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Resumo

O presente trabalho de investigagdo com o tema: “Sintese de
homoazanucledsidos potencialmente bioactivos: metodologias de introducdo de bases
heterociclicas” — faz parte de um projecto do grupo de Sintese Organica de Compostos
Bioactivos (linha 1) do Centro de Investigacdo em Quimica (CIQ) da Universidade do
Porto.

O objectivo principal deste projecto consistia na sintese de homoazanucledsidos
com potencial actividade anti-virica e antineoplésica a partir dos correspondentes aza-
biciclos.

Assim, inicialmente, procedeu-se a sintese dos aza-biciclos pretendidos por
reaccOes de aza-Diels-Alder entre a imina, resultante da reaccdo entre o glioxilato de 8-
fenilneomentilo e a S-feniletanamina, e o ciclopentadieno para formar o aza-biciclo
unico (Aducto 6). O aducto formado foi reduzido com LAH, dando origem ao
correspondente aminoalcool 7. Estas reac¢Ges ocorreram com rendimentos satisfatorios.

Para a introducdo das bases heterociclicas neste aminoalcool foram testados
varios métodos (via mesilacdo, via amidato e reaccdo de Mitsunobu). No entanto,
nenhum deles foi bem sucedido tendo-se somente num dos casos (Mitsunobu) obtido o
composto pretendido mas com um rendimento baixo.

Face a estes resultados delineou-se outra metodologia de sintese, metodologia
esta que envolveria mais dois passos reaccionais. Comecou-se por di-hidroxilar o aza-
biciclo (aducto 6) e, posteriormente, efectuou-se a cisdo oxidativa da ligagdo Cs-Ce.
Procedeu-se a proteccdo dos grupos hidroxilo do anel pirrolidinico resultante usando
cloreto de terc-butildifenilsilano, tendo-se obtido o produto pretendido com bons
rendimentos.

Para a obtencdo dos azanucledsidos alvo era ainda necessario efectuar a reducao
deste derivado pirrolidinico e proceder, posteriormente, a introducdo das bases. As
varias tentativas de reducdo foram no entanto, infrutiferas, ja que se verificou que a
reaccdo ou ndo ocorria, ou ocorria simultaneamente a remocdo de um dos grupos
protectores.

Ensaios realizados em paralelo com o aducto derivado da benzilamina (em vez
da S-feniletilamina) demonstraram que o insucesso de algumas das metodologias usadas
se deve provavelmente ao impedimento estereoquimico provocado pela presenca do

grupo metilo do S-feniletilo ligado ao azoto.



Abstract

This research : "Synthesis of potentially bioactive homoazanucleosides:
methodologies for the introduction of heterocyclic bases" - is part of an Organic
Synthesis of Bioactive Compounds group project (line 1) from the Centro de
Investigagdo em Quimica (CIQ) in Universidade do Porto.

The main objective of this project was to synthesize the homoazanucleosides
with potential antiviral and antineoplastic activity from the aza-bicyclic corresponding.

That way, initially, it was carried out a synthesis of the aza-bicyclic pursued by
reactions of aza-Diels-Alder and the imine, resulting from the reaction of 8-
phenylneomenthyl glyoxylate and S-phenylethylamine, and also the Cyclopentadiene to
form aza-bicyclo (adduct 6).

The produced adduct was reduced with LAH, turning into an aminoalcohol

corresponding. These reactions occurred with sustainable yield.
To introduce these heterocyclic bases in the aminoalcohol several methods were tested.
Even though, none of these procedures was successful, as there was only one case
where the desired compound was obtained but with a small yield.
Based on these unsuccessful results, another synthesis method took place, including
more reaction stages.

So, the aza-bicyclic was initially di-hydroxylated and then an oxidative scission
between C5-C6 was made. This was followed by the protection of the hydroxyl groups
of the resulting pyrrolidine using terc-butildiphenylsilane chloride, and the expected
product was obtained, this time with an oustanding revenue.

To obtain azanucleosides some other procedures had to be tested, like for
example: the reduction of the pyrrolidine derivative and, later, proceed to the
introduction of the bases.

However, all these reduction attempts were unsuccessful, once it was considered
that the reaction did not occur, or would occur but with the elimination of one of the
protecting groups.

Conclusion was that none of the synthesis methods was practicable to obtain the
intended homoazanucleosides.

Experiments conducted at the same time with the benzylamine adduct (instead of
S-phenylethylamine) showed that the unsuccessfulness of some methods was due to
stereochemical hindrance caused by the methyl group found in the S-phenylethylamine

linked to nitrogen atom.
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1. Ambito do projecto, Objectivos e plano de trabalho
1.1. Ambito do projecto

O presente trabalho foi realizado no &mbito do 2° ciclo de estudos em Quimica
da Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto, e foi orientado pela Professora
Doutora Maria Luisa Cardoso do Vale.

A presente investigacdo insere-se num projecto relacionado com a sintese de
analogos de nucledsidos de interesse com potencial actividade anti-virica e anti-
neoplasica que esta a ser desenvolvido na linha de Sintese Organica de Compostos
Bioactivos (linha 1) no Centro de Investigacdo em Quimica (CIQ) da Universidade do

Porto.



1.2. Objectivos

A sintese organica moderna permite aqueles que nela trabalham a sintese e
desenvolvimento de novas moléculas de interesse que poderdo ter actividade bioldgica e
ser aplicadas em novos farmacos que tém grande impacto no Mundo actual.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objectivo a preparacdo de novos
analogos de nucleodsidos, como potenciais agentes anti-viricos e/ou anti-neoplasicos (ver

estrutura genérica na figura 1).

NB = Base Heterociclica

Homoazanucleosido
(Analogo de nucleésido)

Figura 1 — Homoazanucledsido (andlogo de nucle6sido)

Os compostos obtidos seriam posteriormente avaliados quanto a sua actividade
bioldgica.



1.3. Plano de trabalho

Para cumprir os objectivos deste projecto elaborou-se o plano de trabalhos,
seguidamente apresentado. A sintese dos homoazanucle6sidos pretendidos (10) seria
conseguida a partir de um precursor comum, o aminoalcool 7. Este, por sua vez, seria
obtido a partir do 8-fenilneomentilo (3) por uma série de reaccdes, ja estudadas e

optimizadas anteriormente no nosso grupo de investigacao:
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Esquema 1: Plano de trabalhos previsto para a sintese pretendida.

As reaccdes que levam a sintese do aducto 6 (1R, 3exo) ja se encontram bem
estudadas e optimizadas pelo nosso grupo de investigacéo.

O composto 10 obter-se-ia a partir do aminoalcool 7 onde, por substituicdo do
grupo hidroxilo, seria introduzida uma base heterociclica para dar origem a 8. O

composto 8 seria di-hidroxilado para dar origem a 9. O Gltimo passo desta sintese seria



a cisdo oxidativa do composto 9, que daria origem ao seu dialdeido, que seria reduzido
in situ para originar o composto 10.

No entanto, os problemas encontrados aquando da introducdo das bases
heterociclicas, na passagem do composto 7 para o 8, levaram a que fossem feitas

algumas alteracdes ao plano inicial de trabalhos conforme apresentado no esquema 2.
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Esquema 2: Segundo Plano de trabalhos proposto para a sintese pretendida.

Nesta metodologia, proceder-se-ia inicialmente a di-hidroxilacdo do aducto 6
formando-se o composto 11. Este, cisdo oxidativa, daria origem ao dialdeido (12) que
seria reduzido in situ para originar o composto di-hidroxilado aberto 13. A protecgéo
dos grupos hidroxilo usando cloreto de terc-butildifenilsililo, seguida de reducéo do
grupo éster levaria a formacdo de 15. Seguidamente, seriam introduzidas as bases
heterociclicas pretendidas e, apds a remocdo dos grupos terc-butildifenilsililo obter-se-

iam os homoazanucledsidos pretendidos.



2. Introducao

O presente projecto de investigacdo teve como objectivo principal a sintese de
novos analogos de nucledsidos como potenciais agentes anti-viricos e/ou anti-
neoplasicos. Torna-se, entdo, necessario abordar e explorar a tematica do cancro e do
VIH de forma clara e acessivel, compreender 0 que sdo, as suas caracteristicas, como se
desenvolvem e em que medida se justifica a investigacdo de novos nucledsidos e seus
anélogos, as reaccbes envolventes e a metodologia aplicada para a sua sintese, como
meio de desenvolver farmacos cada vez mais eficazes no combate a estas duas

enfermidades.

2.1.Cancro*?

No mundo inteiro, milhdes de pessoas vivem com o diagndstico de cancro sendo
por isso a investigacdo constante nesta area de intervencdo tdo importante. Cada vez
existe mais informacdo sobre as suas causas, a forma como se multiplica, ou seja, sobre
a sua progressdo. De ha algum tempo para ca estdo, também, a ser estudadas novas
formas de o prevenir, detectar e tratar, tendo sempre em atencdo a melhoria da

qualidade de vida das pessoas com cancro, durante e apos o tratamento.

2.1.1. O que éocancro?

De uma forma simplista, 0 cancro ou massa tumoral ¢ um agregado celular de
células que proliferam de uma forma descontrolada e que resultam de uma Unica célula
primitiva que perdeu a sua homeostasia, ou seja, a sua capacidade de se autoregular.

Em condi¢bes normais, as células crescem e dividem-se para formar novas
celulas. No seu ciclo de vida, as células vdo desempenhando as suas fun¢des enquanto
armazenam biomoléculas indispensaveis a sua manutencdo. Assim que possuam todas
as condicdes para que haja divisdo celular, as células dividem-se de forma a originar
duas células-filhas. Esta divisdo é de extrema importancia nos organismos pluricelulares
— organismos constituidos por mais do que uma célula — pois assegura a manutencao
dos tecidos através da renovacdo celular. Infelizmente, algumas vezes, este processo
ordeiro e controlado de divisdo corre mal, havendo a formacdo de células novas, sem
gue o organismo necessite e, a0 mesmo tempo, as células velhas ndo morrem. As
células em excesso formam um tumor ou massa tumoral. A divisdo celular é regulada

principalmente por dois genes: 0 gene supressor tumoral e o proto-oncogene. O gene



supressor tumoral, uma vez expresso, origina uma cascata de reacgdes que leva a morte
programada da célula — apoptose. Pelo contrério, o proto-oncogene, uma vez expresso,
estimula a célula a replicar-se. Estes dois genes sdo de extrema importancia para manter
a identidade celular. Mutagdes ao nivel destes genes ou mesmo translocacfes destes
genes ao longo do genoma podem ter efeitos nefastos para o organismo — formacao de
uma célula tumoral e eventualmente crescimento de uma massa tumoral.

Nem todos os tumores correspondem a cancro, existindo os tumores benignos
(ndo cancerigenos) e os malignos (cancerigenos). Todos 0s dias no nNosso organismo
muitas células tornam-se tumorais, isto é, iniciam a sua divisdo descontroladamente.
Porém, 0 nosso sistema imunitario é capaz de reconhecer que as células estdo
descontroladas, na medida em que estas exibem agucares especificos na sua superficie
celular, sendo este sinal reconhecido pelas células do sistema imunitario. Algumas
destas células tumorais podem sofrer processos de apoptose (morte celular programada)
ao reconhecerem modificagfes na sua homeostasia, travando o desenvolvimento
tumoral.

As células dos tumores malignos podem invadir e danificar os tecidos e 6rgdos
circundantes; podem, ainda, libertar-se do tumor primitivo e entrar na corrente
sanguinea ou no sistema linfatico — causam assim uma metastese das células
cancerigenas, a partir do cancro original (tumor primario), formando novos tumores

noutros Orgaos.

2.1.2. Factores de risco de cancro

N&o existe uma causa especifica para a existéncia de tdo variado nimero de
cancros. A investigacdo consegue comprovar que determinados factores aumentam a
probabilidade de uma pessoa vir a desenvolver cancro. Globalmente, os factores de
risco mais comuns, para 0 cancro, sdo o tabaco, a exposicao excessiva a luz solar e a
radiacdo ionizante, manipulacdo de determinados produtos quimicos e outras
substancias, contacto com alguns virus e bactérias, abuso do alcool, uma dieta pobre em

nutrientes, falta de actividade fisica ou excesso de peso.



2.1.3. Métodos de tratamento do cancro disponiveis

O plano de tratamento do cancro depende, essencialmente, do estadio da doenca
e do tipo de tratamento a efectuar.

A maioria dos planos de tratamento inclui cirurgia, radioterapia, quimioterapia,
terapia hormonal e terapia biologica (imunoterapia). Alguns envolvem terapéutica
hormonal ou biologica. Adicionalmente, pode ser usado o transplante de células
estaminais (indiferenciadas), para que o doente possa receber doses muito elevadas de
quimioterapia ou radioterapia.*

Constituindo este projecto um trabalho de investigacdo em quimica, vamos fazer
uma abordagem sucinta da quimioterapia e sua contribuicdo para o tratamento do

cancro.
Quimioterapia

A quimioterapia consiste na utilizacdo de farmacos, para eliminar as células
cancerigenas. A quimioterapia pode ser constituida apenas por um farmaco, ou por uma
associacao medicamentosa. Os farmacos podem ser administrados oralmente, sob a
forma de comprimidos, ou através de uma injec¢cdo intravenosa. Em qualquer das
situacOes, os farmacos entram na corrente sanguinea e circulam por todo o organismo.
Trata-se portanto, de um tratamento inespecifico onde as células do organismo séo
afectadas indistintamente pela ac¢do destes farmacos (terapéutica sistémica).

A quimioterapia €, geralmente, administrada por ciclos de tratamento, repetidos
de acordo com uma regularidade especifica, que depende da situacéo clinica do paciente
e dos préprios farmacos administrados. O tratamento pode ser feito durante um ou mais
dias, existindo, depois, um periodo de laténcia, para recuperacdo, que pode variar desde
alguns dias até mesmo algumas semanas, antes de fazer a proxima sessao de tratamento.

Os efeitos secundarios da quimioterapia dependem, principalmente, dos
farmacos e respectivas doses utilizadas, assim como a predisposi¢do genética do proprio
organismo. Em geral, os farmacos anti-cancerigenos afectam, essencialmente, células

que se dividem continuamente e de uma forma relativamente rapida, como sejam:

o Elementos figurados do sangue: sdo as hemacias (globulos vermelhos) e os
leucdcitos (glébulos brancos).
o Células dos cabelos/pélos;

o Células do aparelho digestivo.



Alguns farmacos anti-cancerigenos podem, ainda, afectar a fertilidade feminina
e masculina. No caso da mulher a ac¢do de alguns farmacos utilizados na quimioterapia
podem afectar a menstruagdao de forma a tornarem-se irregulares ou mesmo cessar e a
longo prazo a mulher pode mesmo ficar infértil, ou seja, incapaz de engravidar.

