de
promover a regeneracao de todas as funcdes protegidas. Ainda que fosse capaz de
desproteger as funcdes dioxinona e éster metilico, da mesma maneira que na
metodologia de hidrélise basica utilizada anteriormente, as andlises indicaram uma
possivel formacao de lactama 6 devido a elevada intensidade do pico de m/z 238 (seta
vermelha) e pequena conversao no produto final CBX com picos do material de partida
(na forma de adutos com sodio e potassio), indicados pelas setas azuis no espectro

mostrado na figura 10.



Figura 10. Espectro para a hidrélise empregando terc-butéxido de sédio
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Assim, uma alternativa utilizando condi¢des térmicas foi estudada (KRAKOWIAK
& BRADSHAW, 1996), expondo o material de partida em estufa a 150°C por 3 horas.

O resultado desse primeiro teste indicou que houve desprotecédo (seta azul), embora

incompleta, como mostra o espectro da figura 11.

Figura 11. Espectro para a desprote¢céo por aquecimento do material 148
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Entdo, com a avaliacdo de uma condi¢céo 6tima para otimizac&o da desprotecao,
na qual amostras foram coletadas sob variado tempo de exposicéo, foi estabelecida a
condicdo de exposi¢cao da amostra a 150°C por 14 horas, com resultado bastante
positivo tomando a andlise por EMAR, porém o espectro de RMN da mesma amostra
indicava impurezas, uma vez que mais sinais eram observados, além daqueles

esperados. A figura 12 mostra os resultados obtidos.

Figura 12. Espectros de massas e RMN de 'H (300 MHz, D-O) para amostra submetida a termélise
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Uma avaliacdo desse ultimo resultado, através de analise por CL/EM, mostrou
a presenca de impurezas na amostra (indicadas por setas vermelhas), apesar da
presenca da CBX (indicada por seta azul), como mostra a figura 13 abaixo. Mesmo
sob temperaturas mais brandas (100 °C), ndo houve melhora dos resultados e foi
observada apenas conversao parcial de 148 em 1. O conjunto desses resultados
mostrou que a metodologia néo era viavel, devido as impurezas geradas e problemas

de escalabilidade, mas principalmente pela baixa reprodutibilidade.

Figura 13. Cromatograma obtido andlise CL/EM para amostra submetida a termdlise
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Em conjunto com o estudo de desprotecdo por via térmica, metodologias acidas
foram testadas, mais préximas das metodologias classicas para desprotecdo do grupo
BOC (WUTS, 2007). Embora houvesse uma suspeita de que o emprego de meio acido
poderia levar a uma conversao mais pronunciada do produto 148 na lactama 6, seu
teste era necessario para confirma tal hipotese.

Dessa maneira, foi testada uma primeira reacdo empregando solucao de &cido
fosforico, por apresentar condicdes mais brandas (LI et al, 2006). Apesar dos
resultados preliminares indicarem a obtencéo do produto desejado, foi observado que
somente quando pequenas quantidades (cerca de 56 mmol) do material 148 eram
aplicadas, boas conversdes eram observadas, de acordo com as analises realizadas,
mostrando que o aumento de escala néo levava aos mesmos resultados. Mesmo com
a modificacdo da metodologia, empregando maior quantidade equivalente de &cido
fosforico, melhores resultados néo foram obtidos. A figura 14 mostra dois espectros

de massa, comparando os resultados dos testes reacionais.



Figura 14. Espectros de massas obtidos para hidrélise utilizando acido fosforico
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Embora os resultados disponiveis mostrassem que a molécula alvo havia sido

alcancada, as conversoes obtidas, bem como as escalas utilizadas, indicavam que

sua obtencédo poderia ser otimizada. Para tanto, a pesquisa de uma metodologia mais

proxima daquelas empregadas para a desprotecdo, normalmente realizadas em meio

acido forte (WUTS, 2007), mostrou que uma reacgdo de hidrolise, empregando uma

solucdo de acido cloridrico concentrado permitiria a sintese de CBX com melhor
eficiéncia. (ZANARDI et al, 1995).
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Esquema 42. Reacdo de hidrélise acida para desprotecao do grupo BOC

HO._O HO._O

HO HCI (6 mol/L) ~ HO
THF, 18h, t.a.

7
148 1: 73%

Desta vez, os resultados buscados foram atingidos e observou-se boa conversao
do material de partida no produto final desejado, com baixa presenca do subproduto
6, conforme visto no espectro apresentado na figura 15. Mas o melhor aspecto
observado durante o0s testes reacionais dessa metodologia, foram sua
reprodutibilidade e escalabilidade. Como essas caracteristicas ndo haviam sido
observadas nos procedimentos de desprotecdo anteriores, iSso motivou a escolha

desta reacdo como ideal para desproteger o grupo amino.

Figura 15. Espectro de massas do produto 1 ap6s hidrélise acida, empregando HCI
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Uma preocupagdo mencionada anteriormente era a possivel conversdo do
produto CBX em 6, como mencionado anteriormente. No entanto, os resultados
permitiram concluir que o uso de meio acido, juntamente com a manutencdao do
produto na forma salina, mantinha a protonacdo da funcdo amino, devido a sua
caracteristica basica natural, dificultando a reac¢do intramolecular responsavel pela

formacao desse subproduto inativo.
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Embora o pico com relacdo m/z de 238 Da mpudesse ser atribuido a lactama 6,
cuja massa corresponde a 237 Da, andlises por CL/EM permitiram uma melhor
identificacdo dos produtos, uma vez que os tempos de retencdo sdo bem diferentes
para cada composto. Conforme visto na figura 13, o tempo de reteng&o obtido para
CBX era de 0,209 min., enquanto a lactama apresentava 0,6 min. Dessa forma, foi
possivel inferir que esse pico € decorrente de ionizacdo na fonte do equipamento,
causando o fragmento observado ndo somente nesta andlise, mas também em
resultados anteriores. Conforme reportado na literatura, este primeiro fragmento foi
causado pela perda de uma molécula de agua da estrutura da caramboxina, levando
a massa protonada observada (GARCIA-CAIRASCO et al., 2013)

3.4.1. Estudos visando a purificagcéo do produto 1

Com relacao a purificacdo do produto final, avaliacdes por CCD mostraram que
0 produto acoplado 147 tinha alta retencdo em silica, de acordo com a fase movel
empregada para que se atingisse a melhor separacdo dos componentes do analito.
Com a obtencdo da CBX, o uso de silica em fase normal para sua purificacao seria
inviabilizado, uma vez que a tendéncia era o aumento da polaridade do produto,
devido aos grupos funcionais polares espalhados pelo esqueleto molecular,
acarretando em demasiada retencéo na silica. ApGs a purificacdo do produto 147 e
com a constatacdo de que o produto 148 apresentava boa pureza somente com a
extracdo, maiores esforcos foram concentrados na purificacdo da molécula alvo.

