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Nomenclatura e Abreviaturas

Nomenclatura

Nesta dissertacdo de mestrado, a nomenclatura utilizada, relativamente aos compostos y-
lactimicos e aos restantes compostos, segue as regras gerais das normas da IUPAC.

Relativamente ao sistema de nomenclatura para anéis fundidos foi utilizado o sistema Hantzsch-

Widman (exemplo 1).?

1
H77S

R _N=X
g
0

2
5 N-3
4

o CO,H

Exemplo 1

Abreviaturas
178-HSD  do inglés 77p-Hidroxysteroid debydrogenase
6-APA  Acido 6-aminopenicilanico (do inglés G-amingpenicillanic acid)
API  do ingles Active Pharmaceutical Ingredient
ATR  do inglés Attenuated Total Refletance
CGMP do inglés Current Good Manufacturing Pratices
d Dubleto
DCM Diclorometano
dd Duplo dubleto
ddd Duplo duplo dubleto
DMAD Dimetil acetilenodicarboxilato
DMSO Dimetilsulféxido
DMSO-ds  Dimetilsulféxido deuterado
EMAR Espetrometria de Massa de Alta Resolucao
Equiv. Equivalente
ESI  do inglés ElectroSpray lonization
FDA do inglés Food and Drug Administration

xvii



Nomenclatura e Abreviaturas

GABA
GMP
HIV
HMBC
HSQC
TUPAC
v

m
MDM?2
MIP

NOESY
PDE

ppm

PTSA
RMN

RMN de "C
RMN de 'H

sl

t.a.
TACE
TEA
TFA
THF
TLC
TMS

Acido y-aminobutirico (do inglés gamma-Aminobutyric acid)
do inglés Good Manufacturing Practices

do inglés Human Immunodeficiency 1V irus

do inglés Heteronuclear Multiple-Bond Correlation

do inglés Heteronuclear Single-Quantum Correlation

do inglés International Union of Pure and Applied Chemistry
Espetroscopia de Infravermelho

Multipleto

do inglés Murine Doble Minute 2

Percentagem Inibitéria Maxima (do ingleés Maximum  Inbibitory

Percentage)

do inglées Nuclear Overbauser Effect Spectroscopy

Fosfodiesterase (do inglés Phosphodiesterase)

Ponto de fusao

Partes por milhao

Acido p-toluenosulfénico

Espetroscopia de ressonancia magnética nuclear

Espetroscopia de ressonancia magnética nuclear de carbono treze
Espetroscopia de ressonancia magnética nuclear de protao
Singleto

Singleto largo

Tripleto

Temperatura ambiente

do inglés Tumor necrosis factor-alpha converting enzyme

Trietilamina

Acido trifluoracético

Tetra-hidrofurano

Cromatografia em camada fina (do inglés Thin-layer chromatography)

Tetrametilsilano
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Resumo

Resumo

A descoberta e o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos com maior
bioatividade e estabilidade ¢ um campo de elevado interesse. Deste modo, a sintese de espiro-
B-lactamas despertou interesse, uma vez que a introdugao de sistemas espirociclicos pode alterar
substancialmente a reatividade destes compostos.

O grupo de Quimica Organica da Universidade de Coimbra realizou um estudo sobre a
sintese de compostos B-lactamicos espirociclicos, que resultou no desenvolvimento de
compostos lider com propriedades anti-HIV e anti-Plasmodinm berghei muito interessantes. No
entanto, a sintese de B-lactamas ¢ sujeita a requisitos GMP (Good Manufacturing Pratices) bastantes
exigentes, de modo a evitar contaminagao cruzada com outros farmacos e possiveis rea¢oes de
hipersensibilidade. Desta forma, a sintese de derivados nao-8-lactamicos (y-lactamas) foi a
estratégia definida para ultrapassar esta dificuldade, com o objetivo de obter espiro-y-lactamas
com propriedades antimicrobianas semelhantes aquelas observadas nas espiro-3-lactamas. Este
proposito foi atingido através do estudo da sintese e reatividade de diazo-y-lactamas em reagdes
de ciclo-adigao 1,3-dipolar.