Como ndo sdo conhecidos os efeitos secundarios da quimioterapia no feto €
aconselhavel a utilizacdo de métodos contraceptivos eficazes durante e apds o
tratamento. As gravidezes ap6s um tratamento desta natureza requerem um
acompanhamento e aconselhamento uma vez que ha riscos de méas-formacdes e abortos
espontaneos.

Os efeitos secundarios a longo prazo séo raros, ainda assim, atendendo a falta de
especificidade deste tipo abordagem terapéutica, o tratamento pode revelar-se eficaz no
combate a neoplasia maligna em causa, mas em simultdneo pode induzir outras
complicaces e outras doencas variadas, como um novo cancro, nomeadamente em

tecidos onde as células se renovam a uma taxa superior relativa a outras no organismo.
2.1.4. Compostos com actividade anti-neoplasica®

Os compostos anti-neoplasicos sdo substdncias que impedem o
desenvolvimento, crescimento, e/ou proliferacdo de células tumorais malignas. Estas

substancias podem ser de origem natural, sintética ou semi-sintética.
Segundo 0 mecanismo de accao estes podem ser classificados como:

o Ciclos especificos: aqueles que actuam directamente a célula tumoral num
determinado ciclo da diviséo celular;
« Ciclos inespecificos: sdo aqueles que afectam a célula durante todo seu ciclo de

desenvolvimento.

Muitos dos compostos anti-neoplésicos sdo pro-farmacos, isto €, administra-se
um medicamento menos toxico, ou com melhores caracteristicas farmacodinamicas e,
uma vez no organismo, este converte-se noutro farmaco mais eficaz, seguro e selectivo

em relacdo ao seu alvo terapéutico.

Dos farmacos ja existentes, podemos destacar os analogos da pirimidina (figura

2) e os analogos da purina (figura 3).
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Fluorouracilo Citarabina Gemcitabina
Figura 2 — Andlogos da pirimidina (antineoplasicos)
A accdo de cada um destes analogos da pirimidina é a seguinte:

Fluorouracilo — Fluorouracil® A sua reaccdo adversa mais frequente é gerada sobre a
medula 6ssea, produz leucopenia e também produz alteracdes gastrointestinales. Utiliza-

se nos cancros do colon, da mama e do ovario.
Citarabina — Citarabina® Emprega-se no tratamento da leucemia.

Gemcitabina — Gemzar® Emprega-se no cancro de pulmao ndo microcitico metastatico,

no carcinoma do pancreas e no da bexiga, neste caso associa-se a cisplatino.
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Cladribine Mercaptopurina Fludarabine
Figura 3 — Analogos da purina
A accdo de cada um destes andlogos da purina é a seguinte:

Cladribina — Leustatin® Usada no tratamento da tricoleucemia activa e na leucemia

linfocitica cronica que ndo tenha respondido a outros tratamentos. E um medicamento



com elevada toxicidade. As alteragdes hematologicas sdo as mais graves que esta pode

produzir.

Mercaptopurina® Utiliza-se em diferentes tipos de leucemia. E util na doenca

inflamatdria intestinal.

Fludarabina — Beneflur® Tal como a Cladribina, utiliza-se na leucemia linfocitica
cronica que ndo tenha respondido a um tratamento regular com agentes alquilantes.

Produz neutropenia e trombocitopenia.
2.2.HIV®

A SIDA ¢ provocada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) e apenas
infecta humanos. E transmitida por contacto com uma pessoa infectada e/ou as suas
secrecdes, sendo que esta transmissdo pode acontecer de trés formas: relacbes sexuais;
contacto com sangue infectado; de mae para filho (transmissdo directa), durante a
gravidez ou o parto e pela amamentacéo.

O VIH é um virus bastante poderoso que, ao entrar no organismo, dirige-se ao
sistema sanguineo, onde comeca de imediato a replicar-se, atacando o sistema
imunitario, mais concretamente destruindo as celulas de defesa do organismo
(responsaveis pela imunidade celular — os leucécitos ou glébulos brancos).

Da infeccdo por VIH pode resultar o aparecimento de doencas ditas
“oportunistas”, como a tuberculose, a pneumonia, a candidiase, o citomegalovirus, a
toxoplasmose, a criptosporidiose e o sarcoma de Kaposi, uma forma de cancro que
provoca o aparecimento de pequenos tumores na pele em varias zonas do corpo e pode,
também, afectar o sistema gastrointestinal e os pulmdes.

A SIDA provoca ainda alteracdes como perda de peso, aparecimento de massas
tumorais no cérebro e outros problemas de salde que, sem tratamento, podem levar a

morte. Esta sindrome manifesta-se e evolui de modo diferente de pessoa para pessoa.
2.2.1. Historia do VIH

A Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) matou mais de 20 milhdes
de pessoas nos ultimos 20 anos e, até hoje, ndo foi possivel encontrar nem uma cura
nem uma vacina eficazes para lutar contra esta ameaga que é transversal a todas as

idades, e que esta presente em todos os continentes.



A infeccdo com o VIH caracteriza-se por quatro fases diferentes. Ocorre
primeiro o periodo de infeccdo aguda, até quatro semanas apds o contdgio e no qual o
seropositivo ¢é afectado por diversos sintomas pouco caracteristicos, semelhantes aos de
uma gripe, e cuja causa, normalmente, passa despercebida a doentes e médicos.

Segue-se um periodo que pode durar 10 a 15 anos (em alguns casos mais em
outros menos), no qual, embora o virus se continue a multiplicar, o seropositivo nao
apresenta quaisquer sintomas. Nesta fase, apesar de o virus continuar a matar as células
CD4, o organismo consegue repor quase a mesma quantidade de células que séo
destruidas diariamente.

A terceira fase da doenca, em que 0 organismo j& ndo consegue repor
completamente a quantidade de células CD4 destruidas pelo virus, caracteriza-se por
uma imunodepressdo moderada, com sintomas e sinais associados. Emagrecimento,
suores nocturnos, diarreia prolongada e febre, sdo alguns dos exemplos de
manifestacdes clinicas nesta fase de evolu¢do da infecgéo.

A quarta fase, em que o seropositivo passa a ter SIDA, ocorre quando a
contagem de células CD4 se torna muito baixa ou quando a pessoa € afectada por outra
doenca indicadora de um estado de imunodeficiéncia grave.

Apesar de ndo existirem farmacos capazes de eliminar por completo o virus do
organismo, os medicamentos anti-retroviricos existentes conseguem baixar a quantidade
do virus para valores minimos e preservar a funcdo imunoldgica do organismo,
retardando a evolucdo da doenca e proporcionando aos seropositivos uma maior

esperancga e melhor qualidade de vida.

2.2.2. Medicamentos existentes para o controlo do avanco do virus da
SIDA

Existem varias moléculas utilizadas j& para o controlo do avanco do virus da
sida. As moléculas ja existentes interagem como inibidores em varias fases do ciclo de

vida do VIH. Essas moléculas estdo apresentadas na secgdo seguinte.



2.3.Compostos com potencial actividade anti-virica

Figura 4 — Ciclo de vida do VIH

Os anti-retrovirais classificam-se actualmente em trés grupos de acordo com o
seu mecanismo de acgao.

Os inibidores da transcriptase reversa, que podem ou ndo ser analogos de
nucledsidos. Os andlogos de nucledsidos ja existentes sdo o abacavir (ABC), a
didadosina (ddl), a estavudina (d4T), a lamivudina (3TC), a zalcitabina (ddC) (retirada
do mercado), a zidovudina (AZT), o tenofovir, a emtricitabina, o entecavir e o aciclovir
(ACV) (também utilizado para inibicdo da replicacdo do virus do Herpes simplex).
Apresentam-se, seguidamente, as estruturas de alguns destes compostos.
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Figura 5 — Exemplos de analogos de nucleésidos inibidores da transcriptase reversa®



Existem também inibidores da transcriptase reversa que ndo sdo analogos de

nucledsidos como, por exemplo, o efavirenz, a nevirapina e a delavirdina.
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Figura 6 — Exemplos de inibidores da transcriptase reversa que ndo sdo analogos de nucleésidos®

Os analogos dos nucledsidos s6 exercem a sua accdo antivirica depois de
fosforilados a nivel intracelular.

Algumas moléculas sdo activas apenas contra o VIH-1, como é o caso da
nevirapina, que € um inibidor ndo nucleosido da transcriptase reversa.

Recentemente, aprovou-se 0 entecavir mas apenas para o tratamento da infecgéo

pelo virus da hepatite B.
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Figura 7 — llustracdo da transcricdo do ARN para ADN pela transcriptase reversa



Os inibidores da protease sdo medicamentos que actuam como inibidores
peptidicos miméticos da protease do virus do VIH. No entanto, este virus sofre
mutacdes e é capaz de adquirir resisténcia a esta classe de compostos. Como exemplos
de inibidores da protease temos o indinavir, o nelfinavir, o ritonavir, a saquinavir e
ainda o amprenavir, o fosamprenavir, o atazanavir, o lopinavir e o tipranavir.

Recentemente aprovado, o tipranavir sé é activo contra o VIH-1 e deve ser
utilizado apenas em co-administracdo com o ritonavir e em doentes com VIH-1 que
apresentem resisténcia aos inibidores da protease ja disponiveis. Ao contrario dos
analogos de nucleosidos, os inibidores da protease ndo necessitam de ser convertidos
intracelularmente em metabolitos activos e sdo eficazes contra a infecgdo pelo VIH em

estado latente.
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Figura 8 — Exemplos de inibidores da protease®

Os inibidores de fusdo representam outra forma estratégica de combate a
capacidade de replicacdo do VIH no organismo. Para que o ciclo de reproducéo do VIH
se complete, este necessita de se fundir com um linfocito T, depositando assim a sua
informagdo genética, dando origem a novos virus. Enquanto os inibidores de protease e
da transcriptase reversa tém como objectivo a interrupcdo do processo de replicacédo
viral numa fase em que o VIH ja infectou a célula linfatica alvo, os inibidores de fuséo



sdo concebidos de forma a impedir que o virus consiga penetrar nos linfocitos T e nem
sequer inicie a infeccéo.

O enfuvirtide® é um exemplo de um inibidor de fusdo e um anti-retroviral que
exibe um mecanismo de accdo diverso dos ja referidos, na medida em que dificulta ou
bloqueia a adesdo do VIH aos linfocitos. Outros inibidores de fusdo existentes séo o

cosalano, um anélogo seu policarboxilado e 0 RPR 103611 (Figura 9).
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Figura 9 — Exemplos de inibidores de fus&o®

A associacdo de inibidores da protease com inibidores da transcriptase reversa
permite aumentar a eficacia terapéutica e retardar, ou mesmo prevenir, a emergéncia de
estirpes resistentes.

A terapéutica tripla® — dois analogos de nucleésidos mais um inibidor da
protease ou dois nucledsidos mais um inibidor da transcriptase reversa ndo nucledsido —
é susceptivel de determinar uma reducdo importante na morbilidade e mortalidade dos

doentes mesmo quando em fase avancada da doenca.



Os anti-retrovirais com actividade especifica contra 0 VIH possuem um perfil
farmacoldgico muito complexo e sdo susceptiveis de induzir reacgdes adversas graves,
apresentando interaccbes medicamentosas clinicamente significativas que sdo, na sua

maioria, de caracter farmacocinético.

Uma vez que muitos dos medicamentos anti-retrovirais existentes sdo analogos
de nucleosidos (carbonucledsidos), a sintese de novos analogos de nucledsidos,
nomeadamente, homoazanucle6sidos, mais eficazes e menos toxicos, é sem duvida um

dos campos de intervencao prioritaria.

2.4. Anélogos de Nucle6sidos’

Os anélogos de nuclebsidos constituem um grupo de compostos relacionados
estruturalmente com os nucledsidos naturais, que sdo os constituintes fundamentais do
ADN e ARN, cuja importancia bioldgica na transmissdo da informacdo genética, na
transcricdo e na sintese proteica, € bem conhecida. Os resultados encorajadores obtidos
com alguns destes compostos, como p.ex. a lamivudina, 0 mais importante analogo
nucleosidico, levaram a que esta familia de compostos se tornasse foco de uma série de
estudos e alvo de um interesse crescente.

A substituicdo dos nucle6sidos naturais por analogos modificados que
mantenham uma grande similaridade estrutural mas que sejam capazes de bloquear 0s
processos enzimaticos do virus ou das células malignas, tornou-se, num dos objectivos
da quimica terapéutica anti-viral e antitumoral. Com a preparacdo dos analogos
pretende-se conseguir uma ac¢do ndo s6 efectiva como também selectiva, utilizando as
diferencas enzimaticas existentes entre os virus e células malignas e as células
hospedeiras, com o objectivo de evitar o aparecimento de efeitos secundarios. Os
analogos de nuclet6sidos podem ser obtidos através de diversas alteracbes realizadas
sobre a estrutura dos nucledsidos naturais. As de maior interesse sdo as que envolvem
substituicdes por fragmentos estruturais no esqueleto do glicido. Encontram-se
seguidamente representadas as estruturas genéricas de nucledsidos naturais, com
indicacdo da relagdo estrutura/actividade resultante das varias modificacdes possiveis
(Figuras 10 e 11).



Activos
R; <«——— H, OH, NH, ou NHMe

H, Me ou Halogénios Activos

OH, OMe ou OEt Inactivos Xn Inactivos C.0ouS

/K Inactivo
N o <=— S

¢ Activ? Ligagdo N-C
Inactiva Ligacgao C-C

OH _Activos
CH,Nj; ou Carbonilos Inactivos

Activos H

-
/ R, Inactivos OH

H, N5 F ou CH,OH e Ligagdo dupla R;-R, Activos
OMe, OEt, CN, NH, SCN, alil, S-alquil ~ Inactivos
Cl, Brou I e Ligagdo dupla C-R, Inactivos

Figura 10 — Estrutura geral de analogo de nucle6sido com base pirimidinica, com indicacdo local das
alteracGes de 4tomos ou grupos funcionais que podem modular a actividade do nucleésido final.

NH, NHMe ou OH Activos
SH, Se ou Halogénio Inactlvos

Sem N Inactivo —» N

H Activo > R
NH, Halogénio IV )\
. C Activos Actlvos NH, OH, H

Com N Inactivo R.. SouN Inactivos ou Halogemos
OH Activos —> ¢

Sem N Inactivo

Ligagdo simples ActiV(V

Ligagdo dupla Inactivos R4 R5\

H Activo

NH, Halogénio Inactivo
H,N;o0uF Activos ’

Oh, NH, Cl ou Br Inactivos . .
’ Ligacdo simples ou dupla Activos
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Do ponto de vista quimico, € de realcar que a auséncia da ligacdo N-glicosidica
dos nucleosidos naturais confere aos carbonucledsidos e azanucledsidos uma maior
estabilidade quimica e metabdlica, concedendo assim uma maior resisténcia a
degradacdo enzimatica pelas hidrolases. A condicdo essencial para a actividade anti-
VIH dos analogos é poderem ser enzimaticamente fosforilados por enzimas



intracelulares (cinases) e assim incorporar-se nas cadeias nucleotidicas (ADN e ARN),
inibindo a replicacéo do genoma virico.