Dessa forma, algumas técnicas foram testadas. Primeiramente, foi utilizado a
cromatografia por exclusdo de tamanho utilizando Sephadex®, em semelhanca com
a metodologia ja utilizada para obtencdo da caramboxina de fonte natural. A principio,
a exclusdo por tamanho, caracteristico dessa forma de purificacdo, permitiria a
obtencdo da CBX, mas a analise por RMN ndo mostrou os sinais caracteristicos do
produto esperado, apenas diversos sinais de impurezas, como pode ser visto na figura
16.
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Figura 16. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) para 1 purificado utilizando Sephadex®
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Outra técnica testada foi baseada no principio do ponto isoelétrico, comum aos
aminoacidos devido a sua estrutura. Uma vez que a solubilidade de aminoé&cidos é
maior em solventes polares, devido as cargas espalhadas na estrutura, encontrar o
ponto de carga neutra através de mudancas no pH permitiria uma solubilidade maior
em solvente orgéanico e, portanto, apdés uma primeira extracdo impurezas, a CBX
poderia ser extraida com boa pureza através do controle de pH da solucao. Assim,
para determinar o ponto isoelétrico da molécula, uma “solucdo-méae” do bruto
reacional (obtida da metodologia de hidrdlise acida utilizando acido fosférico) foi
submetida a variacdes controladas de pH, dentro de uma faixa determinada, com
pequenas extracdes a cada um dos sete pontos estabelecidos. Além destes pontos,
um oitavo foi incluido correspondendo a um residuo presente na solucdo méae que,
apos as sucessivas variagdes, era soluvel apenas em solvente organico. A tabela 2

mostra os valores de pH estipulados.
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Tabela 2. Valores de pH tomados para extracfes através do ponto isoelétrico

Amostra 5 3 4 5 6 7
(ponto)
pH 1,71 2,09 2,26 2,60 3,10 3,6 4.3

ApoOs coleta de amostras e submissdo a andlise, o resultado para esse primeiro
teste mostrou que a separacdo apresentou um resultado melhor para o ponto 2, com
os demais apresentando material de partida ou subprodutos. No entanto, a
escalabilidade se mostrou novamente um problema, pois ao aumentar a massa de
produto a extrair e utilizando uma faixa de pH mais proxima do ponto 6timo
determinado no primeiro teste, o resultado das analises de EMAR e CL/EM mostraram

impurezas. A figura 17 mostra um dos resultados observados.

Figura 17. Espectro de massas para a purificacdo por extragdes com variacdo de pH
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Uma terceira técnica estudada, que pudesse conciliar ndo apenas boa pureza,
mas também melhor escalabilidade, foi baseada no uso de cartuchos de extragcdo em
fase sodlida, compostos de cadeia octadecil ligada a silica (ODS). De forma
exploratéria, um primeiro teste empregou cerca de 20 mg do material bruto e fase
movel composta de agua e metanol, com aumento da porcentagem de metanol (de 5
até 50%). E assim, as fracdes de fase movel aplicadas no cartucho foram coletadas,
separadas e depois evaporadas sob pressao reduzida.

O teste mostrou que a CBX era recuperada, com 6tima pureza, a partir de 10%

de metanol chegando até 30% na composi¢cao da fase movel, resultando na obtencéo
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de um sélido branco e cristalino. Um aspecto observado desse solido foi sua baixa
solubilidade mesmo em agua pura, equivalente a aproximadamente 5 mg/mL. No
entanto, uma melhora substancial dessa propriedade era observada com a adi¢ao de
pequena quantidade de solucdo acida, normalmente &acido cloridrico, o que foi
considerado no preparo de fase movel para purificacdes e anélises seguintes.

Apos a definicdo de uma metodologia de desprotecao eficiente (utilizando acido
cloridrico), o emprego da fase explorada nos testes com 0s cartuchos necessitaria
acompanhar o aumento de escala. Assim, considerando os resultados do teste, a
purificacéo foi planejada para como uma coluna cromatografica em fase reversa. Com
a disponibilidade de um equipamento automatizado de cromatografia em coluna no
Departamento de Fisica e Quimica da Faculdade de Farmacia, foi possivel aumentar
a eficiéncia do processo de purificacdo, com melhor escalabilidade e também pela
possibilidade de ajuste para empregar metodologia de purificacdo similar aquela
empregada em andlises por CL/EM, que também fazia uso de fase mével composta
de metanol e 4gua acidificada.

Assim, apés as definicbes de metodologias de hidrélise e com analises por
EMAR, CL/EM e RMN dos produtos obtidos até entdo, foi possivel confirmar a
molécula alvo em relacdo a sua massa e estrutura. A figura 18 mostra o espectro de

RMN de 'H obtido para a amostra sintética em CD3zOD.
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Figura 18. Espectro de RMN de 'H de 1 (500 MHz, CD30OD)
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Para comparar os dados obtidos do produto sintético com o produto natural, a
tabela 3 é dada abaixo. Os dados de RMN de !3C estdo dispostos na parte
experimental deste trabalho e os dados do produto natural estao dispostos no trabalho
de GARCIA-CAIRASCO et al. (2013). Ainda que pequenas Vvariagcbes nos
deslocamentos e nas constantes possam ser observadas para alguns sinais, até pelo
uso de outro solvente para a andlise do nlcleo de *H, as similaridades dos demais e
os desdobramentos apresentados indicam a correspondéncia entre as estruturas e

corroboram para o resultado atingido.
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Tabela 3. Comparacéo dos dados obtidos da CBX natural com a CBX sintética

O
9 NH
HO
11
HSCO 3 1 7
10 _OH
OH (@]
Produto Natural Produto sintético
1H (400 MHz, D20) 'H (500 MHz, CD30D)
H-4 6,42 (d, J =2,0 Hz, 1H) H-4 6,42 (d, J = 2,6 Hz, 1H)
H-2 6,37 (d, J = 2,0 Hz, 1H) H-2 6,35 (d, J = 2,6 Hz, 1H)
H-8 4,25 (dd, J=5,5, 8,0 Hz, 1 H) H-8 4,23 (dd, J =5,3, 9,6 Hz, 1H)
H-11 3,80 (s, 3H) H-11 3,77 (s, 3H)
H-7A | 3,66 (dd, J=14,0,5,5Hz, 1H) | H-7A | 3,86 (dd, J = 13,6, 5,4 Hz, 1H)
H-7B | 3,18 (dd, J = 14,0, 8,0 Hz, 1H) | H-7B | 3,04 (dd, J = 13,6, 9,7 Hz, 1H)

13C (100 MHz, DMSO-ds)

C-9 172,8 (C) 172,8
C-10 171,2 (C) 170,9
C-5 165,2 (C) 165,1
C-3 162,2 (C) 161,2
C-1 138,8 (C) 138.,6
C-2 110,0 (CH) 111,4
C-6 104,1 (C) 108,6
C-4 100,5 (CH) 100,0
c-11 55,4 (CHa) 54,9
C-8 53,5 (CH) 53,5
C-7 35,9 (CH2) 35,2

Com a sintese completa e a molécula caracterizada através das andlises
consideradas, foi possivel também estudar a estereoquimica da estrutura, uma vez
gue a rota desenvolvida seria capaz de prover uma sintese da CBX com configuracéo
determinada bastando empregar serina com configuracdo especifica para a sintese

do composto 146. Durante o estudo, foram feitas sinteses da molécula alvo
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empregando tanto derivado 146 sintetizado a partir do racemato de serina quanto da
L-serina.