No primeiro capitulo desta dissertagdo sio descritos alguns exemplos relevantes da
literatura que evidenciam as propriedades quimicas e bioldgicas de B-lactamas, espiro-{3-
lactamas, y-lactamas e espiro-y-lactamas. Além disso, sao também apresentados exemplos de
estratégias sintéticas para a obten¢ao de espiro-B-lactamas, do nucleo y-lactamico e de espiro-y-
lactamas.

No segundo capitulo é apresentada a otimizagao da via sintética utilizada para a obtengao
da diazo-y-lactama alvo derivada da I_-cisteina, um composto constituido por um 1,3-dipolo do
tipo diazoalcano. A sintese de y-lactamas biciclicas ésteres e 4acidas, desenvolvida com o objetivo
de encontrar uma via mais eficiente para a sintese da diazo-y-lactama ¢ também apresentada
neste capitulo.

No terceiro capitulo é descrito o estudo da reatividade da diazo-y-lactama com diferentes
dipolaréfilos com o objetivo de preparar novas espiro-y-lactamas quirais zia reagoes de ciclo-
adi¢ao 1,3-dipolar. A diazo-y-lactama reagiu com dipolaréfilos como o acetilenodicarboxilato
de dimetilo, o propiolato de metilo ou maleimidas N-substituidas, permitindo a sintese de
espiro-y-lactamas protegidas com o éster benzidrilico. Foi também estudada a conversao destes
ésteres aos correspondentes derivados acidos, preparando, deste modo, outros derivados y-
lactamicos espirociclicos. Ainda neste capitulo é apresentado o estudo da citotoxidade e da
atividade do virus de imunodeficiéncia humana (HIV-1), de alguns compostos espiro-y-

lactamicos preparados no decurso deste trabalho.
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Abstract

Abstract

The discovery and development of novel antimicrobial agents with increased bioactivity
and stability is a of high interest field. Consequently, the synthesis of spiro-8-lactams has raised
interest, since the introduction of spirocyclic systems may alter their function.

Previous studies developed in our research group on the synthesis and biological assays
of spirocyclic-3-lactams originated the development of lead compounds with remarkable anti-
HIV and anti-Plasmodium berghei properties. However, the synthesis of B-lactams is subject to
very demanding GMP’s (good manufacturing practices), to avoid cross-contamination with
other drugs and possible hypersensitivity reactions. Therefore, the synthesis of non-8-lactam
derivatives (y-lactams) was the strategy defined to overcome this issue, in order to obtain spiro-
y-lactams with antimicrobial properties similar to those observed for spiro-B-lactams. To
accomplish this goal, the synthesis and reactivity of diazo-y-lactams was explored in 1,3-dipolar
cycloaddition reactions.

The first chapter of this dissertation presents some relevant examples of the literature that
demonstrate the chemical and biological properties of 3-lactams, spiro-3-lactams, y-lactams and
spiro-y-lactams. Several synthetic methods to obtain spiro-8-lactams, the y-lactam moiety and
spiro-y-lactam compounds are also described.

The second chapter describes the optimization of each step of the synthetic procedure in
order to obtain the target diazo-y-lactam derived from I-cysteine, a 1,3-dipole-containing
compound of the diazoalkane type. In addition, the synthesis of bicyclic esters and acid y-
lactams was studied, to find the most favorable way to progress in this synthetic route.