Na sintese deste tipo de compostos, contendo varios centros quirais, é frequente
a obtencdo de misturas de varios estereoisomeros. Uma vez que a configuracdo podera
ser determinante para a sua actividade antivirica ou antineoplésica, torna-se necessario
obter estes compostos nas suas formas enantiomericamente puras. Existem actualmente
varias abordagens que permitem alcancar este objectivo, como sejam a resolugdo de
racematos, a sintese quimica a partir de compostos opticamente activos ou a sintese
assimétrica. E sobre esta ultima que nos debrucamos no proximo capitulo, por ser a

abordagem adoptada no presente trabalho de investigacéo.

2.4.1. Sintese assimétrica®

Actualmente, existe um grande interesse por sintetizar compostos
enantiomericamente puros devido a importancia no contexto da actividade bioldgica
deste tipo de compostos.

De facto, algumas drogas, pesticidas, aditivos alimentares, etc... sdo quirais,
existindo como dois (ou mais) estereoisomeros que, do ponto de vista da actividade
biolbgica, devem ser considerados como substancias diferentes.

Até cerca de inicios dos anos 90, a maioria das “drogas” comerciais de
moléculas quirais eram vendidas como misturas racémicas, nao se tendo a preocupacao
de averiguar qual dos enantiomeros era realmente responsavel pelo efeito desejado. No
entanto, quando se verificou que o uso do enantidmero errado poderia provocar um
efeito txico ao organismo, tornou-se evidente a necessidade de obter os enantiomeros
separadamente.

Existem trés principais métodos que podem ser aplicados para a determinacédo da
pureza enantiomérica dos produtos obtidos, ou seja, para a avaliacdo da selectividade
alcancada. Estes séo:

e Medicdo do poder rotatorio especifico;

e Determinacdo cromatografica da razdo entre os produtos obtidos;

e Analise por RMN (ressonancia magnética nuclear), utilizando um
reagente de resolucao quiral;

Segundo Morrison e Moshu®, “A sintese assimétrica ¢ a reac¢do onde um

fragmento aquiral do substrato é convertido, através de um reagente, numa unidade



quiral, de tal forma que os produtos estereoisoméricos se formem em diferentes
quantidades”.

Mais recentemente, lzumi'® classificou a sintese assimétrica como sendo
enantiosselectiva, quando, seguindo a definicdo de Morrison e Mosher, um enantiomero
¢ produzido em maior quantidade em relagdo ao outro. Da mesma forma que, uma
reaccdo diastereoselectiva é aquela em que um dos diastereoisdbmeros € produto

maioritario em relacdo a outros.

Condicdes para que a sintese assimétrica seja considerada eficiente

Apesar dos problemas encontrados na produgdo de compostos
enantiomericamente puros, 0S avangos nos métodos quimicos da sintese assimétrica,
nos ultimos anos, tém sido tantos que levaram ao desenvolvimento de metodologias que
seguem determinadas condicdes e sdo consideradas um bom método.

Eliel sumariou algumas condigdes para uma sintese assimétrica eficiente e/ou
para que o auxiliar quiral seja eficiente:*!

e Tem de ser altamente selectiva (> 85%);

e O auxiliar quiral deve ser recuperado com bom rendimento sem racemizagéo; se
possivel deve-se recuperar o auxiliar quiral por remoc¢do com retencdo da configuracao
para poder ser reutilizado;

e O auxiliar quiral deve ser barato;

e O auxiliar quiral deve permitir uma boa separacdo cromatografica dos
estereoisomeros;

e A reaccdo deve ocorrer com bom rendimento;

e O balanco entre o agente auxiliar quiral e o produto com o novo centro de
quiralidade é, também, importante. Por esta razdo, o melhor auxiliar quiral é um
catalisador quiral eficiente.

Existem varias formas de sintese assimétrica como por exemplo 0 uso de:

substratos quirais, auxiliares quirais, reagentes quirais e catalisadores quirais.



2.4.1.1. Substratos quirais™

O uso de substratos quirais foi a primeira metodologia utilizada em sintese
assimétrica e foi bastante popularizada por Hannesian no inicio da década de 80 durante
a sintese total de varios produtos naturais. Esta metodologia possibilita a formacdo de
novos centros estereogénicos a partir de matérias-primas quirais através de reaccGes

diastereosselectivas (ver esquema 3).
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Esquema 3: Uso de substratos quirais em sintese assimétrica

Neste caso, ha transferéncia de quiralidade do substrato quiral (-)-a-pineno (a)
para o (+)-pinenodiol (b). A estereoquimica da reaccdo € dirigida pelos centros quirais
ja presentes no substrato quiral a. Esta reaccdo € syn-diastereosseletiva porque a di-
hidroxilacdo da-se preferencialmente pela face oposta a da ponte existente em a, ou
seja, a face estericamente menos impedida da olefina. Assim, as configuracdes absolutas
dos novos centros quirais do intermediario quiral b provém da estereoquimica do
substrato quiral a na etapa de transferéncia de quiralidade.

Esta transferéncia da quiralidade (transformacdo de a em b, a principio, poderia

dar origem a uma mistura dos diastereoisomeros.

Figura 12 — Diastereoisomero syn (c)

A diferenca existente na formagéo dos dois diastereoisomeros deve-se ao estado
de transicdo, ou seja, 0 que tiver um estado de transicdo menos energético € o que se

forma em maior quantidade. Neste caso a substancia b foi obtida como unico



diastereoisémero, isto €, em 100% de excesso diastereoisomérico (100% e.d.), ou seja, 0
isdbmero ¢ ndo se formou no decorrer da reacgéo.

O uso de substratos quirais é uma abordagem bastante interessante
economicamente para a sintese de moléculas-alvo especificas pois a pureza Optica dos

intermediarios quirais (como b) é assegurada pela quiralidade do substrato (como a).

2.4.1.2. Auxiliares quirais®*

A utilizagdo de auxiliares quirais € um método actualmente muito usado em
sintese assimétrica e foi desenvolvido em meados da década de 80.

Nestes casos, a inducdo assimétrica € conseguida incorporando um auxiliar
quiral no substrato, que faz com que existam dois estados de transicdo
diastereoisoméricos, de diferente energia.

O uso de auxiliares quirais permite a formacdo de centros quirais a partir de

matérias-primas aquirais através de reac¢des diastereosseletivas (esquema 4).
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Esquema 4: Uso de auxiliares quirais em sintese assimétrica



Inicialmente, o &cido carboxilico f, aquiral, é transformado no correspondente
éster quiral h por reaccdo com o auxiliar quiral (+)-g, na presenca de (COCI),. De
seguida efectua-se a transformacdo pretendida no residuo de é&cido, obtendo-se o
produto i com um excesso diastereomérico de 94 %. A remocdo do auxiliar quiral
fornece o produto final, (S)-j, com um e.e. de 86 % e o auxiliar quiral retém a sua a
configuracao.

A utilizagdo de auxiliares quirais em sintese assimétrica tem a desvantagem de
necessitar de duas etapas adicionais, nomeadamente, a adicdo e a remocao do auxiliar

quiral.

2.4.1.3. Reagentes quirais®

Nesta metodologia, o substrato pré-quiral é directamente convertido num
produto quiral pelo uso de um reagente quiral; a estereosselectividade observada deve-
se a diferenca energética dos estados de transicdo diastereoisomeéricos.

No contexto da utilizacdo de reagentes quirais, deve destacar-se a utilizacdo de
bases quirais, que efectuam desprotonacdes enantiosseletivas dos compostos pro-
quirais, permitindo posteriores substituicdes nessa posi¢do, levando a formacdo de
produtos quirais, onde um dos enantidmeros se obtém maioritariamente em relacdo ao
outro.

Um outro exemplo do uso de reagentes quirais é a reducdo enanteosselectiva de
cetonas usando o (R)-alpino-borano (esquema 5).> Este reagente é largamente

empregue na reducdo de cetonas a alcodis formando um novo centro quiral.
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Esquema 5: Reducdo de cetonas com ajuda de um reagente quiral

Na reaccdo representada no esquema 5 o0 controlo estereoquimico é
fundamentado pelos seus estados de transicdo diastereocisoméricos (de energias

diferentes) nas suas conformagdes em forma de barco m;* e m,* (figura 13). O ataque



do reagente quiral (R)-k pode ocorrer por dois lados, pela face re do grupo carbonilo de
| levando ao estado de transicdo m;*, que gera my, ou pela face si de | conduzindo a
m,*. O estado de transicdo m;*¥ é o menos energético, visto que ha uma menor
interacgéo entre o grupo metilo do catalisador quiral e o substituinte menos volumoso
(Rp) de . No caso do estado de transigdo m,*, que conduz ao enantidmero m,, ha maior
interaccdo entre 0 mesmo grupo metilo do catalisador quiral e o substituinte mais

volumoso (Rg) de I.
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Figura 13 — Controlo da selectividade pelo uso de um reagente quiral
2.4.1.4. Catalisadores quirais®*?

O emprego de catalisadores quirais é outra abordagem em sintese assimétrica
que vem sendo objecto de intensos estudos actualmente. Neste caso, um substrato pro-
quiral é directamente convertido num produto quiral pelo uso de um reagente aquiral na
presenca de um catalisador quiral. Como catalisadores quirais podem ser destacadas
duas classes: o0s sintéticos (por exemplo, organometélicos) e os biologicos
(microorganismos e enzimas).

No esquema 6 encontra-se representado um exemplo de sintese envolvendo um

catalisador quiral sintético. Neste exemplo o substrato pro-quiral n é transformado no



produto quiral o por adi¢do de dietil-zinco (reagente aquiral) na presenca do ligando
quiral (-)-DAIB.

o
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(R = alquilo ou arilo) OH (0,01 eq.) (>95%;>98 % e.e.)

(-)-DIAB

Esquema 6: Sintese assimétrica via catalisador quiral

Os ligandos quirais, como o (-)-DAIB, séo utilizados com elevadas purezas
enantioméricas. Uma nova e crescente tendéncia neste método de uso de catalisadores
quirais consiste no emprego de ligandos quirais de baixas purezas Opticas, em
quantidades cataliticas, levando a produtos de altas purezas enantioméricas
(percentagem de excesso enantiomérico). Este facto € denominado de amplificacdo
cinética da quiralidade. Por exemplo, o uso do (-)-DAIB em 14% e.e. leva a formacéo
de o em 98% e.e.

Uma vantagem da catélise assimétrica é o uso de uma pequena quantidade do
ligando quiral (0,05 equivalentes em relagdo ao reagente aquiral), embora em alguns
casos seja necessaria uma maior quantidade do ligando quiral para se alcangar uma
velocidade de conversdo razoavel ou para compensar perdas devidas a eventuais

reaccOes laterais.

Como desvantagens deste método, podemos enumerar as seguintes:

e Os catalisadores quirais sdo caros, tornando a reaccdo dispendiosa quando esses
sdo empregues em quantidades estequiométricas;

e E dificil encontrar o catalisador adequado;

e Obter e.e. elevados pois depende de cada reaccao;

e Os ciclos cataliticos que envolvem catalisadores quirais ndo sdo bem
conhecidos, sendo por isso mais dificil a compreensdo do curso estereoquimico da
reaccdo, bem como a previsdo das configuracdes absolutas dos produtos;

e Uma vez finalizada a reaccéo, a separacdo dos catalisadores quirais da mistura
reaccional é de dificil execugdo, também se obtém sempre misturas de enantidmeros

que ndo se podem separar.



2.4.2. Reaccdes de aza-Diels-Alder em Sintese Assimétrica®

A reaccdo de Diels-Alder é uma das ferramentas mais versateis em sintese
organica. Um grande numero de estruturas de carbociclicos pode ser obtido pela
variacdo da natureza do dieno e do dienofilo.

Esta classe de reaccbes € também conhecida pela sua notavel
estereosselectividade e regiosselectividade, permitindo a formacdo de até quatro
estereocentros em simultaneo.

A adicdo de um diendfilo ao ciclopentadieno produz produtos biciclicos estaveis.
Se o diendfilo é um etileno substituido, é possivel haver a formacéo de dois isomeros
configuracionais: os isdbmeros endo e exo. Embora 0s isbmeros exo sejam geralmente 0s
mais estaveis, estas reac¢des normalmente ddo origem a isémeros endo em quantidades
apreciaveis, facto este que pode ser explicado pela relativa estabilidade das estruturas de
transicdo envolvidas.

A reaccdo de aza-Diels-Alder é possivelmente a via sintética mais Util para a
producdo de sistemas azotados de anéis heterociclicos e devido a sua natureza
especifica, foi considerada uma boa metodologia para a sintese de varios farmacos,
produtos naturais, péptidos biologicamente activos e catalisadores quirais.

Os glioxilatos de 2-aza-biciclo-[2.2.1]hept-5-enilos atrairam consideravel
atencdo, ndo s6 pela actividade bioldgica de alguns dos seus estereoisdbmeros, mas
também pelo seu potencial uso como um catalisador quiral.

No inicio dos anos 90 Stella e os seus colaboradores'®® descreveram uma via
sintética para a obtencdo deste tipo de compostos que envolve a reacc¢do de aza-Diels-
Alder entre o imina do glioxilato de metilo (p) e ciclopentadieno, tendo como resultado
a formacdo de cicloaductos (figura 14). A imina do glioxilato de metilo obtém-se pela

via sintética apresentada no esquema 7.
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Figura 14 — Formagao de cicloaductos por reaccdo de aza-Diels-Alder'*



A reaccdo é altamente estereosselectiva, com uma selectividade de até 98% exo /
endo a 193 K e 87% a 273 K, ou seja, quanto mais baixa é a temperatura maior a
estereosselectividade (neste caso para a formagdo dos compostos exo). Na figura 14
estd evidenciado o ataque pelas faces si ou re da imina, formando-se os diferentes
cicloaductos.