Assim, com a posse dos produtos finais tanto em forma opticamente ativa quanto
na forma racémica, andlises cromatogréficas de alta eficiéncia em fase quiral foram
planejadas, uma vez que essa técnica tem sido aplicada na determinacdo da
constituicdo estereoisomérica de diversos produtos (AHUJA, 1991; WAINER, 1993).
Através de coluna com fase estacionaria quiral empregando vancomicina, uma
metodologia foi desenvolvida para identificar e quantificar os enantiomeros da

caramboxina sintética. A figura 19 mostra os cromatogramas obtidos dessas analises.

Figura 19. Cromatogramas obtidos das analises quirais para o produto opticamente ativo (A) e para a
mistura racémica (B) e sua sobreposicéo
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O resultado para a mistura racémica foi obtido como o esperado, embora a
resolucao observada para os picos pudesse ser otimizada. Uma vez que a resolucao
cromatografica € um parametro matematico que permite quantificar a separacdo de
produtos em uma mistura e esta relacionado a coluna empregada durante a analise,
uma variacao da coluna e das condi¢cdes analiticas levaria a uma melhor resolucéo,
consequentemente levando a picos mais separados e permitindo uma quantificacéo
mais precisa dos componentes presentes na amostra.

Ainda que a resolucéo obtida fosse passivel de otimizacéo, o que poderia indicar
um excesso enantiomérico na composicdo da amostra analisada, os resultados
sobrepostos permitem afirmar que o cromatograma A mostrou a presenca de um unico
enantibmero, um resultado bastante positivo, uma vez que nao ha indicacdo de
racemizacdo do produto acoplado durante as etapas de hidrélise. Isso também
permite inferir que o produto obtido foi a L-caramboxina, uma vez que foi obtida da L-
serina e ndo ha etapa reacional que seja capaz de inverter a configuracdo do grupo
amino na estratégia sintética definida.

Embora esses resultados permitam afirmar a configuracdo da CBX sintética
como sendo levogira, uma andlise comparativa pela mesma técnica, entre o produto
natural e sintético, confirmaria de maneira definitiva os dados obtidos. Com a
disponibilidade de CBX de fonte natural, esse resultado sera avaliado juntamente com
uma otimizacdo das condi¢cdes cromatogréaficas, para uma melhor separacao entre
picos.

No entanto, afim de avaliar outros métodos que gerassem mais dados e
pudessem determinar que o produto opticamente ativo sintético detinha a mesma
configuracdo que o natural, cuja configuracdo atribuida foi “L” (GARCIA-CAIRASCO
et al, 2013), uma alternativa foi o uso de polarimetro. Assim foram tomadas leituras
do material racémico, do enantibmero sintético e de um padrao fenilalanina para
comparacao do valor lido com aquele disposto na literatura (SAJEWICZ et al, 2008).
As amostras foram solubilizadas em solucdo de agua acidificada e metanol ou
utilizando somente metanol.

Entretanto, conforme os resultados eram lidos, notou-se que nao havia coeréncia
nos valores observados, mesmo para o padrdo fenilalanina utilizado quando foi
empregada a solugédo de metanol e agua acidificada. Quando metanol era utilizado,

os valores eram mais coerentes, todavia, o valor obtido para o racemato (cujo valor
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diferia de zero) ndo permitia maior confianca nos resultados, ainda que o produto
opticamente ativo apresentasse valor negativo, assim como no trabalho de Garcia-

Cairasco.
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4. CONCLUSAO

Com a sintese total da caramboxina alcancada, incluindo seu produto
opticamente ativo, a disponibilidade da toxina para estudos diversos abre
possibilidades para distintas areas de pesquisa como a toxicologia, bioquimica,
quimica medicinal, entre outras, 0 que representa oportunidades para a ciéncia
brasileira, devido ao impacto da descoberta do composto.

Embora sua sintese tenha sido redesenhada ao longo do estudo, de acordo com
os resultados obtidos a cada etapa, essa variagdo nas reacdes e técnicas empregadas
permitiram uma maior compreensdo da reatividade de determinados reagentes,
ampliando os conhecimentos relativos a sua sintese total. A sintese através da reacéo
de Heck por exemplo, permitiu a obtencdo de 138 com excelente rendimento e
eficiéncia, porém quando o substrato 143 foi empregado, a rea¢cdo nao produziu
resultados relevantes.

Decorrente dessas observacles, as reacfes de acoplamento baseadas em
paladio mostraram mais uma vez sua relevancia e versatilidade para a quimica
organica sintética, ao estarem presentes em todas as rotas estudadas neste trabalho,
compondo etapas-chave para a obtencdo da caramboxina, com destaque para a
reacao de acoplamento cruzado de Negishi, utilizada na rota sintética que conduziu a
molécula alvo e que fez uso de um intermediario mais reativo, ainda que
funcionalizado, considerando as rea¢fes de acoplamento cruzado

Com o desenvolvimento da rota sintética ja é possivel tracar planejamentos para
trabalhos futuros, permitindo que compostos analogos com potencial atividade
bioldgica sejam obtidos e estudados.

Com um satisfatério rendimento global de 33% em 10 etapas, com boa
reprodutibilidade e escalabilidade, podemos dizer que esta € uma rota eficiente,
empregando reac¢des conhecidas e consolidadas, permitindo inclusive a sintese de
CBX assimétrica. Isso representa um importante objetivo cumprido ndo apenas para
a realizacao deste trabalho, mas também para o grupo de pesquisa onde o estudo foi
realizado, dado seu historico com a caramboxina, desde o isolamento do produto

natural.
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5. MATERIAIS E METODOLOGIAS

5.1. Procedimentos gerais

Os solventes e reagentes foram tratados quando necessario, de acordo com as
recomendacdes presentes na literatura (ARMAREGO e CHAI, 2003). As reacfes
foram efetuadas sob condi¢cdes controladas de temperatura de acordo com as
metodologias empregadas e, quando necessario, sob atmosfera inerte.

As reagdes que envolvessem aquecimento foram realizadas com o auxilio de
mantas, banhos de 6leo ou em reator de micro-ondas (Marca Anton Paar, modelo
Monowave 300), conforme a necessidade de cada reacao (KAPPE, 2004). Reacdes
empregando intermediarios reativos instaveis foram gerados in situ sob condi¢des
controladas, como observado na etapa reacional que fazia uso de uma reacao de
acoplamento cruzado de Negishi.

Os produtos reacionais foram isolados por extracdes com solventes organicos
apropriados e submetidos a purificagcbes por cristalizagdo, destilacdo ou por
cromatografia em coluna, dependendo das caracteristicas da substancia em questao.
Solucbes saturadas de sais como cloreto de sédio ou bicarbonato de sodio, por
exemplo previamente preparadas foram utilizadas para as extracdes.