In the third chapter, the studies on the reactivity of diazo-y-lactam towards different
dipolarophiles, leading to new chiral spiro-y-lactams via 1,3-dipolar cycloadditions is described.
Diazo-y-lactams reacted with dipolarophiles such as dimethyl acetylenedicarboxylate, methyl
propiolate, N-substituted-maleimides, to afford benzhydryl ester-protected spiro-y-lactams
compounds. The conversion of these esters into their acid form led to novel spirocyclic-y-
lactams derivatives. The study of the cytotoxicity and activity of the human immunodeficiency
virus (HIV-1), of selected spiro-y-lactam compounds prepared in the course of this work, is also

presented in this chapter.
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Capitulo 1: Introdugao

As lactamas sdo uma das classes de compostos naturais mais valorizadas, tanto do ponto
de vista biolégico como sintético. Estas amidas ciclicas possuem uma estrutura quimica muito
diversificada, sendo que o tamanho do anel pode variar entre 4 a 60 membros.” Desde o inicio
do século XX que o estudo de lactamas naturais e o desenvolvimento sintético de novos
derivados lactamicos tem sido explorado extensivamente na area de Quimica Medicinal. A
principal razao para o elevado interesse nesta classe de compostos surge no facto de o nucleo
lactamico estar presente num vasto numero de compostos naturais e sintéticos, que apresentam

um amplo espectro de propriedades bioldgicas.

1.1 B-Lactamas

A quimica dos compostos heterociclicos é considerada uma das areas de investigacao
mais relevante em Quimica Medicinal.* Os heterociclos B-lactimicos sio considerados um
importante contributo para a ciéncia,” devido 2 sua presenca no organismo humano, em
produtos naturais, firmacos e noutros compostos de interesse medicinal e biologico. As §-
lactamas demonstraram possuir diversas atividades bioldgicas, como agentes antibacterianos,
inibicdo da absor¢ao do colesterol, inibicao de diferentes tipos de enzimas e atividade
antituberculosa, hipoglicémica e anticancerigena.®’

A 2-azetidinona, conhecida por B-lactama, é uma amida ciclica de quatro membros
derivada do acido 3-amino propandico, em que o carbono carbonilico esta na posicao J3
relativamente ao anel de nitrogénio (figura 1.1a). O primeiro derivado desta classe de compostos
foi sintetizado por Staudinger® em 1907 (figura 1.1b), no entanto a importancia das B-lactamas
como antibidticos apenas foi reconhecida apds a descoberta da penicilina por Alexander
Fleming em 1928, uma substincia com propriedades antibacterianas.” O ntcleo ciclico da j3-
lactama ¢ bastante utilizado como elemento estéreo controlador, tirando proveito da
funcionalizagdao e da possivel quiralidade destes derivados, para a modelagdao e construgao de
estruturas heterociclicas fundidas ao anel de quatro membros." No principio da década de 40,
foi descoberto o primeiro antibiético B-lactamico, a penicilina natural benzilpenicilina (ou
penicilina G). Deste modo, foi possivel iniciar a produ¢ao industrial e o uso terapéutico deste
firmaco (figura 1.1c)."
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Figura 1.1. Representagao das estruturas de: a) 2-azetidinonas; b) 1,3,3,4-Tetrafenilazetidin-2-

ona, sintetizada por Staudinger; c) penicilina G.
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Desde a descoberta da penicilina em 1928 que varias $-lactamas naturais e sintéticas
foram descritas. Na figura 1.2 podemos observar a familia dos antibidticos -lactamicos, entre
eles temos as penicilinas (penamas), os penemas, as cefalosporinas (cefemas), as carbapenemas,
as carbacefemas, os oxapenemas, os oxacefemas, as clavamas (ex.: acido clavulanico) e as

12,13 Annd
monobactamas. =~ Todos os compostos representados possuem um anel lactamico de quatro
membros essencial na atividade biolégica, que pode existir como anel isolado, ou estar fundido

a outros anéis para formar estruturas biciclicas."

monociclicos
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Figura 1.2. Estrutura quimica das principais subfamilias de compostos B-lactamicos. A azul

estdo as familias dos antibi6ticos B-lactimicos sintéticos."