O nosso grupo de investigagdo tem vindo a estudar desde ha alguns anos a
reaccdo de aza-Diels-Alder entre iminas de glioxilatos quirais com feniletanamina (R e
S), e o ciclopentadieno, para a obtencdo dos correspondentes aductos biciclicos. Neste
contexto, verificou-se que® a reaccdo da imina do glioxilato de (-)-8-fenilmentilo com
a (1R)-feniletanamina e o CPD dé& origem a um aducto Unico, o aducto (1S, 3ex0) (n =
79 %), enquanto que a mesma reac¢do usando a (1S)-feniletanamina deu origem a 3
aductos diferentes, o aducto (1S, exo), o aducto (1R, 3endo) e o aducto (1R, 3ex0), numa
proporcdo de 3:2:5 (Mwita = 76 %). Por outro lado, nas reaccdes de aza-Diels-Alder
usando o glioxilato de (-)-8-fenilneomentilo obtiveram-se resultados “opostos”. Assim,
com a (1R)-feniletanamina verificou-se a formacao de 3 aductos, o aducto (1R, 3exo), 0
aducto (1R, 3endo) e o aducto (1S, 3exo0), numa propor¢do de 7:1:10 (Nota = 73 %),
enquanto que com a (1S)-feniletanamina se formou um sé aducto (1R, 3exo) (n =76 %).

De acordo com estes resultados € possivel mediante a combina¢do adequada dos
dois auxiliares quirais, obter estereoespecificamente os precursores de 2-aza-biciclo-
[2.2.1]hept-5-enos com as duas estereoquimicas possiveis em relacdo ao biciclo (1R e
1S).

2.5.Metodologias de introdugédo de bases heterociclicas

A introducéo de bases heterociclicas em alcoois ou em aminoalcoois pode ser
feita por varios métodos:
e via intermedirio sulfonato ou triflato;
e viareaccdo de Mitsunobu.
Em todos estes métodos, o grupo hidroxilo é inicialmente transformado num

bom grupo de saida que possa depois ser facilmente substituido pela base pretendida.

2.5.1. Introducédo de bases heterociclicas via mesilacéo



A transformacgdo de um alcool no correspondente sulfonato é um dos métodos
mais vulgarmente utilizados para a substituicdo do grupo hidroxilo por um outro
nucleéfilo.” O &lcool é normalmente convertido no correspondente mesilato ou tosilato,

na presenca de uma base (piridina ou Et3N):
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Esquema 8: Reaccéo de mesilacao

A reaccdo posterior com o nucledfilo ocorre geralmente sem problemas e origina
0 produto da substituicdo do grupo hidroxilo pelo nucleéfilo, havendo, quando for o
caso, inversdo da configuracéo.

Assim, a introducdo de bases heterociclicas resultaria de um ataque nucledfilo da
base, eventualmente previamente activada (com p. ex. K,COs ou KO'Bu), no composto

sulfonado, desalojando o anido sulfonato (esquema 9).
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Esquema 9: Substitui¢do nucleofila no mesilato

Este método tem sido muito usado para a sintese deste tipo de compostos, sendo

os rendimentos obtidos geralmente superiores a 90%,"°

2.5.2. Introducédo de bases heterociclicas via intermediério triflato

A introducdo de bases via intermediario triflato (trifluorometanosulfonilo) é
semelhante a introducdo via mesilacdo. A formacéo do triflato ocorre por reaccdo do
alcool com anidrido trifluorometanossulfonico (anidrido triflico) na presenca de DMAP
em CH,Cl,, com rendimentos que rondam os 80 %.%° A equacao quimica que representa

esta reaccao encontra-se seguidamente esquematizada (esquema 10).
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Esquema 10: Formacéo do triflato

O triflato resultante ¢ um melhor substrato para a subsequente reaccdo de
substituicdo nucledfila pela base heterociclica, pois o anido triflato € um melhor grupo
de saida que o anido sulfonato. O mecanismo € andlogo ao do mesilato.

2.5.3. Introducéo de bases heterociclicas via reaccdo de Mitsunobu®

A reaccdo de Mitsunobu constitui um método muito versatil para a modificagdo
quimica de variados compostos organicos, em grande parte devido as suaves condigdes
reaccionais em que ocorre.

A reaccdo envolve como reagentes especificos, a trifenilfosfina e o
azodicarboxilato de dietilo.

No presente trabalho pretendeu-se aplicar esta metodologia para a introducéo
das bases heterociclicas no aminoéalcool biciclico.

Apresenta-se, em seguida, 0 mecanismo genérico desta reaccdo pela substituicdo

de um grupo hidroxilo por uma base heterociclica.
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Esquema 11: Mecanismo da reacgdo de Mitsunobu

A separacdo do O=PPhz; é normalmente conseguida por precipitacdo com Et,0,
0 DEAD-H, é separado por cromatografia em coluna.

Apresenta-se, de seguida, um exemplo concreto de uma reaccdo de Mitsunobu
na qual se opera a substituicdo de um grupo hidroxilo num anel pentaciclico por uma
base heterociclica, nomeadamente a 6-cloropurina.'®® Neste exemplo, o &tomo de cloro
da base heterociclica é posteriormente substituido por um grupo amino, sendo o

rendimento total da reac¢éo de 37 %.
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Esquema 12: Reac¢do de Mitsunobu utilizada na introducéo de uma base heterociclica

Pela analogia destes compostos com aqueles em estudo no presente projecto, prevé-se a

aplicacdo desta metodologia para a introducdo de bases nos compostos alvo.



3. Discussao de Resultados

3.1.Sintese dos alcoois quirais
Apresentam-se, de seguida, as sinteses do 8-fenilmentol e do 8-fenilneomentol.
3.1.1. Sintese do (-)-8-fenilmentol

O (-)-8-fenilmentol embora disponivel comercialmente, é muito dispendioso

(1g: 107€), razdo pela qual o nosso grupo de investigagdo optou por sintetiza-lo a partir
de (R)-pulegona (100 mL: 43.7€), como descrito na literatura.”*®

Apresenta-se, de seguida, a equacéo de sintese do (-)-8-fenilmentol:

PhMgBr, CuBr Na, Tolueno

_— — —_——
E,0 | 4 2-PrOH, refluxo
0] 0° (o) OH

Ph Ph Ph

(R)-pulegona 8-fenilmentonas (=)-8-fenilmentol

Esquema 13: Obtencéo do (-)-8-fenilmentol

Inicialmente fez-se reagir a pulegona com brometo de fenilmagnésio (reagente
de Grignard) na presenca de brometo de cobre (I). A utilizacdo CuBr promove o ataque
nucleofilo por parte do reagente de Grignard ao sistema insaturado via intermediario
organo-cuprato (adicdo do tipo Michael) dando origem a um intermediario enolato que,
apos protonacdo, origina as correspondentes 8-fenilmentonas. Estas sdo posteriormente
reduzidas com Na metalico na presenca de 2-PrOH, em refluxo. O processo de reducgéo
do grupo carbonilo por aquecimento garante a formacdo do (-)-8-fenilmentol como
produto maioritario (controlo termodinamico), mais estavel pelo facto de todos os

substituintes no anel do ciclo-hexano ocuparem posigdes equatoriais.

Esquema 14: Reducdo da 8-fenilmentona a (—)-8-fenilmentol



No fim deste processo o (-)-8-fenilmentol opticamente puro foi separado dos
restantes isomeros por purificagdo em coluna cromatogréfica de gel de silica com um
rendimento global, desde a pulegona, na ordem dos 70%.

A estrutura do composto supracitado foi confirmada por espectroscopia de ‘H-

RMN, estando os espectros obtidos em conformidade com o descrito na literatura.”*®

3.1.2. Sintese do (+)-8-fenilneomentol*®

O (+)-8-fenilneomentol foi obtido atraves de uma sequéncia de duas reacgdes: o
(-)-8-fenilmentol e oxidado com 6xido de cromio (VI1), CrOs, para dar origem a (+)-8-
fenilmentona. Por sua vez, a (+)-8-fenilmentona € reduzida com L-selectride, como

representado no esquema 15, para originar o (+)-8-fenilneomentol.

Cro, L-Selectride
E—— .
THF “,
Py, CH,Cl1 Wy,
OH Y. 2L v [0 Y OH

Ph Ph

Esquema 15: Sintese do (+)-8-fenilneomentol a partir do (-)-8-fenilmentol

A oxidagdo do (-)-8-fenilmentol com CrO3 ocorre na presenca de piridina. No
final da reaccdo obteve-se um Oleo castanho que foi purificado por coluna
cromatografica, utilizando como eluente Hexano/AcOEt (9:1), isolando-se uma frac¢édo
da (+)-8-fenilmentona pura, cujo R¢ = 0.53, com um rendimento de 60%.

A reducdo da (+)-8-fenilmentona com L-selectride (solucdo de tri-sec-
butilborato de litio) em THF deu origem ao (+)-8-fenilneomentol, apos purificacdo por
coluna cromatogréfica, utilizando-se como eluente Hexano/AcOEt (9:1) com Rf=0.52 e

um rendimento de cerca de 75%.

3.2.Sintese do Glioxilato de (+)-8-fenilneomentilo (5)



A sintese do glioxilato de (+)-8-fenilneomentilo foi realizada como descrito na
literatura®*@™ e esta representada no esquema 16:

o
o) o)
Cl)k” 050,
. NalO,
”///oH o "”//0 —_— "’//0

H Et;N, DMAP H ‘ H

= CH,Cl, = = o
/F Ph /y\ Ph 4\ Ph
(+)-8-fenilreomentol Acrilato de 8-fenilneomentilo Glioxilato de 8-fenilneomentilo

3 4 5

Esquema 16: Sintese do acrilato e glioxilato de 8-fenilneomentilo

Fez-se reagir o (+)-8-fenilneomentol com o cloreto de acriloilo de forma a obter
o acrilato 4 que, por cisdo oxidativa do grupo olefinico com OsO4/NalOy, deu origem ao
glioxilato de (+)-8-fenilneomentilo 5.

3.3.Reaccdo de aza-Diels-Alder: sintese do (1R, 3S, 4S)-N-((S)-1-feniletil)-2-
azabiciclo[2.2.1]hept-5-eno-3-carboxilato de (+)-8-fenilneomentilo (aducto
6)

Para a obtencdo do aducto 6 efectuou-se a reac¢do de aza-Diels-Alder

representada pela seguinte equacao quimica no esquema 17:

1. TFA; TFBE;
\l/ Ph 718°C
o N/\ 4 2. 78 °C
| = 8h
: CH,CL
NH ; 22

3.NaHCO;

w,
n,
O

(l) CH,Cl,, 0 °C

Ph

W
[

Intermediario

Esquema 17: Sintese do aducto 6



A reaccdo de aza-Diels-Alder ocorre entre a imina intermediaria, que se forma a
partir do glioxilado de 8-fenilneomentilo e da (1S)-feniletanamina, e o ciclopentadieno
(CPD), na presenca de TFA e TFBE a uma temperatura de cerca de -78 °C, durante 6h.
No final, a mistura reaccional foi neutralizada com NaHCO; e, apds purificacdo por
cromatografia em coluna, obteve-se um sélido branco (R; = 0.55, Hex/AcOEt 3:1)., que
se identificou por espectroscopia de *H-RMN, como sendo o aducto (IR, 3 exo). O
rendimento das varias experiéncias realizadas situa-se entre os 30-45 %. A analise do

espectro de RMN (atribuicdo de sinais) esta representada na figura 15.
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Figura 15 — Desvios quimicos caracteristicos do Aducto (6)

Como referido na seccdo 1.8.5., 0 nosso grupo de investigacdo ja havia
comprovado que o cicloaducto Unico 1R, 3exo se obtém quando se faz reagir a (1S)-
feniletanamina, o glioxilato de (+)-8-fenilneomentilo e o ciclopentadieno.



3.4.Reducdo do aducto 6: sintese do ((1R, 3R, 4S)-N-((S)-1-feniletil)-2-
azabiciclo[2.2.1]hept-5-en-3-il)metanol (aminoé&lcool 7)

O aducto 6 foi reduzido com LiAlH, de forma a obter-se o aminoalcool 7. O

processo esta descrito no esquema 18:

///
LiAIH, + v “oH
—_— H
Et,0 =
OH /F Ph
6 7 3

Esquema 18: Reaccdo de redu¢do do Aducto 6

A reducdo foi efectuada com tetra-hidretoaluminato de litio, LiAIH4, em éter
etilico. O aminoalcool foi obtido com retencdo da configuracdo com rendimentos
elevados (entre 70 e 90%), tendo-se também recuperado o auxiliar quiral. O rendimento
em aminoalcool ndo foi superior, pois este sofre degradacdo quando em contacto com a
luz e pela ac¢éo de calor, ou possivelmente porque fica retido na coluna de SiO..

O mecanismo da reaccao esta apresentado no esquema 19.
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Esquema 19: Mecanismo de reducdo de ésteres com LiAlH,



Inicialmente hd a adicdo de um hidreto ao carbono do grupo carbonilo
formando-se um intermediario, que por eliminagao do grupo R’O" origina o
correspondente aldeido. De seguida, ocorre novo ataque ao grupo carbonilo, agora do
aldeido, por parte do hidreto, formando-se um intermediario organolitio. A adicdo de
MeOH, seguida de adicdo de agua serve para destruir o0 excesso de LiAlH, e libertar o
aminoalcool 7 do intermediéario de organolitio. Nesta reaccdo consegue-se recuperar
praticamente todo o (+)-8-fenilneomentol 3 utilizado.

A estrutura do aminoélcool foi confirmada por espectroscopia de *H-RMN (ver

seccao 4.5).

3.5. Sintese dos homoazanucledsidos
Obtido o amonoélcool 7, iniciou-se a tentativa de introducdo de bases
heterociclicas semelhantes as constantes no ADN.

3.5.1. Introducdo de bases heterociclicas no aminoalcool 7

O plano de trabalho inicial previa a introducdo de bases heterociclicas no
aminoalcool 7 por mesilacdo seguida de substituicdo nucleodfila com a base pretendida.
Este método j& se encontra descrito na literatura para compostos semelhantes, levando
sempre a obtencdo dos compostos alvo com elevados rendimentos. No entanto, no caso
do aminodlcool 7, este método ndo foi bem sucedido, tendo sido necesséario recorrer a
outras metodologias na tentativa de obtencdo dos compostos pretendidos.

As metodologias usadas foram as seguintes:

e Mesilacdo seguida de substituicdo do grupo mesilo com a base heterociclica
pretendida;
e Introdugdo da base via triflato;
e Reaccdo de Mitsunobu;
Seguidamente, serdo apresentados os resultados obtidos em todas as tentativas
efectuadas na prossecucao deste objectivo.



3.5.1.1. Tentativa de introduc¢éo da base via Mesilagio

A mesilacdo do aminoalcool visa a transformag&o do grupo hidroxilo num bom
grupo de saida, sendo um método amplamente usado na substituicdo de grupos
hidroxilo por outros grupos nucledfilos.