Para a purificagao via cromatografia em coluna, foram utilizadas colunas de vidro
e silica gel do tipo flash (tamanho de particula 230-400 mesh, 40-63 um e tamanho de
poro 60 A) da marca Sigma-Aldrich. Quando necessario, foi utilizada silica Cis da
marca Sigma-Aldrih para purificacdo em fase reversa (tamanho de particula 230-400
mesh, 40-63 um e tamanho de poro 90 A). Purificacées em colunador automatizado
foram executadas em um equipamento da marca Biotage, modelo Isolera. Como
eluente, foram utilizados solventes puros ou misturas de solventes adequados, de
acordo com os fatores de retencdo de cada produto. Eventualmente, aditivos foram
incluidos no preparo de fase movel.

Leituras de deslocamento da luz plano-polarizada foram executadas em
polarimetro digital marca Jasco, modelo P-2000, com lampada de sddio e cela de 10
cm, disponivel no Departamento de Fisica e Quimica da Faculdade de Farmacia de
Ribeirdo Preto. As leituras foram feitas empregando amostras de 10 mg solubilizadas
em 1 mL de solucédo de iguais quantidades de agua acidificada (0,05%) e metanol ou
1 mL de metanol puro, grau HPLC.
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5.1.1. Caracterizacdo e Analises cromatograficas e espectrométricas

Dentre as analises espectrométricas, 0s compostos isolados foram
caracterizados por diferentes técnicas: analises por RMN de *H, 13C e eventualmente
outros nucleos; espectrometria de massas de alta e baixa resolucdo e técnicas
cromatograficas. Os equipamentos utilizados para as analises cromatograficas e
espectrométricas estdo alocados no Departamento de Fisica e Quimica da Faculdade

de Farméacia de Ribeirdo Preto.

5.1.2. Analises cromatograficas

O curso de cada reacdo executada no estudo foi monitorado por cromatografia
em camada delgada e por cromatografia em fase gasosa, quando possivel. Para as
analises de CCD, foram usadas placas comerciais da marca Sigma-Aldrich (fase
normal, silica) ou Merck (fase reversa Cis), j& preparadas com indicador para luz
ultravioleta (A = 254 nm). Quando necessario, alternativas de revelacdo eram
utilizadas, como solucéo acida de vanilina ou iodo sublimado.

Andlises cromatograficas em fase gasosa foram realizadas utilizando um
cromatografo Shimadzu modelo GC-2014, dotado de injetor automatico AOC-20i,
empregando N2 como gas de arraste e ionizacao por chama. A coluna utilizada foi
uma RTX-1, marca Restek e o fluxo empregado foi de 1,30 mL/min e pressao de 98,5
kPa.

Caracterizada como espectrometria de massas de baixa resolucao, a técnica de
cromatografia gasosa acoplada a espectrdometro de massas (CG/EM) também foi
aplicada para caracterizar produtos reacionais, fazendo uso de um cromatdgrafo
Shimadzu modelo QP2010, com sistema de ioniza¢ao por impacto eletrénico (70 eV).
A coluna empregada foi uma DB-5 MS, marca J&W Scientific, empregando hélio como
gas de arraste e com fluxo de 1,30 mL/min e presséo de 69,3 kPa. Para amostras que
nao podiam ser analisadas por impacto eletrénico, foi utilizada técnica de
cromatografia liquida acoplada a espectrébmetro de massas com sistema de ionizagao
por electrospray e analisador por armadilha de elétrons.

Para separacdo de enantibmeros e determinagdo de excesso enantiomérico,

analises cromatogréaficas foram feitas em cromatografo Shimadzu modelo ECO,
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empregando coluna Chirobiotic V (150 x 4,6 mm; 5 um) e operando com forno a 40°C,

fluxo de 0,6 mL/min e com volume de injecdo de 1 L.

5.1.3. Analises espectrométricas

As andlises por RMN foram realizadas em espectrobmetros da marca Bruker,
modelos DPX 300, DRX 400 e DRX 500 alocados no Departamento de Quimica. Os
espectros para ndcleos de 'H foram obtidos sob 300, 400 ou 500 MHz. Para os
nucleos de '3C, os espectros foram obtidos sob 75, 100 ou 125 MHz. Os
deslocamentos quimicos (8), obtidos em parte por milh&o (ppm), utilizavam TMS como
padrao interno.

Espectros de massas de alta resolucdo foram adquiridas em equipamento
Bruker microTOF QII Bruker-Daltonics, com sistema de ionizacao por electrospray. As
amostras eram submetidas a analise através de bomba de infusdo, com fluxo de 1

ML/min e os espectros podiam ser gerados em modo positivo ou negativo.

5.2. Procedimentos experimentais

5.2.1. Preparagdo da 5,7-dihidroxi-2,2-dimetil-4H-benzo[d][1,3]dioxin-4-ona
(125)

Em um baldo, munido de agitagdo magnética, contendo o composto 124 (26,60
mmol, 5,0 g) e acido trifluoracético (0,50 mol, 38,0 mL) a 0°C, adicionou-se anidrido
trifluoracético (0,20 mol, 28,5 mL) e acetona (5,0 mL). Apés 20 horas em agitacao a
temperatura ambiente, a mistura reacional foi concentrada por destilacéo e o residuo
foi solubilizado em acetato de etila (70 mL). A fase organica foi lavada com solucao
saturada de NaHCOs (2 x 50 mL) e NaCl (50 mL), seca com MgSOa4 e concentrada
por pressao reduzida. O produto foi purificado por coluna cromatografica, levando a
um sélido amarelado (5,2 g, 92%).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6, ppm) &: 10,92 (s, 1H), 10,31 (s, 1H), 6,03 (d, J =
2,0) Hz, 1H), 5,95 (d, J = 2,0) Hz, 1H), 1,67 (s, 6H);
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RMN de 3C (100 MHz, DMSO-d6, ppm) &: 166,3, 163,4, 162,1, 156,9, 106,4, 97,2,
95,3, 91,7, 25,0, 22,2,

5.2.2. Preparagdo da 5-hidroxi-7-metoxi-2,2-dimetil-4H-benzo[d][1,3]dioxin-4-
ona (126)

Em um baldo, munido de agitacdo magnética e atmosfera de N2, contendo o
composto 125 (4,76 mmol, 1,0 g), PPhs (5,23 mmol, 1,37 g), metanol (5,23 mmol, 0,21
mL) e THF (10 mL), adicionou-se DIAD (5,71 mmol, 1,12 mL) a 0°C, apés a adi¢éo a
temperatura foi mantida e a reacdo agitada por 4 horas. ApGs o término da reacéo, a
mistura reacional foi concentrada por pressdo reduzida e o produto purificado por
coluna cromatografica, levando a um soélido amarelado (842 mg, 79%).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm) &: 10,45 (s, 1H), 6,15 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 6,01 (d,
J=2,3Hz, 1H), 3,82 (s, 3H), 1,73 (s, 6H).

RMN de *3C (100 MHz, CDCls, ppm) &: 167,7, 165,2, 163,1, 156,9, 106,9, 95,8, 94,6,
93,1, 55,7, 25,6.