A reatividade quimica do anel -lactamico e os seus substituintes, em particular o atomo
de azoto do anel, sio os componentes determinantes do tipo de atividade biolégica do esqueleto
B-lactamico, sendo que podem variar os substituintes na posicao N-1, C-3 e C-4. Os diferentes
substituintes ligados ao nicleo B-lactamico (o grupo R em particular) determinam a atividade de
um composto B-lactamico, sendo que os compostos B-lactimicos sio mais reativos em
condigdes hidroliticas do que as amidas lineares ou outras lactamas com anéis maiores devido a
rigidez do anel B-lactamico. Esta rigidez aumenta com a fusio de um segundo anel, e a
substitui¢iao do 4tomo de enxoftre pelo 4tomo de oxigénio pode aumentar a atividade biolédgica. '’

Os agentes antimicrobianos siao definidos como qualquer tipo de agente com
propriedades inibitérias ou letais para um microrganismo. O antibiético é um termo mais
restritivo, que implica a fonte natural do agente antimicrobiano, sendo que o termo
quimioterapeutico refere-se a origem artificial de um agente antimicrobiano por sintese

quimica.15
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Os antibiéticos B-lactamicos atuam na bactéria inibindo o passo final da biossintese da
parede celular bacteriana através da inibi¢do de enzimas bacterianas, transpeptidases e
carboxipeptidases, que catalisam as reacdes de sintese do peptidoglicano.” Os polimeros de
peptidoglicano sao reticulados por estas enzimas, chamadas de proteinas de ligagao a penicilina.
Dado que o peptidoglicano é um componente essencial da parede celular bacteriana, protege o
organismo de rutura osmotica, fornece rigidez estrutural e a forma da célula, faz parte do
crescimento e divisao celular, é este componente que mantém a integridade e viabilidade celular.
Os farmacos B-lactamicos interrompem este processo crucial através da acilagdo irreversivel do
grupo hidroxilo da unidade terminal catalitica, dentro do sitio ativo da enzima, o que resulta na
formacao de um aducto enzima-farmaco cataliticamente inativo e estavel. A inibicio das
proteinas de ligagdo a penicilina causa bacteriodlise, produzindo uma parede incapaz de resistir a

forcas osmoticas.'®

1.1.1 Problemas no manuseamento e administracao de

compostos B-lactamicos

Os antibi6ticos atuam no tratamento de doencas infeciosas, no entanto como resultado
de doencas novas e emergentes, ¢ também devido ao predominio crescente de patogénios
resistentes a antibidticos estas continuam a ser a causa principal de morte a nivel mundial.” A
resisténcia aos antibidticos é uma consequéncia inevitavel de pressoes seletivas impostas pelo
uso excessivo de antibibticos.

A capacidade da bactéria produzir uma familia de enzimas (as B-lactamases), que
hidrolisam o anel B-lactamico, essencial para a atividade antibacteriana, é a principal limitagao
dos antibiéticos B-lactamicos. Existem diferentes tipos de B-lactamases, pelo que ¢ variavel a
sua capacidade de hidrolisar o anel eficazmente.”” Outras medidas defensivas bacterianas
incluem mutacSes no alvo molecular dos fairmacos B-lactamicos, eliminacao de porinas na
membrana celular, aquisi¢do e ativagao de proteinas exportadoras de efluxo, e a modificagao da
parede celular de modo a minimizar o acesso de antibiéticos B-lactamicos aos seus alvos
moleculares.

Para além da capacidade bacteriana de adaptabilidade e resisténcia diversa a estes
compostos, o manuseamento ¢ utilizacao dos derivados B-lactamicos pode causar efeitos
adversos de contaminacdo cruzada, apresentando o risco de possiveis reacdes autoimunes

alérgicas e efeitos secundarios que podem afetar os sistemas hematoldgico renal e neurolégico.”
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A estrutura central caracteristica dos farmacos B-lactamicos é possivelmente a maior causa de
hipersensibilidade B-lactamica. No entanto as modificagoes do nucleo B-lactamico, que se
focaram em alteracdes a cadeia lateral na posicio 6, de modo a melhorar a atividade,
biodisponibilidade oral e propriedades farmacodinamicas, também sao de importancia critica
para a reatividade alérgica e a reatividade cruzada.