A reaccdo de mesilacdo ocorre entre o aminoalcool 7 e o cloreto de
metanosulfonilo (cloreto de mesilo) para dar origem ao composto 8 e esté representada
no esquema 20.

/‘\ CISO,CHj * 6-clor0'purma J\
KO'Bu N Ph

N Ph  EtN, DMAP N Ph
JEE— -
/ Tana / DMF A
22

N/\N

o
OH O\S//
J > 7\
o
. B . . N Cl
7 Mesilato intermediario 8 \
——N

Esquema 20: Introdug¢do da base heterociclica via mesilagéo

Como ja foi comprovado em experiéncias anteriores no nosso laboratoério, o
mesilato do aminoalcool 7 € instavel, pelo que ndo foi isolado nem purificado apos a
reaccdo. Evaporou-se o solvente, a frio e protegendo a mistura reaccional da luz,
adicionou-se DMF e fez-se reagir, in situ, com a base heterociclica previamente
activada com KO'Bu.

O rendimento desta reaccao foi baixo, aproximadamente 6%, tendo-se formado
também o éter representado no esquema abaixo, resultante da reacgdo entre 0 mesilato

do aminoélcool 7 inicialmente formado e o préprio aminoalcool 7.



®
Et;NH

Esquema 21: Produtos formados aquando da mesilacdo de 7

A utilizacdo da base 6-cloropurina deve-se a esta ser a base heterociclica andloga
das bases do ADN mais simples a nivel estrutural e de ser introduzida. Tal como

comprovaram trabalhos realizados anteriormente no nosso grupo de investigacao.

Face aos resultados obtidos tentou-se a introducdo de bases heterociclicas

usando a reacc¢do de Mitsunobu.
3.5.1.2. Tentativa de introducéo de base via Reaccdo de Mitsunobu

A sintese de 8 pelo método de Mitsunobu esta representada no esquema que se

J\ 6-cloropurina, /L

segue (esquema 22).

N Ph PPh; DEAD N Ph
—_—
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OH N/\N
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N

Esquema 22: Introducéo de bases heterociclicas via reac¢do de Mitsunobu



O mecanismo desta reaccdo ja foi anteriormente descrito (ver sec¢do 2.5.3.).
Neste caso o nucleofilo seria a base purinica que iria atacar o catido alquilfosfénio no
carbono ligado ao oxigénio, formando-se deste modo o composto pretendido e 6xido de
trifenilfosfina. No entanto, verificou-se que a reac¢do de Mitsunobu ndo funcionou para
este aminoalcool, que foi recuperado no final da reaccdo. Também se recuperaram 0s
outros reagentes iniciais, a PPh; e a 6-cloropurina, apds purificagdo por coluna
cromatografica. Uma possivel explicagdo para a reac¢do ndo ter acontecido dever-se-a
talvez ao impedimento estereoquimico provocado pela proximidade do grupo feniletilo

ao azoto.

3.5.1.3. Tentativa de introducao de base heterociclica via formacéo de
triflato

Ainda na tentativa de se obterem os compostos pretendidos, efectuou-se a
transformacdo do aminoalcool no correspondente trifluorometanossulfonato.?’ Este
método constitui uma variacdo ao da mesilacdo, e esperava-se levar a melhores
resultados, ja que o triflato € melhor grupo de saida que o mesilato. A equagdo quimica
que traduz a reaccao em questdo estéa representada no esquema 23.

J\ Tf,0, DMAP, )\
N Ph

N Ph g
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CH,C1, /
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OH |
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o

Intermediario triflato

Esquema 23: Formacéo do triflato a partir do aminoalcool e do anidrido triflico

O mecanismo da reaccdo e analogo ao da mesilacdo, usando-se neste caso 0
anidrido triflico para a formacao do triflato. Apos coluna cromatografica usando como
eluente: Hexano/AcOEt (3:1), obteve-se uma frac¢do pura de um novo composto, que se
esperava ser 0 composto pretendido, mas que se veio a verificar, por *H-RMN, ser o éter
do composto pretendido 17, cuja formacdo ja tinha sido observada aquando da
mesilacdo (esquema 21).



Os resultados obtidos em todas estas tentativas de introducdo de bases, que a
partida ndo se previa que dessem problemas, levaram a que fosse equacionada uma
abordagem diferente para este passo reaccional. Havia que fazer um estudo mais
aprofundado dos varios factores que eventualmente pudessem estar a influenciar este
resultado, nomeadamente o impedimento estereoquimico provocado pelo grupo
feniletilo. Por outro lado, a tentarem-se outras alternativas de introducdo de bases, seria
necessario dispor de maiores quantidades de alcool de partida, pelo que se optou por
usar para este estudo em vez do aminoalcool 7a o aminoalcool 7b, mais facilmente

acessivel e que permitiria tirar as conclus@es pretendidas.

3.5.2. Introducéo de bases no composto 7b

Como foi referido, o uso deste composto como substrato para a introducdo de
bases heterociclicas visava por um lado verificar se 0 insucesso se devia ao
impedimento estereoquimico provocado pelo grupo metilo do feniletilo e, por outro
lado, explorar outras metodologias de substituicdo do grupo hidroxilo num composto
analogo mais facilmente acessivel (figura 16).

7Ta 7b

Figura 16 — Aminoalcoois utilizados para tentativa de introducdes de bases heterociclicas

A introducdo de bases heterociclicas no aminoalcool 7b ja foi testada com éxito
no nosso grupo de investigacdo®.
As vias de introducdo de bases heterociclicas testadas neste trabalho foram a

reac¢do de Mitsunobu e o uso de um Amidato, como intermediario reactivo.



3.5.2.1. Tentativa de introducdo de bases heterociclicas via Mitsunobu

A reaccdo de Mitsunobu foi realizada nas mesmas condi¢Ges que para o

aminoéalcool 7a e encontra-se representada no esquema 24.

6-cloropurina.
N/\Ph PPh;, DEAD N/\ph
—_—
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OH N/\N

N>_\§7 Cl
7b 8b \:N

Esquema 24: Introducéo de bases heterociclicas no via reac¢éo de Mitsunobu

A reacgéo ocorre como descrito na secgéo 2.5.1.2.

Obteve-se 0 3-((6-cloro-9H-purina)metil)-N-benzil-(1R, 3R, 4S)-2-azabiciclo
[2.2.1] hept-5-eno (composto 8b) com um rendimento de aproximadamente 50%. Este
resultado parece comprovar que o facto de o aminoalcool 7a ndo reagir se deve ao

impedimento estereoquimico existente neste aminoalcool.

3.5.2.2. Tentativa de introducao de bases heterociclicas via Amidato

Tentou-se, de seguida, a introducdo da 6-cloropurina em 7b via amidato, de
acordo com um método descrito na literatura.** Se o método levasse & formacdo do
produto 8b seria posteriormente repetido com o aminoalcool 7a. A sintese pretendida

encontra-se representada no esquema 25.
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Esquema 25: Tentativa de introducéo de bases heterociclicas via amidato



Comecou-se por fazer reagir 7b com tricloroacetonitrilo, em CH,Cl,, tendo-se
obtido o correspondente 2,2,2-tricloroacetamidato de ((1R, 3R, 4S)-N-benzil-2-
azabiciclo[2.2.1]hept-5-en-3-il)metilo (amidato 18) com um rendimento de 76%.

A segunda parte da sintese consistia na reac¢do do amidato com a 6-cloropurina
na presenca de TMSOTT.

No entanto, ao fim de 19 dias em agitacdo a 30°C, verificou-se que ndo havia
ocorrido qualquer reaccéo.

Face aos resultados obtidos nas tentativas de introducdo de bases heterociclicas
no aminoalcool 7, optou-se por abandonar esta via sintética e explorar uma via
alternativa para a obtencdo dos homoazanucledsidos pretendidos (ver esquema 2,

seccdo 1.3)
3.6.Metodologia alternativa de sintese dos homoazanucledsidos pretendidos

A nova metodologia adoptada tem a desvantagem de necessitar de mais duas
etapas sintéticas (proteccdo e desprotec¢do) para a obtencdo dos produtos pretendidos,
ja que inclui uma etapa de proteccdo e outra de desproteccdo de grupos hidroxilo. Esta
desvantagem espera ver-se compensada pelo sucesso de cada uma das etapas
reaccionais e, também, com o facto dos derivados sililados serem mais faceis de

purificar. As diferentes etapas desta nova metodologia sdo as seguintes:

¢ Di-hidroxilacdo do aducto 6;

e Cisdo oxidativa do aducto di-hidroxilado e reducdo do respectivo composto
pirrolidinico;

e Di-sililacdo do éster hidroxilado aberto;

e Reducdo do éster di-sililado

¢ Introducdo das bases heterociclicas;

e Desproteccdo dos grupos sililo para dar origem aos grupos hidroxilo livres.



3.6.1. Di-hidroxilagéo do aducto 6
A di-hidroxilag¢do do aducto 6 encontra-se representada no esquema 26.
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Esquema 26: Di-hidroxilagdo do Aducto 6
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A reacgdo € efectuada com tetroxido de dsmio na presenca de N-Oxido de
metilmorfolina como co-oxidante. Como solvente usa-se uma mistura de THF/'BUOH
na proporcdo de 3:2. O mecanismo desta reaccdo encontra-se seguidamente

apresentado:

Esquema 27: Mecanismo da di-hidroxilagdo do aducto 6 com OsO,



A di-hidroxilacdo da parte olefinica do biciclo respeitante aos carbonos Cs=Cg
ocorre por adigdo syn do OsO, ao alceno pela face exo (menos impedida). O
intermediario ciclico formado sofre hidrdlise dando origem a um diol vicinal e a
H,0s0,. O OsO4 € um reagente caro e muito toxico, sendo por isso utilizado em
quantidade catalitica (0.01 equivalente). O uso de NOMM como co-oxidante tem como
funcdo oxidar o Os”' a Os“" permitindo assim a continuacdo do ciclo oxidativo
representado (esquema 27)."

A mistura reaccional foi filtrada por celite/silica, lavando estes sélidos com
CH,Cl, e H,0. O composto foi purificado e obteve-se assim o (1R, 3S, 4R, 5R, 6S)-5,6-
di-hidroxi-2-((R)-1-feniletil)-2-azabiciclo[2.2.1]heptano-3-carboxilato de (+)-8-
fenilneomentilo (composto 11) um solido branco, identificado como sendo o produto
pretendido por *H-RMN (R; = 0.14 — eluente: Hexano/AcOEt (2:1)) e caracterizado

também por *C-RMN. Os rendimentos para esta reac¢do foram de 70%.

3.6.2. Sintese do composto 13

Os processos de cisdo oxidativa seguida de reducdo estdo representados no
esquema 28:
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Esquema 28: Cisdo oxidativa do aducto di-hidroxilado e redugdo do respectivo composto pirrolidinico

O=—_

Intermediario reactivo 13

Na oxidagdo de um diol vicinal com NalO,4 ocorre inicialmente a formagéo de
um intermediério ciclico, dando-se depois a ruptura da ligacdo Cs-Cs e a formagéo do
respectivo aldeido e 103"

Por sua vez, o mecanismo de reducdo do aldeido é semelhante a redugdo com

LiAlIH, descrita na secgdo 2.4."



HO,
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Esquema 29: Ciséo oxidativa do diol vicinal e redugdo do dialdeido

A obtencdo do 3,5-bis(hidroximetil) ((R)-N-feniletil)-1-pirrolidina-2-carboxilato

de (+)-8-fenilneomentilo (composto 13) é feita com um rendimento global de 63%.

3.6.3. Reaccdo de proteccdo dos grupos hidroxilo do composto 13

A proteccdo de grupos hidroxilo sob a forma de éteres de silicio € um método

muito usado neste tipo de compostos.®

Podem ser utilizados como agentes protectores o cloreto de trimetilsililo®?, o

cloreto de trietilsililo®¢ 25b,c

, 0 cloreto de terc-butildimetilsililo™"", o cloreto de tri-
isopropilsililo®, o anidrido acético® e o cloreto de terc-butildifenilsililo®, entre outros.
O agente protector utilizado foi o cloreto de terc-butildifenilsililo e a reac¢édo

esta representada no esquema 30.
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Esquema 30: Reaccao de proteccdo dos grupos hidroxilo, por di-sililagdo



A reaccdo foi realizada na presenca de Et;N e quantidades cataliticas de DMAP,
em CH,CI, a temperatura ambiente. O seu mecanismo esta representado no esquema
31.
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Esquema 31: Sililagdo de um alcool primario

A mistura final foi purificada por coluna cromatogréfica, obtendo-se o 3,5-bis
((terc-butildifenilsililoxi)metil) (N-(R)-feniletil)-1-pirrolidina-2-carboxilato de (+)-8-

fenilneomentilo (composto 14) pretendido com rendimentos entre 0s 50-60 %.

A deciséo de optar pela sililagdo em vez da aceptilacdo deve-se ao facto da etapa

seguinte ser a reducdo do éster do neomentilo

3.6.4. Tentativa de reducdo do composto 14. Obtencdo do novo

aminodalcool 15

A reducdo do composto 14 foi testada com varios agentes redutores, comecando-
se pelo LiAlIH4 (em Et,O ou THF), seqguido por BHs;.Me,S (em THF), depois pelo
DIBAL (em CH.CIy) e por fim com LiBH4 (em THF), mas em nenhum dos casos a
reducdo foi bem sucedida, ndo se conseguindo obter 3,5-bis ((terc-
butildifenilsililoxi)metil) (N-(R)-feniletil)-1-pirrolidin-2-il)metanol (composto 15).

O esquema 32 demonstra as condi¢Ges em que a reaccdo foi realizada.
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———>< 3 'BuPh,SiO OH
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Esquema 32: Reaccao de redugdo do composto 14



O mecanismo para esta reac¢do é semelhante, para todos os agentes redutores,
ao que se pode encontrar descrito na secgéo 2.4.

Em todas as tentativas de reducdo com BHs;.Me,S, DIBAL e com LiBH,4
recuperou-se o composto de partida sem que tenha havido reac¢do sem grandes perdas
de composto.

Na reacgdo com LiAIH,4, realizada com a uma temperatura entre os 0°C e a
temperatura ambiente obteve-se 0 composto reduzido, mas também se removeu um dos
grupos protectores. O facto de ter saido um dos grupos protectores, faz com que este
novo composto tenha dois grupos hidroxilo livres para reagir e entdo a reaccao seguinte,
que seria a introducdo de uma base heterociclica ndo pode ser realizada, sob pena de se
obter dupla substituicdo do grupo hidroxilo e a reac¢do ndo ser regiosselectiva.

De forma a conseguir reduzir, Unica e exclusivamente, o éster 14 ao aminoélcool
15 realizou-se a reacc¢do usando o LiAIH, e variando ou a quantidade equivalente deste

ou a temperatura, mas em nenhum dos casos se obteve 0 composto 15.