5.2.3. Preparacdo de trifluormetanosulfonato de 7-metoxi-2,2-dimetil-4H-
benzo[d][1,3]dioxin-5-ila (127)

Em um baldo, munido de agitacdo magnética e atmosfera de N2, contendo o
composto 126 (6,25 mmol, 1,4 g) e piridina (13,6 mL), adicionou-se anidrido triflico
(5,3 mmol, 1,57 mL) a 0°C, apés a adicdo a temperatura foi mantida e a reacéo agitada
por 1,5 hora. Apos o término da reacao, a mistura reacional foi diluida com acetato de
etila (50 mL) e lavada com solugdes de CuSO4 (3 x 30 mL) e NaCl (30 mL). A fase
organica foi seca com MgSO4 e concentrada por pressdo reduzida. O produto foi

purificado por coluna cromatografica, levando a um sélido amarelado (1,89 g, 85%).
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RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm) &: 6,55 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 6,50 (d, J = 2,4 Hz,
1H), 3,89 (s, 3H), 1,76 (s, 6H).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls, ppm) &: 165,6, 158,9, 157,0, 149,9, 125,1, 120,9,
116,6, 112,4, 106,6, 105,3, 101,1, 101,0, 56,3, 25,5.

5.2.4. Preparacdo da metilbenzenosulfonato de 7-metoxi-2,2-dimetil-4H-
benzo[d][1,3]dioxin-5-ila (128)

Em um baldo, munido de agitacdo magnética e atmosfera de N2, contendo o
composto 126 (1,07 mmol, 220 mg) e THF (3 mL) a 0°C, foi adcicionado NaH (1,00
mmol, 50 mg). Apos cerca de 10 minutos a 0°C, foi adicionado cloreto de tosila (1
mmol, 206 mg) dissolvido em THF (3 mL). Ap6és meia hora a 0°C e 2 horas a
temperatura ambiente, a mistura reacional foi diluida com acetato de etila (10 mL) e
NaCl (10 mL). A fase organica foi seca com MgSOa4 e concentrada por pressao
reduzida. O produto foi purificado por coluna cromatografica, levando a um sdélido
branco (275 mg, 68%).

RMN de *H (400 MHz, CDCls, ppm) &: 7,91 (d, J = 8,4 Hz, 2H) ,7,33 (d, J = 8,1 Hz,
2H), 6,65 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 6,38 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 3,84 (s, 3H), 2,43 (s, 3H), 1,60
(s, 6H).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls, ppm) &: 165,4, 158,6, 156,6, 150,2, 145,6, 132,4,
129,6, 129,1, 105,9, 105,7, 101,3, 100,6, 56,0, 25,4, 21,7.

5.2.5. Preparagao da 2-hidroxi-4-metoxibenzoato de metila (135)

A.__OH

.-_:.-'

_

Em um bal&o, munido de agitacdo magnética e atmosfera de N2, adicionou-se
iodometano (18,0 mmol, 1,12 mL), o composto 134 (10,0 mmol, 1,68 g), trietilamina

(12,0 mmol, 1,53 mL) e DMF (10 mL), e em seguida mantendo-se a reagcédo sob
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temperatura de refluxo (150°C) por 1 hora. Apos este periodo a reacao foi finalizada
com agua (50 mL) e extraida com acetato de etila (3 x 50 mL). A fase organica foi
lavada com solucéo de HCI 10% (20 mL), com solucéo saturada de NaHCO3 (20 mL)
e seca com MgSOa. Por fim, o solvente foi removido por presséo reduzida e o produto
purificado por coluna cromatografica, levando a um sdlido branco (1,32 g, 73%).
RMN de *H (400 MHz, CDCls, ppm) &: 10,98 (s, 1H), 7,73 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,45-
6,42 (m, 2H), 3,91 (s, 3H), 3,82 (s, 3H).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls, ppm) &: 170,4, 165,6, 163,7, 131,2, 107,5, 105,4,
100,6, 55,4, 52,0.

5.2.6. Preparagao da 4-metoxi-2-(((trifluormetil)sulfonil)oxi)benzoato de metila
(136)
0. 0.
—— "

Lo

-
s

C 1
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Em um baldo, munido de agitacdo magnética e atmosfera de N2, contendo o
composto 135 (6,97 mmol, 1,27 g) e piridina (15 mL), adicionou-se anidrido triflico
(10,45 mmol, 1,75 mL) a 0°C, apés a adicdo a temperatura foi mantida e a reacéo
agitada por 1,5 hora. Ap6s o término da reacdo, a mistura reacional foi diluida com
acetato de etila (70 mL), lavada com soluces de CuSO4 (3 x 40 mL) e NaCl (40 mL).
A fase orgéanica foi seca com MgSOas e concentrada por presséo reduzida, levando a
um Oleo amarelo claro (1,07 g, 49%).
RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm) &: 8,06 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 6,96 (dd, J = 8,8 Hz,
J=2,8Hz, 1H), 6,77 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 3,93 (s, 3H), 3,88 (s, 3H).
RMN de *3C (100 MHz, CDCls, ppm) &: 163,9, 149,6, 134,1, 120,3, 117,1, 116,3,
113,4, 108,9, 56,0, 52,3.
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5.2.7. Preparacdo da (E)-4-metoxi-2-(3-metoxi-3-oxoprop-1-en-1-il)benzoato de

metila (137)
e .-"‘::"..H.___.-""lu.., -
cr - °

Em um vial de micro-ondas, munido de agitacdo magnética, contendo LiCl (0,69
mmol, 29,0 mg), acrilato de metila (1,0 mmol, 0,09 mL), DMF (11 mL) e trietilamina
(1,53 mmol, 0,22 mL), adicionou-se o composto 136 (0,20 mmol, 63,0 mg) e
Pd(PPhs)2Cl2 (0,02 mmol, 14,0 mg). A mistura reacional foi aquecida a 140°C e agitada
por 1 hora em reator de micro-ondas. ApoOs este tempo, a reacao foi extraida com
agua (20 mL) e acetato de etila (3 x 20 mL). A fase organica foi seca com MgSQO4 e
concentrada por pressdo reduzida. O produto foi purificado por coluna cromatografica,
levando a um solido branco (40 mg, 80%).

RMN de H (400 MHz, CDCls, ppm) &: 8,51 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 7,97 (d, J = 8,8 Hz,
1H), 7,03 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 6,93 (dd, J = 8,8 Hz, J = 2,8 Hz, 1H), 6,27 (d, J = 16,0
Hz, 1H), 3,89 (s, 3H), 3,87 (s, 3H), 3,82 (s, 3H).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls, ppm) &: 166,9, 166,7, 162,6, 144,4, 139,0, 133,1,
121,8, 120,8, 114,6, 113,1, 55,5, 52,1, 51,8.

CG-EM (70 eV, m/z, abundancia relativa, %): 250 (3), 191 (100), 148 (24), 117 (12),
77 (19).