Até abril de 2013, a Food and Drug Administration (FDA) tinha aprovado mais de 34
compostos B-lactamicos como substincias ativas em farmacos para o uso humano. Nesta
mesma data, foi publicado um regulamento de orienta¢do para o manuseamento de farmacos 3-
lactamicos. Este descreve a importancia de implementar uma produgao controlada no ambito
de evitar a contaminagdo cruzada de produtos farmacéuticos acabados e substancias ativas
(APIs) com farmacos B-lactamicos nao penicilinicos. Também refere o risco de saide devido a
reatividade cruzada nas classes de B-lactamas sensibilizantes (incluindo penicilinas e 3-lactamas
nio penicilinicas).”

A contaminacdo cruzada de fairmacos consiste na contaminacao de um medicamento
com um ou mais medicamentos diferentes. A penicilina pode ser um agente sensibilizante que,
em alguns casos, desencadeia uma resposta imune alérgica hipersensivel.” Por conseguinte,
implementar métodos para prevenir a contaminagiao cruzada de outros farmacos com a
penicilina é um elemento-chave da produc¢io de penicilinas, e os atuais regulamentos de boas
praticas de producio (CGMP) exigem o uso de tais métodos.

No que diz respeito aos farmacos B-lactamicos, a primeira regra exigida ¢ que todas “as
intervengoes relativas a produgao, processamento e embalagem da penicilina sejam realizadas
em instalacdes separadas daquelas utilizadas para outros medicamentos para o uso humano”.*
Requisita-se que os fabricantes devem separar completamente os sistemas de tratamento de ar
para os farmacos B-lactamicos daqueles usados para outros medicamentos para uso humano.
Além disso, exige-se que os fabricantes testem os produtos 3-lactamicos para possiveis vestigios
de penicilina. No caso de ocorrer contaminagao cruzada, é proibida a sua comercializagdo com
nfveis de penicilina detetaveis.

Portanto, a FDA exige que, com poucas exce¢oes, todos os medicamentos sejam
fabricados em conformidade com as boas praticas de produgao atuais (CGMPs). Os farmacos

que nao estao em concordancia com as CGMPs sao considerados adulterados.
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1.1.2 Espiro-B-lactamas

Nos dltimos anos houve um notavel progresso da sintese de antibiéticos 3-lactamicos
mono e biciclicos. No entanto, a descoberta e o desenvolvimento de novos agentes
antibacterianos com maior bioatividade e estabilidade em relagao as 3-lactamases permanecem
um desafio. Além disso, a procura de novos derivados com diferentes atividades biolégicas
continua a ser um campo de elevado interesse. Deste modo, a sintese de espiro-B-lactamas
despertou interesse, uma vez que a introducao de sistemas espirociclicos deve alterar
substancialmente a reatividade destes compostos.

As espiro-B-lactamas, para além do nuicleo B-lactamico, sio caracterizadas por uma
estrutura de dois anéis fundidos onde apenas um atomo é comum aos dois anéis. A preparagao
de compostos espirociclicos pela fusao de dois anéis impoe uma restricio conformacional nestes
derivados. Desta forma, é imposta uma penalizagdo de entropia conformacional nos derivados
espirociclicos que é reduzida ap6s a ligagao ao local ativo da proteina.

As espiro-B-lactamas sdo moléculas alvo bastante atrativas devido as propriedades
biolégicas relevantes que alguns derivados evidenciam possuir (figura 1.3), nomeadamente
atividade antibacteriana,” antiviral,” antifingica,” antimaltia,” inibi¢do de B-lactamases™ e de
absorcio de colesterol”. Para além disso, estes compostos também podem desempenhar outras
fungées como percursores de B-aminoacidos-a,a-dissubstituidos, péptidos e  [-turn

miméticos.'**!