Esta abordagem para a obtencdo dos compostos pretendidos também ndo foi
bem sucedida, mas por falta de tempo o trabalho experimental foi dado por concluido
nesta fase.



4. Conclusdes e perspectivas

O objectivo deste projecto era a obtencdo de homoazanucledsidos com potencial
actividade anti-virica e anti-neoplasica, sendo necessaria a preparagdo dos precursores
adequados para a introducdo das bases azotadas. Este objectivo ndo foi cumprido uma
vez que as duas metodologias de sintese utilizadas para a obtencdo dos mesmos se
mostraram ineficazes.

No primeiro método, verificou-se que a partir da obten¢do do aminoalcool (7)
n&do se conseguiu avancar para nenhum novo produto de uma forma eficaz. As tentativas
de introducdo de bases heterociclicas analogas as do ADN foram infrutiferas a maior
parte das vezes e das vezes em que funcionaram, obtiveram-se rendimentos muito
baixos. Para além disso, sempre que se tentou repetir a reac¢do esta ndo funcionou ou o
rendimento manteve-se baixo. Em alguns dos casos, o insucesso das reac¢des parece
dever-se a efeitos estereoquimicos do grupo metilo da feniletilamina, ja que a reacgédo
analoga usando o derivado com a benzilamina funcionou.

A mudanca de metodologia, para um método ja estudado pelo nosso grupo de
investigacdo na sintese de homoazanucle6sidos semelhantes aos pretendidos neste
projecto, também ndo levou a melhores resultados. As etapas que permitiram obter o
composto protegido (14) ocorreram como previsto com rendimentos elevados, mas
quando se tentou reduzir o grupo éster deste composto para se proceder a introducdo das
bases, a reaccdo ndo ocorreu como previsto para nenhum dos agentes redutores
ensaiados: Com BHs;.MeS, DIBAL ou LiBH4;. A reducdo ndo ocorreu, tendo-se
recuperado reagente de partida. No caso do LAH, foram realizadas varias tentativas de
reducdo do composto 14, variando os equivalentes de LAH em relacdo ao composto 14
e/ou a temperatura. No entanto, as condi¢fes que permitiram reduzir o grupo éster de 14
também levaram a remocdo de um dos grupos protectores, ndo se conseguindo nunca
obter o composto alvo, 15.

Seria importante conseguir avancar com a primeira metodologia, j& que esta
envolve menos passos reaccionais que a segunda. A transformacdo do grupo hidroxilo
do aminoalcool (7) num melhor grupo de saida ndo parece ter sido sempre eficaz, pelo
gue eventualmente seriam de tentar outros grupos de partida. No caso do amidato, como
a sua sintese foi bem conseguida, seria talvez de investir um pouco mais na reacgdo
subsequente com a base heterociclica, tentando variar as condi¢des reaccionais

utilizadas.



A obtencdo dos compostos pretendidos pela segunda metodologia via derivados
O-protegidos pode ser uma alternativa, desde que se arranjem grupos protectores
estaveis as condicdes de reducdo do grupo éster ou, entdo, agentes redutores mais
eficientes. Também, serd ainda necessario explorar a introducéo posterior das bases bem

como a subsequente remogdo dos grupos protectores.



5. Parte Experimental

5.1.Aspectos Gerais

Os reagentes comerciais (Aldrich Chemical Company) foram usados sem
purificacdo prévia a excepgao do ciclopentadieno.

Os solventes utilizados nas reac¢des foram purificados por destilagdo sobre um
agente secante adequado, seguindo os procedimentos descritos em “Vogel’s textbook of
practical organic chemistry, 5th ed.”, de acordo com 0s seguintes métodos: CH,Cl,
(P,0s), Et,0 (K), THF (K), DMF (CaH,), EtsN (CaH,).

O ciclopentadieno utilizado nas reacgdes de aza-Diels-Alder foi bidestilado
imediatamente antes da sua utilizacao.

O acompanhamento das reacgdes, bem como a identificacdo das fraccOes
recolhidas nos processos de purificagdo por cromatografia em coluna foi feito utilizando
a técnica de cromatografia em camada fina (TLC), usando placas de gel de silica Merck
60 Fos4, reveladas em luz U.V. (A = 254 nm; lampada U.V.: VOO 7752 da Vilben
Lourmat), em vapores de iodo, em solucéo etandlica de p-anisaldeido e aquecidas.

Os solventes foram eliminados sob pressdo reduzida através de um evaporador
rotativo Buchi modelo Heating Bath B-490.

As purificacdes foram feitas por cromatografia em coluna de gel de silica
chromagel 60 A da SDS (tamanho das particulas 35-70 um, pH = 7, superficie méssica
550 m%/g).

Equipamento de RMN"

Espectrometro Digital de Ressonancia Magnética Nuclear: BRUKER AVANCE
I11 400 operando a 400 MHz.

O espectrémetro esta concebido para a analise de amostras em fase liquida e esta

equipado com unidades de temperatura variavel que permitem a operacdo numa gama
de temperaturas de -150°C a 180°C e permitem a analise de varios nucleos, tais como,
51V, 19F' 31P, 13C, 15N, 1H.

Caracteristicas e preparacdo das amostras

As amostras para analise devem estar em fase liquida e as solugdes foram
preparadas com solventes deuterados para a andlise protdnica. As determinacdes dos
espectros de ressonancia foram realizadas a temperatura ambiente, usando o

tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna nas amostras dissolvidas em



cloroférmio deuterado (CDCls), dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d®), metanol
deuterado (CDs0OD) e D,0.

A concentracdo necessdria da amostra dependia da abundancia isotopica do
nucleo de interesse para investigacéo.

O volume tipico da amostra utilizada é de cerca de 0.5 mL e as amostras foram
analisadas encapsuladas em tubos de quartzo (4 mm diametro por 140 mm
comprimento).

A representacdo esquematica da analise dos espectros encontra-se especificada
do seguinte modo:

'H-RMN (solvente utilizado) — & H (desvio quimico em ppm), multiplicidade do
sinal — s (singleto), sl (singleto largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto), q
(quarteto) e m (multipleto), area relativa do sinal (nH-n’, n = n° de protdes e n’ = n° do
protdo na molécula), J (constante de acoplamento em Hz), localizacdo do protdo na
molécula.

3C-RMN (solvente utilizado) — & C (desvio quimico em ppm), localizacio do

atomo de carbono na molécula.

«informagcdes retiradas de http://www.cemup.up.pt/cemup3Irmn.htm, acedido em 22/12/2010.



http://www.cemup.up.pt/cemup3lrmn.htm

5.2.Sintese do 8-fenilneomentol (3)

A sintese do 8-fenilneomentol (3) envolve duas etapas reaccionais. Oxidacdo do
8-fenilmentol (1) para dar origem a 8-fenilmentona (2), seguida de reducdo desta para

originar o 8-fenilneomentol (3).

5.2.1. Sintese da 8-fenilmentona (2) a partir do 8-fenilmentol (1)

CrO;
_—
Py, CH,Cl
OH y, CHLLD Y (6]

Ph Ph

A uma solucéo de piridina (28 mL, 391 mmol, 12 eq.) em CH,CI; anidro (75 mL) a0° C
foi adicionado, em pequenas por¢des, CrOz (14.21 g, 142 mmol, 4.3 eq.) e gota-a-gota a
uma solucéo de 1 (5.45 g) em CH,Cl, anidro (15 mL).

A mistura reaccional permaneceu em agitacdo por cerca de 4h, tempo ao fim do qual se
verificou (CCF) que todo o composto de partida havia reagido. Filtrou-se a mistura
reaccional com Celite e os solidos foram lavados com CH,Cl, (4 x 100 mL).

As fases organicas foram lavadas com solucgéo saturada de NaCl (100 mL), secas com
Na,SO, anidro, filtradas e concentradas por vacuo para dar origem a um 6leo castanho
impuro (m =5.78 g).

O composto impuro foi purificado por coluna cromatogréfica utilizando como eluente

CH,Cl,. Obteve-se a mentona 2 pura com uma massa de 3.26 g (n = 60%).

Tabela 1: Sintese da 8-fenilmentona

Exp. 8-fenilmentol CrO; Piridina 8-fenilmentona ]
m/g (n/mmol) m/g (n/mmol)  V/mL (n/mol)  m/g (n/mmol) (%)

1 5.45 (23.4) 14.21 (142) 28 (0.39) 3.26 (13.2) 60
2 10.53 (43.04)  17.21 (172) 74 (1.03) 6.05 (26.2) 61




5.2.2. Reducéo de 2 com L-Selectride para obter o 8-fenilneomentol (3)

L-Selectride
—_—
THF

Ph

Uma solucdo de 2 (21.1 g, 91.2 mmol, 1 eq.) em THF anidro (90 mL) foi adicionada
gota-a-gota a uma solucdo 1.0 M de L-Selectride em THF (183 mL, 2 eq.) a0° C. A
mistura permaneceu em agitacao durante 10h a 0° C, ao fim deste tempo adicionou-se, a
0° C, uma solucdo de NaOH (30 mL, 1.2 mmol, 1 eq.) seguida de adicdo muito lenta de
H,0O, a 33 % (46 mL, 456 mmol, 5 eq.).

A mistura reaccional manteve-se em agitacdo durante a noite a temperatura ambiente.
Separaram-se as fases e a fase aquosa foi extraida com Et,O (4 x 100 mL), as fases
organicas resultantes foram lavadas com solucéo saturada de NaCl (100 mL), secas com
Na,SO, anidro, filtradas e concentradas por vacuo para dar origem a um 6leo incolor
impuro. Este 6leo foi purificado por coluna cromatografica usando como eluente
Hexano AcOEt (9:1). O produto obtido foi identificado como sendo o composto 3 por
'H-RMN. Foi obtido 0 composto 3 puro com uma massa de 15.31 g (= 72 %).

Na tabela seguinte estdo compilados os dados referentes as experiéncias realizadas.

Tabela 2: Sintese da 8-fenilneomentol (3)

Exp. 8-fenilmentona  L-Selectride* NaOH H,0, Composto 3 ]
m/g (n/mmol) V/mL (n/mmol) m/g (n/mmol) V/mL (n/mmol) m/g (n/mmol) (%)

1 21.1 (91.6) 137 (137) 3.6 (90) 46 (456) 1531 (65.89) 72
2 3.24 (14) 28 (28) 0.56 (14) 7 (70) 2.47 (10.64) 76
3 6.12 (26.6) 52 (52) 1.04 (26) 13 (130) 4.64 (19.95) 75

*solucéo de concentracdo 1.0 M em THF



5.3.Sintese do Glioxilato de 8-fenilneomentilo (5)

A sintese do glioxilato de 8-fenilneomentilo envolve duas reaccBes que estdo

apresentadas no esquema:

o o
)H os 04
., NalOy4 .
oy ————— ey —_— "y

Et;N, DMAP : ‘
CH,Cl, =

Ph

w %Illm
=
=
-
=
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Os dois passos reaccionais estdo descritos nos pontos seguintes.

5.3.1. Formacdao do Acrilato de 8-fenilneomentilo (4)

0
cl ‘ 0
‘r, /,//OH “y, ///O
: Et;N, DMAP B ’
= CH,Cl, =
/F Ph 4\ Ph
3 4

A uma solucdo de 3 (15.26 g, 65.67 mmol, 1 eq.) em CH,CI, anidro (60 mL) foi
adicionado DMAP (1.13 g, 9.23 mmol, 0.14 eq.) seguido de EtzN (18 mL, 129 mmol, 2
eq.). Arrefeceu-se a mistura a 0°C e adicionou-se, por funil de adi¢do, uma solugédo de
cloreto de acriloilo (11 mL, 135 mmol, 2 eq.) em CH,CI, anidro (15 mL). Apds se
verificar o consumo completo de 3 adicionou-se a mistura reaccional NaHCOj3 (60 mL).
Separaram-se as fases e extraiu-se a fase aquosa com CH,Cl, (4 x 100 mL), as fases
aquosas foram lavadas com solugdo saturada de NaCl (100 mL), Na,SO, anidro,
filtradas e concentradas por vacuo para dar origem a um 6leo alaranjado, que foi filtrado
por Celite/Silica usando Hexano/AcOEt (9:1) como solvente. A Celite/Silica foi lavada
com CHClI, para outro baldo. Ambos os balGes foram testados (CCF) para se verificar
se havia a existéncia de acrilato 4. Apds este procedimento evaporou-se o solvente do
baldo que continha o acrilato 4 e obteve-se um oOleo que foi utilizado na reaccao
seguinte (m = 18.20 g).



5.3.2. Obtencéo do Glioxilato de 8-fenilneomentilo (5)

A uma solugéo de acrilato 4 (18.20 g, 63.34 mmol, 1 eq.) em dioxano:H,0 (3:1) (150
mL), juntou-se 65 mL de uma solucdo de OsO, (solucdo 0.0098 M em dioxano:H,0
(3:1), 0.01 eq.), deixou-se a solucdo em agitacdo durante cerca de 1h e adicionou-se
uma mistura de NalO4 (13.01 g, 60.83 mmol, 0.96 eq.) e KIO4 (15.28 g, 66.43 mmol,
1.04 eq.), em pequenas por¢oes, ficando a mistura reaccional de cor creme no final da
adicdo. A mistura permaneceu em agitacdo durante a noite, cerca de 12h, a temperatura
ambiente. Apds este tempo adicionou-se H,O (150 mL) para dissolver o sélido existente
e AcOEt (150 mL).

Separaram-se as duas fases que se formaram e extraiu-se a fase aquosa com AcOEt (4 X
100 mL), as fases organicas foram lavadas com solucdo saturada de NaCl (100 mL),
secas com Na,SO, anidro, filtradas e concentradas por vacuo para dar origem a um 6leo
castanho, m = 15.75 g (Rf = 0.39, eluente: AcOEt), que foi usado no passo seguinte sem

qualquer purificacéo.