5.2.8. Preparacédo de (E)-3-(7-metoxi-2,2-dimetil-4-ox0-4H-benzo[d][1,3]dioxina-
5-il)acrilato (138)

Em um vial de micro-ondas, munido de agitacdo magnética, contendo LiCl (1,53
mmol, 65,25 mg), acrilato de metila (2,25 mmol, 0,20 mL), DMF (11 mL) e trietilamina
(1,53 mmol, 0,22 mL), adicionou-se o composto 127 (0,45 mmol, 160,2 mg) e
Pd(PPhs)2Cl2 (0,045 mmol, 31,5 mg). A mistura reacional foi aguecida a 140°C e
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agitada por 1 hora em reator de micro-ondas. ApGOs este tempo, a reacao foi extraida
com agua (20 mL) e acetato de etila (3 x 20 mL). A fase organica foi seca com MgSO4
e concentrada por pressao reduzida. O produto foi purificado por coluna
cromatografica, levando a um sdlido amarelado (123 mg, 98%).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm) &: 8,61 (d, J = 16 Hz, 1H), 6,79 (d, J = 2,4 Hz,
1H), 6,48 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 6,31 (d, J = 16 Hz, 1H), 3,87 (s, 3H), 3,82 (s, 3H), 1,72
(s, 6H).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls, ppm) &: 166,7, 165,0, 159,7, 158,9, 143,1, 140,4,
121,9, 109,7, 105,5, 104,6, 102,4, 55,8, 51,8, 25,6.

CG-EM (70 eV, m/z, abundancia relativa, %): 292 (8), 234 (100), 206 (42), 176 (48),
147 (49).

EMAR-ESI (m/z): [M+H]* calculado para CisH170s 293,1025; encontrado 293,1033.

5.2.9. Preparacdo da 3-(7-metoxi-2,2-dimetil-4-ox0-4H-benzo[d][1,3]dioxina-5-
i)propanal (139)

Em um vial de micro-ondas, munido de agitacdo magnética, contendo LiCl (1,53
mmol, 65,25 mg), alcool alilico (2,25 mmol, 0,15 mL), DMF (11 mL) e trietilamina (1,53
mmol, 0,22 mL), adicionou-se o composto 127 (0,45 mmol, 160,2 mg) e Pd(PPhs)2Cl2
(0,045 mmol, 31,5 mg). A mistura reacional foi aquecida a 140°C e agitada por 1 hora
em reator de micro-ondas. ApoOs este tempo, a reacao foi extraida com agua (20 mL)
e acetato de etila (3 x 20 mL). A fase organica foi seca com MgSOa4 e concentrada por
pressao reduzida. O produto foi purificado por coluna cromatografica, levando a um
s6lido amarelado (68,9 mg, 58%).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm) &: 9,82 (t, J = 1,4 Hz, 1H), 6,51 (d, J = 2,5 Hz,
1H), 6,33 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 3,34 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 2,80 (td, J = 7,4 Hz, 1,4 Hz, 2H),
3,83 (s, 3H), 1,70 (s, 6H).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls, ppm) &: 201,6, 165,0, 160,1, 159,3, 147,4, 112,7,
105,1, 104,7, 99,9, 55,6, 44,6, 27,5, 25,6.
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5.2.10. Preparacédo de serinato de metila (141)
o)

oo

NH,
Em baldo bi-tubulado, munido de agitacdo magnética, atmosfera de N2 e
condensador de refluxo, foi adicionado o composto 140 (28,5 mmol, 3 g) e metanol
(50 mL), formando uma suspensao. Em seguida, foi adicionado cloreto de tionila (37,8
mmol, 2,5 mL) lentamente, mantendo-se a reacao sob temperatura de refluxo (65°C)
por 5 horas. Apés o término da reacdo, o meio reacional foi concentrado por pressao
reduzida e o produto da reacéo foi purificado por recristalizacdo em tolueno, levando
a um sodlido cristalino branco. (3,2 g, 95%).
RMN de !H (400 MHz, CDsOD, ppm) &: 4,16 (tap, J = 3,8 Hz, 1H), 4,01 (dd, J = 12,
4,4 Hz, 1H), 3,95 (dd, J = 12, 3,4 Hz, 1H), 3,85 (s, 3H).
RMN de *3C (100 MHz, CD30D, ppm) &: 169,4, 60,7, 56,1, 53,8.

5.2.11. Preparacéo de (terc-butoxicarbonil)serinato de metila (142)
o)
HO o~
NHBoc

Em um baldo bi-tubulado, munido de agitacdo magnética e atmosfera de Nz, foi
adicionado o composto 141 (7 mmol, 1,09 g), diclorometano (16 mL) e trietilamina
(15,4 mmol, 2,1 mL). Apos resfriar a mistura a 0 °C, foi adicionado dicarbonato de di-
terc-butila (5,17 mmol, 1,77 mL) lentamente e apdés 30 minutos a 0°C, a reacdao foi
agitada a temperatura ambiente por 3 horas. Ap6s o término da reacdo, a mistura
reacional foi diluida em acetato de etila e lavada com KHSO4 (20 mL), NaHCOs (20
mL) e NaCl (20 mL). A fase organica foi seca com MgSOa4 e concentrada por pressao
reduzida. O produto foi purificado por coluna cromatografica, levando a um 6leo incolor
(1,28 g, 84%).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm) &: 5,58 (d largo, J = 7,4 Hz, 1H), 4,37 (tap, J =
3,4 Hz, 1H), 3,97 (dd, J = 11, 3,6 Hz, 1H), 3,88 (dd, J = 11, 3,5 Hz, 1H), 3,78 (s, 3H),
1,45 (s, 9H).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls, ppm) &: 171,5, 155,9, 80,4, 63,4, 55,9, 52,6, 28,4.
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5.2.12. Preparagcdo de 2-((terc-butoxicarbonil)amino) acrilato de metila
(143)
0
Q*rj\o//
NHBoc

Em um baldo bi-tubulado, munido de agitacdo magnética e sob atmosfera de Nz,
foi adicionado cloreto de tosila (1,9 mmol, 362 mg) e DMAP (0,19 mmol, 23 mg) em
solucdo do composto 142 (0,95 mmol, 208 mg) em acetonitrila (1 mL), & temperatura
ambiente. Em seguida, foi adicionado lentamente DBU (4,75 mmol, 723 mg) a 0°C.
Apos voltar o meio reacional a temperatura ambiente e manter a agitacao por 2 horas,
a mistura foi diluida em acetato de etila (15 mL) e lavada com solu¢cédo saturada de
acido citrico (15 mL), 4gua (15 mL) e NaCl (15 mL). A fase orgéanica foi seca com
MgSO4 e concentrada por pressao reduzida. O produto foi purificado por coluna
cromatografica, levando a um 6leo incolor (103 mg, 54%).
RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm) &: 7,03 (s largo, 1H), 6,16 (s, 1H), 5,73 (d,J=1,5
Hz, 1H), 3,83 (s, 3H), 1,49 (s, 9H).
RMN de 3C (100 MHz, CDCls, ppm) &: 164,4, 152,5, 131,3, 105,2, 80,7, 52,8, 28,2.