R = CN, CO,CH,CH,
CO,t-Bu, CO,Ph

Atividade antibacteriana

(0]
Cl
Br N\<i>—Noz
[¢]
N
H
Br
Atividade antifungica Inibi¢ao da absor¢ao de colesterol

Figura 1.3. Exemplos ilustrativos de compostos espiro-B-lactamicos com diferentes atividades

biologicas.
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Atualmente encontram-se descritas na literatura varias vias sintéticas de compostos
espiro-B-lactamicos, destacando-se alguns artigos de revisio que evidenciam a importancia
destes compostos com propriedades quimicas e biologicas interessantes. Singh e colaboradores
descreveram extensivamente a relevancia biolégica de diferentes tipos de espiro-B-lactamas, e
varias metodologias de sintese, incluindo reagées de ciclo-adi¢ao, ciclizacio e transformacao de
grupos substituintes.”® Bari e colaboradores destacaram a aplicacio destes compostos em
diversas areas, bem como o progresso na sintese estereosseletiva e a analise biologica de espiro-
B-lactamas."’ Além destes, o grupo de investigacio de Alcaide descreveu diferentes vias sintéticas
utilizadas na preparacio de espiro-B-lactamas nao convencionais, nomeadamente reagdes de
ciclizagio radicalar, de ciclo-adicio e catalisadas por metais de transi¢ao.”

Nos ultimos anos, o grupo de investigagao de Quimica Organica do Centro de Quimica
de Coimbra dedicou particular aten¢ao ao estudo e desenvolvimento de compostos espiro-3-
lactimicos.**™® A reacio de ciclo-adi¢do 1,3-dipolar foi uma das vias sintéticas exploradas para
a sintese destes derivados espirociclicos.

A reagao de ciclo-adi¢ao 1,3-dipolar é um dos métodos mais importantes utilizado na
construcao de anéis heterociclicos de cinco membros. A ciclo-adi¢ao 1,3-dipolar consiste na
reacao de um dipolaréfilo (como alquenos, alquinos, carbonilos e nitrilos) com um 1,3-dipolo

(sistemas de quatro eletrdes n distribuidos por trés 4tomos) (esquema 1.1).7

1,3-dipolo  a=b—c" PN

— = a7

dipolaréfilo  d=e e=
Esquema 1.1

Os grupos de investigacao de Shechan e de Campbell, na década de 70, descreveram a
reagao de ciclo-adi¢ao 1,3-dipolar de 6-diazopenicilanatos com acrilamidas, acrilonitrilos e
acrilatos, como via sintética de espiro-2-pirazolinopenicilanatos.”* Recentemente, o grupo de
Quimica Organica explorou a sintese de derivados de espiro-2-pirazolina-3-lactamas quirais 1.2
através de reagbes de ciclo-adi¢ao 1,3-dipolar entre 6-diazopenicilanatos 1.1 com outros
dipolaréfilos (acrilonitrilos, acrilatos de etilo e de metilo, metil vinil cetonas). Além disso, foram
desenvolvidas vias sintéticas para obter espiro-1-pirazolina-B-lactamas 1.3 e espiro-3H-pirazol-
B-lactamas 1.4, através da reacdo de 6-diazopenicilanatos 1.1 com maleimidas N-substituidas e
alquinos deficientes em eletroes, respetivamente. Deste modo foram obtidos compostos quirais
puros derivados do acido 6-aminopenicilanico (6-APA). Este estudo demonstrou que a presenca
do grupo éster na posicao 3 do penicilanato tem influéncia significativa no rendimento destas

reagOes. Verificou-se que os ciclo-aductos eram obtidos com melhores rendimentos quando se
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partia do 6-diazopenicilanato de benzidrilo em vez do 6-diazopenicilanato de benzilo. Todas
estas reagoes ocorreram de forma estereosseletiva, o que pode ser explicado considerando que
o ciclo-aducto maioritario resultou da adi¢ao do dipolaréfilo pelo lado o da B-lactama, o lado

com menor impedimento estéreo (esquema 1.2).**
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H N-NH 1 ¢
N 2 s ) -
N s + R \>/,,
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1_
13 R'=Bn, CHPH,