5.4.Reaccéo de aza-Diels-Alder para obtengéo do Aducto 6

. @/*v

I A
,,,,////0 NH, %, %,
—_—
| TFA, TFBE
o  CHCL,0°C

CH,Cl, o

Intermediario

Num schlenk contendo filtros moleculares 4A, colocou-se o glioxilato de 8-
fenilneomentilo (3.72 g, 12.14 mmol, 1 eq.) e CH,CI; anidro (20 mL). Arrefeceu-se o
sistema, a 0 °C, adicionou-se (1S)-feniletanamina (1.7 mL, 13.18 mmol, 1.1 eq.). e
deixou-se a mistura reaccional em agitacdo durante 1 hora, para formacdo da imina
intermediaria. Ao fim deste tempo, arrefeceu-se o sistema, a -78 °C (N
liguido/Acetona) e adicionou-se TFA (1 mL, 13.05 mmol, 1.1 eq.), sequido de TFBE
(1.7 mL, 13.42 mmol, 1.1 eq.) e ciclopentadieno (2.1 mL, 26.1 mmol, 2.1 eq.). A
mistura reaccional permaneceu em agita¢do, mantendo-se a uma temperatura abaixo dos
-60 °C, durante 3 horas. Adicionou-se mais ciclopentadieno (2.1 mL, 26.1 mmol, 2.1
eq.) e o0 sistema permaneceu em agitacdo nas mesmas condi¢fes por mais 3 horas. Ao
fim deste tempo, adicionou-se solucdo saturada de NaHCO3 (20 mL) e NaHCO; sélido
(2.3 g). A mistura final permaneceu em agitacdo durante a noite para neutralizar todo o
acido presente na reaccao.

A mistura foi filtrada por celite/silica, sendo o schlenk e a celite/silica lavados com
porcdes de CH,Cl, e com agua. Separaram-se as fases, extraiu-se a fase aquosa com
CH,Cl, (3 x 30 mL). As fases organicas foram lavadas com solucdo saturada de
NaHCO3; (30 mL) e secas com Na,SO, anidro, filtradas e concentradas por vacuo para
dar origem a um Oleo castanho de massa 4.78 g, que foi purificado por coluna
cromatografica usando como eluente Hexano/AcOEt (3:1).

Obteve-se uma frac¢ao pura, um so6lido amarelo claro, de 1.96 g (n =35%) de Rs = 0.56.
O produto obtido foi identificado como sendo o Aducto 6 por espectroscopia de *
RMN.

Os resultados obtidos nas diferentes experiéncias estdo sumariados na tabela que se

segue.



Tabela 3: ReaccOes de aza-Diels-Alder

Reagentes \ Experiéncia 1 2 3 4*
Glioxilato de 8-fenilneomentilo
6.45 (21.0) 3.72 (12.1) 3.72(12.1)  15.53 (50.68)
m/g (n/mmol)
(1S)-feniletanamina 3.0 (23) 1.7 (13) 1.7 (13) 7.2 (56)
V/mL (n/mmol)
TFA 1.8 (23) 1.0 (13) 1.0 (13) 4.3 (56)
V/mL (n/mmol) ' ' ' '
TFBE 2.9 (23) 1.7 (13) 1.7 (13) 8.0 (63)
V/mL (n/mmol) ' ' ' '
CPD 7.4 (91) 4.2 (52) 4.2 (52) 16.3 (203)
V/mL (n/mmol)
NaHCO, 3.8¢ 2349 2349 8.52¢
S6lido e sol. sat. e 40 mL e 20 mL e 20 mL e 85mL
Aducto (1R, 3exo) 3.27 (7.14) 1.94 (424)  1.33(290)  8.82(19.3)
m/g (n/mmol)
34 35 24 38

n (%)

*nesta reac¢do o CPD foi adicionado a primeira vez e deixou-se reagir por 4h antes da adi¢do da segunda porcéo. Depois deixou-se
a reagir por mais 4h.

17

20
Aducto (IR, exo) (6)

NOTA: Na imagem acima onde se 1& “Aducto (1R, ex0)” deve ler-se “Aducto (1R, 3ex0)”



'H-RMN (CDCl3) & ppm: 7.41 — 7.12 (m, 10H, 5H0 € 5H1g), 6-51 — 6.47 (m, 1Hs),
6.35 (dd, 1Hg, J = 5.6, 1.7 Hz), 4.95 (sl, 1H1y), 4.36 (I, 1Hy), 3.10 (q, 1Hg, J = 6.5 Hz),
2.93 (sl, 1Ha), 2.31 (sl, 1H3), 2.02 (d, 1H7gn, J = 8.4 Hz), 1.88 — 1.80 (M, 1H, 8-FNM),
1.65 —1.42 (M, 6H, 1H7ani 5H do 8-FNM), 1.39 (d, 3Hs, J = 6.6 Hz), 0.92 (M, 1H13),
0.87 —0.77 (2s, 6H, 3Hy7 e 3H1g) 0.83 (d, 3Hz0, J = 6.5 Hz).

5.5.Reducéo do Aducto 6 com LiAlH,4
)\ Phd/

/ N Ph /L
0//, ~ ‘,
I, N Ph "y,
LAH / + Y OH
—_—
o Et,0
OH

Ph

w %......

A uma suspensdo de LiAIH, (0.776 g, 20.4 mmol, 6 eq.) em Et,O anidro (20 mL) foi
adicionado o Aducto 6 (1.56 g, 3.41 mmol, 1 eq.) em Et,O anidro (10 mL), em banho de
gelo. A reaccdo permaneceu em agitacdo durante 3 horas, tempo ao fim do qual se
verificou (TLC) que o composto de partida ja havia reagido completamente.

Parou-se a reac¢do com adicdo de MeOH (30 mL) e H,O (30 mL). Verificou-se a
formagéo de um precipitado branco. Colocou-se toda a mistura reaccional num funil de
decantag@o onde se separaram as fases.

A fase organica foi lavada com H,0 (2 x 50 mL) e solucdo saturada de NaCl (50 mL).
As fases aquosas foram extraidas com AcOEt (5 x 50 mL). As fases organicas foram
secas com Na,SO, anidro, filtradas e concentradas por vacuo para dar origem a um 6leo
amarelo que foi purificado por coluna cromatografica usando como eluente AcOEt.
Obteve-se uma frac¢do pura do aminoalcool de massa 0.621 g (n = 79 %) e do 8-
fenilneomentol de massa 0.725 g (n = 89 %).

O quadro seguinte sumaria as reaccoes de sintese do aminoalcool 7a.



Tabela 4: Sintese do aminoéalcool 7a

Aducto 6 LAH MeOH H,O ) 11, ) "
Aminoalcool  8-fenilneomentol
m/g (n/fmmol) m/g (n/mmol) V/mL  V/mL
(%) (%)
1 1.56 (3.41) 0.776 (20.4) 30 30 79 89
2 1.96 (4.27) 0.973 (25.9) 50 50 79 85
3 2.69 (5.88) 1.40(37.9) 50 50 81 91

'H-RMN (CDCls) & ppm: 7.33-7.22 (m, 5Hy), 6.57-6.55 (m, 1Hs), 6.26 (dd, 1He, J =
5.7, 1.87 Hz), 4.30 (sl, 1Hy), 3.57 (sl, 1H, -OH), 3.15 (g, 1Hs, J = 6.6 Hz), 3.12 (dd,
1Hy1, J = 11.0, 3.0 Hz), 2.83 (s, 1H.), 2.81 (dd, 1H1;, J = 11.19, 5.88 Hz), 1.97 (d,
1H7¢yn, J = 8.80 Hz), 1.90-1.89 (m, 1H3), 1.49 (d, 3H,, J = 6.61 Hz), 1.4 (d, 1H7ang, J =
8.75 Hz)

5.6.Reacc¢des com o aminoalcool racémico exo 7b

5.6.1. Reaccdo de Mitsunobu

6-cloropurina,
™ PPh; DEAD N m
——
/ THF /
OH N/\N
- b N Cl
——N

Para um baldo de fundo redondo foram colocados o aminoalcool 7b (0.53 g, 2.46 mmol,
1 eq.) com PPh3 (0.68 g, 2.61 mmol, 1.1 eq.) e 6-cloropurina (0.36 g, 2.36 mmol, 1 eq.)
em 10 mL de THF anidro. Arrefeceu-se o sistema em banho de gelo, sob atmosfera de

Argon, e adicionou-se, lentamente, uma solucio de DEAD (1 mL, 6.35 mmol, 2.6 eq.)



em 15 mL de THF anidro. O sistema permaneceu em agitacdo durante 48 h a
temperatura ambiente, tempo ao fim do qual se evaporou o solvente por vécuo e
colocou-se um pouco de Et,O para provocar a precipitagdo do OPPhs, tendo sido parte
desta removida.

O composto impuro sobrante foi purificado por cromatografia em coluna utilizando
como eluente CH,CIl,/AcOEt (3:1 — 1:3). Foi recuperado o composto impuro (2
manchas) um 6leo amarelo com um sélido branco com uma massa de 1.10 g, tendo
estas fracgBes como impureza o OPPh; (40%, determinado por espectro de *H-RMN). O

rendimento desta reac¢é@o deve ser aproximadamente 51%.

N

N>/_\§—
A

13 N

N/\
Cl

'H-RMN (CDCls) & ppm: 8.72 (5, 1Hss), 7.98 (s, 1Hi2), 7.70 — 7.43 (m, 15H, OPPh3),
7.33 — 7.23 (M, 5Hpp), 6.41 — 6.39 (M, 1Hs), 6.19 (dd, 1Hs, J = 5.6 € 1.9 Hz), 4.19 (dd,
1Hi0, J = 14.0 € 6.2 Hz) 4.05 (dd, 1Hyo+, J = 14.0 e 5.8 Hz), 3.79 (d, 1Hy, J = 1.1 Hz),
3.44 (d, 1Hg, J = 12.4 Hz), 2.98 (d, 1Hs:, J = 12.4 Hz), 2.82 (d, 1Ha, J = 1.4 Hz), 2.15 (t,
1H3, J = 5.9 Hz), 1.44 (d, 1H7gyn, J = 8.6 H2), 1.35 (d, 1H7ang, J = 8.6 Hz).



5.6.2. Introducédo de bases via imideto

5.6.2.1. Sintese do imideto 18

CCLCN
/\ DBU N/\ Ph
N Ph /
/ CH,Cl, NH
OH 0
7b 18 ccl,

A uma solucdo do aminoalcool 7b (1.09 g, 5.07 mmol, 1 eg.) em CH,CI, anidro (20
mL) foi adicionado, a 0 °C (banho de gelo), 1,8-diazabiciclo-[5.4.0]-undec-7-eno (DBU:
100 uL, 0.13 eq.) e, gota-a-gota, tricloroacetonitrilo (0.9 mL, 1.8 eq.). A mistura
reaccional permaneceu em agitacdo, em banho de gelo, durante 3 h, ao fim deste tempo
concentrou-se a mistura resultante em vacuo para dar origem a uma mistura de um éleo
amarelo com um 6leo castanho de massa 2.17 g.

A mistura continha duas manchas no CCF e foi purificada por cromatografia em coluna
utilizando CH,ClI; para separar a primeira mancha e AcOEt para separar a segunda.

A segunda mancha foi identificada como sendo o composto pretendido 18, com uma
massa de 1.38 g (=76 %).

ccl,

'H-RMN (CDCl3) & ppm: 8.24 (s, 1Hs, =NH) 7.35 — 7.22 (m, 5Hg), 6.48 (m, 1Hs),
6.19 (dd, 1He, J = 5.6 € 1.7 Hz), 4.29 (dd, 1Hyo, J = 10.6 € 5.8 Hz), 4.14 (dd, 1H;:, J =
105 e 8.2 Hz), 3.70 (sl, 1H,), 3.63 (d, 1Hg, J = 12.7 Hz), 3.37 (d, 1Hy, J = 12.7 H2),
2.90 (sl, 1Hy), 2.16 (t, 1H3, J = 6.7 Hz), 1.73 (d, 1H7gyn, J = 8.2 Hz), 1.37 (d, 1H7ansi, J =
8.4 Hz)



3C.RMN (CDCl) & ppm: 162.83 (C12), 139.78 (Cos); 136.88 (Cs); 132.65 (Ce);
129.00 (2Cqp); 128.24 (2Cq0): 126.96 (2Ceq); 91.53 (C14): 72.53 (C1); 63.40 (Cj); 61.52
(Cs); 58.34 (Clo); 45.63 (C7); 45.36 (C4)

5.6.2.2. Tentativa de introducéo da base 6-cloropurina no imideto 18

PN

P N Ph
N Ph (1) TMSOTf, CH,Cl, /

7~
NH (2) 6-Cloropurina

N N
o KO'Bu =z
Eter de Coroa (18-Crow-6) <\ |
3) Ei;N N
18
Cl

A uma mistura do imideto (0.46 g, 1.28 mmol, 1 eq.) em CH,Cl, anidro (5 mL) foi

adicionado TMSOTf. A mistura reaccional permaneceu em agitacdo durante 30
minutos.

Activacao da base 6-cloropurina

Outra mistura foi preparada a parte contendo KO'Bu (0.26 g, 2.36 mmol, 1.8 eq.), 6-
cloropurina (0.25 g, 1.62 mmol, 1.3 eq.) e quantidade catalitica de éter de coroa (18-
Crown-6) em DMF anidro (5 mL).

Adicionou-se a mistura reaccional de imideto, a 0 °C, e deixou-se a mistura reaccional
em agitacdo, a temperatura ambiente, durante 14 h, tempo ao fim do qual se adicionou
EtsN (0.20 mL, 1.44 mmol, 1.1 eqg.) e evaporou-se 0 solvente até se obter um 6leo
acastanhado impuro.

Dissolveu-se o 6leo em CH,Cl, e lavou-se com agua desionizada (15 mL) e depois com
NaHCO;3; (15 mL). As fases aquosas foram extraidas com CH,Cl,. As fases organicas
foram secas com Na,SO, anidro e concentradas em vacuo, para dar origem a um o6leo
acastanhado impuro que foi purificado por coluna cromatografica usando como eluente
CH,CIl,/AcOEt (1:3). Todas as fraccdes que foram isoladas foram analisadas por ‘H-

RMN e sdo os reagentes de partida.



5.7.Di-hidroxilagcdo do Aducto 6

OH
* o \1/ o
O N Ph

N Ph 050, NOMM,
THF/'BuOH (3:2) o

(0] //, /’/, 2 //////,'
0 o
6

11

Preparou-se uma solucdo do Aducto 6 (1.05 g, 2.19 mmol, 1 eq.) em THF anidro (15
mL) e 'BuOH (10 mL). A esta solucdo adicionou-se, lentamente a 0 °C, NOMM (0.28 g,
2.40 mmol, 1.1 eq.) e, posteriormente, solucdo de OsO, em dioxano/H,O (3:1) de
concentracdo 0.0098 M (2.2 mL, 0.022 mmol, 0.01 eq.), permanecendo depois a reac¢do
a temperatura ambiente.

Apbs 26 horas verificou-se que j& ndo havia reagente de partida (TLC), parou-se a
reaccdo e filtrou-se por celite/silica, lavando-se com CH,Cl, e H,O. Separaram-se as
fases e extraiu-se a fase aquosa com CH,Cl, (3 x 50 mL) e AcOEt ( 2 x 50 mL). As
fases organicas foram lavadas com solugéo saturada de NaCl (2 x 50 mL), secas com
Na,SO, anidro, filtradas e concentradas por vacuo para dar origem a um 6leo viscoso de
massa 1.17 g.