5.2.13. Preparacéo de metil 2-((terc-butoxicarbonil)amino)-3-
iodopropanoato (144)
0

| o~
NHBoc

Em bal&o bi-tubulado, munido de agitagcdo magnética e sob atmosfera de N2, foi
adicionado imidazol (11 mmol, 748 mg) e PPhs (11 mmol, 2,9 g) em diclorometano
(35,2 mL) a temperatura ambiente. Em seguida, ap6s ser resfriado a 0°C, foi
adicionado a solucdo Iz (11 mmol, 2,54 g) em 4 porgbes iguais. Apos elevar a
temperatura do meio para a temperatura ambiente por 10 minutos, a reacéo foi
novamente resfriada a 0°C, sendo entdo adicionado uma solu¢cdo do composto 142
(8,6 mmol, 1,88 g) em diclorometano (8,8 mL). Ap6s manter a agitacao por 30 min a
0°C e mais 30 min a t.a., a mistura foi filtrada em silica e concentrada por pressao
reduzida. O produto foi purificado por coluna cromatografica, levando a um 6leo incolor

que se solidificava sob resfriamento (2,05 g, 75%).
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RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm) &: 5,38 (d, J = 6,8 Hz, 1H), 4,53 (dt, J=7,6 e 3,8
Hz, 1H), 3,80 (s, 3H), 3,60 (dd, J = 10,4 e 3,8 Hz, 1H), 3,56 (dd, J = 10,4 e 4,0 Hz, 1H),
1,46 (s, 9H).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls, ppm) &: 170,1, 154,8, 80,5, 53,7, 53,0, 28,3, 7,8.

5.2.14. Preparacéo de metil 3-(7-metoxi-2,2-dimetil-4-ox0-4H-
benzo[d][1,3]dioxin-5-il)propanoato (145)

%/oo

O

_0

Em recipiente adequado para reator de hidrogenagdo, munido de agitacéao
magnética, foi adicionado composto 138 (1,78 mmol, 520 mg) e solucdo de acetato
de etila e metanol (12 mL de solucao 1:1) e Pd/C (10%), (0,044 mmol, 47 mg). ApOs
adicdo de atmosfera de Hz, sob pressdo de 3,4 atm, a mistura foi agitada sob
temperatura ambiente por 16 horas. Apés este periodo, a mistura foi filtrada em silica
e o produto foi purificado por coluna cromatogréfica, levando a um 6leo amarelado
(322 mg, 64%).

RMN de *H (400 MHz, CDCls, ppm) &: 6,51 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 6,33 (d, J = 2,3 Hz,
1H), 3,34 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 2,66 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 3,83 (s, 3H), 3,66 (s, 3H), 1,70
(s, 6H).

RMN de *3C (100 MHz, CDCls, ppm) &: 173,3, 164,9, 159,9, 159,2, 147,3, 112,5,
104,9, 99,9, 55,5, 51,5, 34,6, 30,0, 25,6.

CG-EM (70 eV, m/z, abundéancia relativa, %): 294 (3), 236 (36), 208 (21), 176 (100),
148 (11).
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5.2.15. Preparacdo de metil 2-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(7-metoxi-2,2-
dimetil-4-ox0-4H-benzo[d][1,3]dioxin-5-il)propanoato (147)

%/oo

0]

_0

Em um baldo bi-tubulado, munido de agitacdo magnética e sob atmosfera de Nz, foi
adicionado zinco em po (13,5 mmol, 855 mg). Em seguida foi adicionado DMF (1,0
mL) e logo apés, foi adicionado cloreto de TMSCI (0,2 mL) para ativacdo do zinco.
ApoOs essa etapa, foi adicionado o composto 144 (1,5 mmol, 493 mg) dissolvido em
DMF (1,0 mL) e notou-se desprendimento de calor com a adi¢do. Apos um periodo de
15 minutos, foram adicionados o composto 127 (1 mmol, 356 mg), Pdz(dba)s (0,05
mmol, 44 mg) e SPhos (0,1 mmol, 42 mg) e a mistura foi agitada ainda sob
temperatura ambiente por 16h. ApOs este periodo, a mistura foi filtrada em silica,
concentrada por pressdo reduzida e o produto foi purificado por coluna
cromatografica, levando a um sélido marrom (309 mg, 87%).

RMN de H (400 MHz, CDsOD, ppm) &: 6,51 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 6,36 (d, J = 2,3 Hz,
1H), 5,39 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 4,57 (dd, J = 8,7, 3,1 Hz, 1H), 3,83 (s, 3H), 3,74 (s, 3H),
3,56 — 3,48 (m, 2H), 1,71 (s, 6H), 1,34 (s, 9H).

RMN de *3C (100 MHz, CDsOD, ppm) &: 172,6, 164,8, 161,0, 159,0, 155,3, 143,3,
113,7, 105,7, 105,3, 100,5, 79,6, 55,6, 54,6, 53,4, 52,3, 36,2, 28,2, 25,8, 25,3.
EMAR-ESI (m/z): [M+H]* calculado para C20H2sNOs, 410,1815; encontrado: 410,1808

5.2.16. Preparacéo de acido 2-(2-((tert-butoxicarbonil)amino)-2-
carboxietil)-6-hidroxi-4-metoxibenzoico (148)
HO.__O
HO
0

Em um baldo, munido de agitacdo magnética e condensador de refluxo, foi adicionado
o composto 147 (1 mmol, 409 mg), THF (6,8 mL) e solu¢cdo de KOH de concentracéo
5 mol/L (6,8 mL). A mistura foi agitada sob temperatura de refluxo (66°C) por 16h.

Apés o término da reacdo, a mistura reacional foi acidificada até pH = 1 com uma
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solucéo de HCI 5% e em seguida, foi diluida em acetato de etila e lavada com agua
(20 mL) e NaCl (20 mL). A fase organica foi seca com MgSOa4 e concentrada por
pressao reduzida, levando a um sélido amarelado (347 mg, 85%).

RMN de H (400 MHz, CDsOD, ppm) &: 6,28 (s, 2H), 4,45 (dd, J = 10,3, 4,7 Hz, 1H),
3,73 (s, 3H), 3,66 (dd, J = 13,1, 4,7 Hz, 1H), 2,87 (dd, J = 12,9, 10,4 Hz, 1H), 1,26 (s,
9H).

RMN de 3C (100 MHz, CDsOD, ppm) &: 175,8, 174,3, 167,0, 165,2, 157,8, 143,7,
112,9, 106,4, 100,8, 80,4, 55,8, 39,6, 28,6, 28,3.

EMAR-ESI (m/z): [M-H]  calculado para CisH20NOs, 354,1189; encontrado: 354,1182

5.2.17. Preparacdo de  acido 2-(2-amino-2-carboxietil)-6-hidroxi-4-
metoxibenzadico (1)
HO.__O
HO
0

Em um baldo, munido de agitacdo magnética, foi adicionado o composto 148 (0,6
mmol, 212 mg), THF (3,85 mL) e solucdo de HCI de concentracdo 6 mol/L (3,85 mL).
A mistura foi agitada sob temperatura ambiente por 18h. Apds o término da reacéo, a
mistura foi concentrada por pressdo reduzida e purificada utilizando colunador
automatizado, empregando fase reversa Cis e fase movel aditivada com 0,05% de
acido cloridrico concentrado, levando a um solido cristalino branco (112 mg, 73%).
RMN de 'H (500 MHz, CDsOD, ppm) &: 6,42 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 6,35 (d, J = 2,6 Hz,
1H), 4,23 (dd, J = 9,6, 5,3 Hz, 1H), 3,86 (dd, J = 13,6, 5,4 Hz, 1H), 3,77 (s, 3H), 3,04
(dd, J = 13,6, 9,7 Hz, 1H).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-d6, ppm) &: 172,8, 170,9, 165,1, 161,2, 138,6, 111,4,
108,6, 100,0, 54,9, 53,5, 35,2.

EMAR-ESI (m/z): [M+H]" calculado para C11H14NOs, 256,0816; encontrado: 256,0818
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RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds): 5,7-dihidroxi-2,2-dimetil-4H-benzo[d][1,3]dioxin-4-ona (125)
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RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds): 5,7-dihidroxi-2,2-dimetil-4H-benzo[d][1,3]dioxin-4-ona (125)
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RMN de 'H (400 MHz, CDCIs): 5-hidroxi-7-metoxi-2,2-dimetil-4H-benzo[d][1,3]dioxin-4-ona (126)
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RMN de 13C (100 MHz, CDClz): 5-hidroxi-7-metoxi-2,2-dimetil-4H-benzo[d][1,3]dioxin-4-ona (126)
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RMN de *H (400 MHz, CDCI): trifluormetanosulfonato de 7-metoxi-2,2-dimetil-4H-benzo[d][1,3]dioxin-5-il (127)

(300MHz, CDCI3) 2300

6.55
6.54

.
Y6

6.50
6.49
3.89
—1.76

H,C 2200

0. 0
Fbc__lr/’ -2100
o}

2000
0 o/

y, 1900
1800
1700
CH, 1600
1500
1400

[600 1300

L500  |B(d)
6.55

A (d) ~1100
300 6.50

200

900
100
’_ﬂ [ -800
ro
b T ! ' i
<

1200

—6.551
—6.544
—6.502
—6.494

F400

1000

700

T L
e --100
: -600

T T T T T T T T T T T
6.6 6.6 6.6 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5

1 (ppm) 1500

400
300

200
J ~100

o e JTM Lo

I
S

—

3.2-=

--100

~-200

T T T T T T T T T T T T T
115 11.0 105 100 95 90 85 80 75 7.0 65 %?( 5? 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
ppm



101

RMN de 3C (100 MHz, CDClg): trifluormetanosulfonato de 7-metoxi-2,2-dimetil-4H-benzo[d][1,3]dioxin-5-il (127)
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RMN de 'H (400 MHz, CDCI3): metilbenzenosulfonato de 7-metoxi-2,2-dimetil-4H-benzo[d][1,3]dioxin-5-il (128)
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RMN de 3C (100 MHz, CDCIlz): metilbenzenosulfonato de 7-metoxi-2,2-dimetil-4H-benzo[d][1,3]dioxin-5-il (128)
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RMN de *H (400 MHz, CDCIs): 2-hidroxi-4-metoxibenzoato de metila (135)
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RMN de 3C (100 MHz, CDCIz): 2-hidroxi-4-metoxibenzoato de metila (135)
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RMN de *H (400 MHz, CDCIls): 4-metoxi-2-(((trifluormetil)sulfonil)oxi)benzoato de metila (136)
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RMN de 3C (100 MHz, CDCls): 4-metoxi-2-(((trifluormetil)sulfonil)oxi)benzoato de metila (136)
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RMN de 'H (400 MHz, CDCI3): (E)-4-metoxi-2-(3-metoxi-3-oxoprop-1-en-1-il)benzoato de metila (137)
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RMN de 3C (100 MHz, CDCls): (E)-4-metoxi-2-(3-metoxi-3-oxoprop-1-en-1-il)benzoato de metila (137)
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RMN de 'H (400 MHz, CDCI3): (E)-3-(7-metoxi-2,2-dimetil-4-oxo-4H-benzo[d][1,3]dioxina-5-il)acrilato (138)
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RMN de 3C (100 MHz, CDClg): (E)-3-(7-metoxi-2,2-dimetil-4-oxo-4H-benzo[d][1,3]dioxina-5-il)acrilato (138)
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RMN de 'H (400 MHz, CDCIs): 3-(7-metoxi-2,2-dimetil-4-oxo-4H-benzo[d][1,3]dioxina-5-il)propanal (139)
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RMN de 3C (100 MHz, CDCls): 3-(7-metoxi-2,2-dimetil-4-oxo-4H-benzo[d][1,3]dioxina-5-il)propanal (139)

(100MHz, CDCI3) |
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RMN de 'H (400 MHz, CD30OD): serinato de metila (141)
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RMN de 13C (400 MHz, CD3OD): serinato de metila (141)
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RMN de H (100 MHz, CDCls): (terc-butoxicarbonil)serinato de metila (142)
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RMN de 13C (75 MHz, CDCI): (terc-butoxicarbonil)serinato de metila (142)
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RMN de *H (400 MHz, CDCIs): 2-((terc-butoxicarbonil)amino) acrilato de metila (143)
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RMN de 3C (100 MHz, CDCls): 2-((terc-butoxicarbonil)amino) acrilato de metila (143)
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RMN de 'H (400 MHz, CDCI3): metil 2-((terc-butoxicarbonil)amino)-3-iodopropanoato (144)

(400MHz, CDCI3)
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RMN de 3C (100 MHz, CDCIlz): metil 2-((terc-butoxicarbonil)amino)-3-iodopropanoato (144)
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RMN de *H (400 MHz, CDCI3): metil 3-(7-metoxi-2,2-dimetil-4-oxo0-4H-benzo[d][1,3]dioxin-5-il)propanocato (145)
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RMN de 3C (100 MHz, CDClz): metil 3-(7-metoxi-2,2-dimetil-4-oxo-4H-benzo[d][1,3]dioxin-5-il)propanoato (145)
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RMN de 'H (400 MHz, CDCIz): metil 2-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(7-metoxi-2,2-dimetil-4-oxo-4H-benzo[d][1,3]dioxin-5-
il)propanoato (147)
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RMN de 3C (100 MHz, CDClz): metil 2-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(7-metoxi-2,2-dimetil-4-oxo-4H-benzo[d][1,3]dioxin-5-
il)propanoato (147)
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RMN de 'H (400 MHz, CDCIs): acido 2-(2-((tert-butoxicarbonil)amino)-2-carboxietil)-6-hidroxi-4-metoxibenzéico (148)
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RMN de 3C (100 MHz, CDCls): acido 2-(2-((tert-butoxicarbonil)amino)-2-carboxietil)-6-hidroxi-4-metoxibenzoico (148)
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RMN de 'H (500 MHz, CD30D): &cido 2-(2-amino-2-carboxietil)-6-hidroxi-4-metoxibenzoéico (1)
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RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds): acido 2-(2-amino-2-carboxietil)-6-hidroxi-4-metoxibenzoéico (1)
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