Efectuou-se uma coluna cromatografica de onde se isolou 0 composto pretendido, um
6leo incolor, de massa de 0.75 g (n = 70 %) de R; = 0.14 (eluente: Hexano/AcOEt (2:1).

Tabela 5: Reaccéo de di-hidroxilagcdo do Aducto 6

Exp Aducto 6 0sOy NOMM Composto 11 ]
m/g(n/mmol) V/mL(n/mmol) m/g(n/mmol) m/g(n/mmol) (%)

1 1.05 (2.19) 2.2 (0.022) 0,28 (2.4) 0.75 (1.5) 70
2 1.02 (2.22) 2.3 (0.023) 0.39 (3.3) 0.70 (1.5) 69

3 2.50 (5.45) 5.5 (0.053) 1.09 (9.24) 1.82 (3.98) 73
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'H-RMN (CDCls) 8 ppm: 7.37 — 7.10 (m, 10H, 5H1o € 5Hig), 4.89 (sl, 1H11), 4.44 (d,
1Hs, J = 6.0 Hz), 3.96 (d, 1Hg, J = 6.0 Hz), 3.66 (s, 1H1), 3.61 (q, 1Hs, J = 6.3 Hz), 2.64
(s, 1Hs), 2.27 (5, 1H3), 1.89 — 1.87 (m, 2H, 8-FNM), 1.79 (M, 1H7¢yn), 1.60 (d, 1Hzans, J
= 12.8) 1.53 — 1.49 (m, 1H, 8-FNM), 1.45 (d, 3Hs, J = 6.4 Hz), 1.42 — 1.34 (m, 2H, 8-
FNM), 1.17 — 1.12 (m, 1H, 8-FNM), 0.93 — 0.85 (m, 1H, 8-FNM), 0.84 e 0.80 (2s, 6H,
3H17, 3H1g), 0.79 (d, 3H20, J = 6.0 Hz), 0.75 — 0.63 (M, 1H, 8-FNM).

B3C-RMN (CDCl3) & ppm: 171.98 (Cy1); 150.28 (C1ga); 143.89 (C10a); 128.43, 127.78,
127.73, 125.93 e 125.35 (Carom.); 73.37 (C11); 71.22 (Cs); 67.31 (Cs); 65.86 (Cg); 62.22
(Cy); 60.42 (C3); 50.78 (Cus); 49.30 (Cy); 39.59 (Cz); 39.36 (C12); 35.10 (Cis); 29.25
(C7); 27.28 (C13); 26.82 € 23.74 (Cy7 € Cug); 23.13 (Ca); 22.10 (Co); 21.85 (C1a);

5.8.Sintese do composto 13

+ \J 10
o N Pho = - Y NaBH,,
f _Meon cOH
0’% cHzc12 J
o
1

Num matras de boca esmerilada, preparou-se uma suspensao de silica (3 g) em CH,Cl,
(30 mL) adicionou-se solucdo de NalO4 (0.64 g, 2.98 mmol, 2 eq.) em H,O (4.5 mL) e
agitou-se vigorosamente o matras. Colocou-se a mistura reaccional ao abrigo da luz e
adicionou-se uma solucdo de 11 (0.73 g, 1.49 mmol, 1 eq.) e CH,Cl, (10 mL). A
mistura permaneceu em agitacdo e ao fim de 1 hora verificou-se que todo o diol inicial
havia reagido. Colocou-se um pouco de Na;SO, anidro no matras e filtrou-se a mistura

para um baldo. Evaporou-se o solvente a secura formando-se um éleo amarelo.



Adicionou-se metanol (25 mL) e NaBH, (0.34 g, 8.94 mmol, 6 eq.) e deixou-se a
reacgdo em agitacdo durante a noite. Evaporou-se o solvente e adicionou-se AcOEt (50
mL) e solucdo saturada de NaCl (50 mL). Separaram-se as fases, a fase organica foi
lavada com solucédo saturada de NaCl (2 x 50 mL) e as fases aquosas foram extraidas
com AcOEt (2 x 50 mL). Os extractos organicos foram secos com Na,SO, anidro,
filtrados e concentrados por vacuo para dar origem a uma mistura heterogénea amarela
de massa 0.81 g. Purificou-se a mistura por coluna cromatogréafica usando como eluente
AcOEt e obteve-se o composto puro, um soélido branco de massa 0.48 g (n = 65 %), de
Ry =0.63.

Tabela 6: Sintese do composto 13

Reagentes \ Experiéncia 1 2 3 4
SiO,
3 5 3 3.75
m/g
Na|O4
0.64 (3.0) 1.46 (6.82) 0.37 (1.8) 0.88 (4.1)

m/g (n/mmol)

Composto 11

0.73 (1.5) 1.96 (3.41) 0.43(0.87) 1,00 (2.05)
m/g (n/mmol)
NaBH,

0.34 (8.9) 0.77 (29) 0.25 (6.6) 0.47 (12)
m/g (n/mmol)
Composto 13

0.45(0.91) 0.69 (1.4) 0.19(0.38) 0.64(1.3)

m/g (n/mmol)

n (%) 61 41 44 63




'H-RMN (CDCls) & ppm: 7.34-7.22 (m, 10H, 5H1o, 5Hio), 4.99 (s, 1H11), 4.12 (q, 1Hs,
J=6.7 Hz), 4.00 (s, 1H,), 3.75 — 3.65 (M, 2He), 3.44 — 3.40 (m, 1Hs), 2.89 (dd, 1H7, J =
11.8 e 1.7 Hz), 2.66 (dd, 1H7-, J = 11.8 e 3.5 Hz), 2.27 — 2.12 (m, 2H, 8-FNM), 1.90 (m,
1H4), 1.72 (M, 1Hy), 1.65 — 1.43 (m, 5H, 8-FNM), 1.37 (d, 3He, J = 6.7 Hz), 1.30 e 1.28
(2s, 6H, 3H17€ 3H1g), 1.10 — 0.90 (m, 1H, 8-FNM), 0.81 (d, 3Hz0, J = 6.6 Hz)

BC-RMN (CDCls) & ppm: 173.28 (C=0); 149.58 e 147.04 (Cios € Cioa); 128.83,
128.04, 127.50, 126.48, 125.82 e 125.69 (10Caom. 5Ci0 € 5Cig); 71.95 (Cy11); 66.61 €
63.17 (C, e Cs); 66.16 e 62.54 (Cs e Cy); 59.12 (Cg); 50.99 (Cs); 42.46 (C16); 39.99 (C —
(CH3)2Ph); 39.67 (C12); 35.30 (C14); 30.00 (Cys); 27.28 (C13); 26.49 e 25.95 (Cy7 € Cig);
23.34 (Cyg); 22.29 (C4); 22.12 (Cyo)

5.9.Sintese do composto 14

Ph Ph
N N

‘BuPh,SiCl

Et;N, DMAP.
HO Oy, s ‘BuPh,SiO
CH,CI,

0°C-TA

0//, ",

HO BuPh,SiO
13 14

Num baldo de fundo redondo de 100 mL dissolveu-se o diol aberto 13 (0.29 g, 0.60
mmol, 1 eq.) em CH.Cl, (20 mL) e adicionou-se Et;N (0.25 mL, 1.79 mmol, 3 eq.),
uma micro-espatula de DMAP e 'BuPh,SiCl (0.5 mL, 1.92 mmol, 3.2 eq.), a 0 °C. A
mistura reaccional permaneceu em agitacdo durante a noite, a 0 °C até a temperatura
ambiente. Parou-se a reaccdo 14 horas depois do seu inicio, adicionando-se solugéo
saturada de NaHCO3; (30 mL). Separaram-se as fases, extraiu-se a fase aquosa com

CH,CI; (2 x 50 mL), as fases organicas foram lavadas com H,O (50 mL) e solugédo



saturada de NaCl (50 mL), secas com Na,SQO, anidro, filtradas e concentradas por vacuo
para dar origem a um dleo de cor caramelo de massa 1.16 g. Purificou-se o composto
por coluna cromatogréafica utilizando como eluente CH,CI,, obtendo-se uma fraccéo

pura do composto de massa 0.30 (n =52 %) Rs=0.87.

Os dados relativos as reaccdes de di-sililacdo do composto 13, para dar origem ao

composto 14, estdo sumariados na seguinte tabela.

Tabela 7: Sintese do composto di-sililado 14

Exp. Composto 13 ‘BuPh,SiCl EtsN Composto 14 ¢
m/g(n/mmol) V/mL(n/mmol) V/mL(n/mmol) m/g(n/mmol) (%)

1 0.29 (0.60) 0.5(2) 0.25 (1.8) 0.30 (0.31) 52
2 0.62 (1.3) 0.82 (3.2) 0.45 (3.2) 0.42 (0.43) 34*

* a reaccao ndo foi completa, recuperando-se o composto monosililado

-ulllllllé;
"
=&

'H-RMN (CDCl3) & ppm: 7.73 — 7.66 e 7.46 — 7.05 (m, 30H, 5H10, 5H1g, 20Hpnsi),
5.06 (s, 1H11), 4.25 (s, 1H,), 4.14 (g, 1Hg, J = 6.65 Hz), 3.72 (M, 1Hg), 3.52 — 3.47 (m,
1Hs), 3.45 (dd, 1Hs, J = 9.9 € 4.9 Hz), 2.78 (dd, 1H7, J = 9.8 e 4.2 Hz), 2.60 (t, 1H7, J =
9.4 Hz), 2.35 — 2.15 (m, 3H, 1H3 e 2H do 8-FNM), 1.96 (d, 1H4, J = 14.2 Hz), 1.74 —
1.63 (m, 4H, 8-FNM), 1.47 — 1.41 (m, 3H, 1H, e 2H do 8-FNM), 1.37 e 1.31 (2s, 3H17
e 3Hyg), 1.32 (d, 3Hg, J = 8.0 Hz), 1.10 (s, 9Htgysi), 0.88 (d, 3H2, J = 8.1 Hz), 0.87 (s,
9Htgysi’)

BC-RMN (CDCls) & ppm: 174.37 (C=0); 150.01 e 147.35 (Ci0s € Cioa); 135.62,
135.56, 135.46, 133.94, 133.87, 133.79, 129.62, 129.60, 129.25, 128.02, 127.70,



127.64, 127.33, 127.08, 126.70, 125.87 € 125.65 (34Carom. 24C — PhSi, 5Cy0 € 5Cy);
71.30 (Cyy); 67.78 e 65.76 (Cs e Cy); 65.04 € 62.75 (C; € Cs); 58.63 (Cg), 50.90 (Ca);
44.18 (Cig); 40.07 (C — (CHs)sPh); 39.73 (C12); 35.39 (Cia); 29.55 (Cis); 27.12 (Cia);
26.83 (6C — 'butil-Si); 26.11 (C17 € Cus); 22.82 (Co); 22.22 (Cao) 22.14 (Cs); 19.22 €
19.06 (2C — Si-C-(CHa)3)

5.10. Tentativas de redugdo do composto 14
Ph
\( o \l/Ph Ph
N 5
H N
BuPh,Si0 °m,, Seivente anidro
——>< = ‘BuPh,SiO OH
T -40a 70 °C
OSiPh,'Bu

‘BuPh,SiO

14 15

Num baldo de fundo redondo colocou-se o composto 14 a reagir com o agente redutor a
uma dada temperatura. A reac¢do foi seguida por TLC e ao fim de um determinado
tempo parou-se a reaccdo com MeOH/H,0O, evaporou-se o solvente. Adicionou-se
AcOEt, separaram-se as fases e a fase organica foi lavada com H,O (2 x 50 mL) e
solucdo saturada de NaCl (50 mL). As fases aquosas foram extraidas com AcOEt (5 x
50 mL). As fases organicas foram secas com Na,SO, anidro, filtradas e concentradas

por vacuo obtendo-se o composto de partida 14 ou o composto 15°.

NOTA: nas reaccOes em que houve aparecimento de um composto novo (15°), foi
realizada cromatografia em coluna para se obter 0 composto puro para analise. A coluna
foi realizada usando como eluente: DCM. Mas como ndo se conseguiu obter o
composto puro, realizou-se uma coluna preparativa no mesmo eluente e obteve-se 30
mg do composto 15°. Obteve-se também parte do reagente de partida 14, que neste

eluente tem um Rs=0.9.

O composto 15° tem uma das estruturas apresentadas na figura 15, ndo tendo sido

possivel, ainda, determinar qual delas é a correspondente ao composto obtido.



YP" \(Ph
t . OH HO
BuPh,SiO ou

OH

HO 15" ‘BuPh,SiO

Figura 15: Estruturas possiveis para o composto 15’

Né&o foi possivel obter o espectro do composto 15° puro, uma vez que foi dificil
efectuar a purificacdo por coluna cromatografica. A imagem do espectro encontra-se na

pagina 90.

Na pagina seguinte encontra-se a tabela 8 onde se resumem os resultados obtidos

nas diferentes experiéncias efectuadas.



Tabela 8: Resultados obtidos para as tentativas de redugdo do composto 14

BH;.Me,S

Exp. ] Solvente Tempo Resultado
Equivalentes
0 15 min.
15 Composto de
1 THF 75 2 dias .
partida
2 75 3 dias
DiBAL T
Exp. ) Solvente Tempo Resultado
Equivalentes (°C)
-40 4h Composto de
2 3.2 CH,CI, .
t.a. 24 h partida
LiBH,
Exp. ) Solvente Tempo Resultado
Equivalentes (°C)
0-ta. 3 dias Composto de
3 1.5 THF )
75 2 dias partida
LiAIH,
Exp. ) Solvente Tempo Resultado
Equivalentes °C)
1 0-ta. 3h
Composto de
4 2 Et,O ta. 24 h )
partida
1.7 t.a. 2h
1.9 -40 4h Composto de
5 THF _ )
1.9 t.a. 2 dias partida
Composto de
6 2 Et,0O -20 2h )
partida
Composto
Et,0 / P
7 4 t.a 24 h reduzido e semi-
THF :
desprotegido
Composto
Et,0 / 0 8h P
8 3 THE reduzido e semi-
ta. 16h desprotegido
Composto
Et,O/ -20 8h p
9 3 THE reduzido e semi-
ta. 16h desprotegido
Composto
Et,O/ -20 8h p
10 4 reduzido e semi-
THF ta. 24 h

desprotegido




Apéndices

Seguidamente, apresentam-se 0s espectros de RMN dos novos compostos

obtidos por sintese organica.
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Espectro 1: Espectro de *H-RMN do Aducto 6
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Espectro 3: Espectro de *H-RMN do composto 11
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