Esquema 1.2

Com o objetivo de estudar a reatividade da ligagio dupla exociclica de 6-
alquilidenopenicilanatos 1.5, Pinho e Melo e colaboradores propuseram uma estratégia sintética
de reagoes de ciclo-adigdo [3+2] formal catalisada por trifenilfosfina com diferentes alenoatos
(ésteres a-alénicos), permitindo a sintese de espirociclopenteno-@-lactamas quirais (esquema
1.3).” A reagio de ciclo-adi¢io [3+2] formal do 6-(1-metoxicarbonilmetileno)penicilanato 1.5
(R = OMe) com 23-butadienoato de benzilo permitiu obter as espiro-B-lactamas
regioisoméricas 1.6, sendo o produto maioritario o y-regioisomero. Através da reagao do 6-(1-
tert-butoxicarbonilmetileno)penicilanato 1.5 (R = O#Bu) com 2,3-butadienoato de benzilo
obteve-se a mistura das espiro-B-lactamas regioisoméricas 1.6. Na reacdo do 6-(1-
acetilmetileno)penicilanato 1.5 (R = Me) ¢ formado apenas o y-regioisémero, enquanto que com
o 6-(1-benzoilometileno)penicilanato 1.5 (R = Ph) é observada uma regiosselectividade oposta.
A sintese regio- e estereosseletiva de espirociclopenteno-3-lactamas 1.7, foi observada na reagao
do 2,3-pentadienoato de benzilo com os 6-alquilidenopenicilanatos 1.5. A reacao do 6-
alquilidenopenicilanato com 4-fenil-2,3-butadienoato de benzilo conduziu a obtengdo das
correspondentes espiro-3-lactamas 1.8. Dependendo do substituinte no alquilideno, obteve-se
seletivamente o y-regioisémero, o a-regioisémero, ou mistura de ambos, respetivamente para R
= OMe, Ph e Me. A sintese deste novo tipo de B-lactamas envolve a criagao de dois ou trés
centros estereogénicos consecutivos, incluindo um centro quiral quaternario. Neste estudo
demonstrou-se que a regiosselectividade ¢é dependente da natureza do derivado

metilenopenicilanato e da natureza da substitui¢ao na posi¢ao y dos alenoatos.

9
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Esquema 1.3

Em 2014, Pinho e Melo e colaboradores descreveram a ciclo-adi¢ao 1,3-dipolar dos 6-
alquilidenopenicilanatos 1.5 com diferentes compostos diazo (difenildiazometano,
fenildiazomento, e diazometano) e provaram que esta ¢ uma metodologia eficaz para a
preparacio de espiropirazolina-B-lactamas (esquema 1.4). A reacdo de ciclo-adigio dos
alquilidenos 1.5 (R = OMe, Ph) com difenildiazometano conduziu a sintese regio- e
estereosseletiva de espiro-1-pirazolinapenicilanatos 1.9. Todavia, quando se partiu do 6-(Z)-(1-
tert-butoxicarbonilmetileno)penicilanato 1.5 (R = O£Bu) foram obtidos dois produtos (1.10),
resultantes de regioquimicas opostas. As reacOes de ciclo-adi¢io 1,3-dipolar entre o 6-(1-
metoxicarbonilmetileno)- e 6-(1-zer~-butoxicarbonilmetileno)penicilanato com diazometano
levaram a formacao de dois regioisomeros (1.11), contrariamente aos derivados acetilo e
benzoflo em que se observou regioespecificidade (1.12). O fenildiazometano reagiu com os 6-
alquilidenopenicilanatos 1.5 regio- e estereosseletivamente para dar
espiropirazolinapenicilanatos 1.13, onde se verificou tautomerizagdo de um dos ciclo-aductos
obtidos. Todas as espiropirazolina-B-lactamas descritas neste estudo foram obtidas de forma
estereosseletiva, o que pode ser explicado pelo facto de a adigao ocorrer pela face « da B-lactama

que possui menor impedimento estéreo.

10
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€0,CHPh,

CO,CHPh,
113

HN H
% +
N/
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€O,CHPh,

1.12
1.1

Esquema 1.4
1.2 y-Lactamas

O anel y-lactamico, denominado como y-butirolactama, pirrolidin-2-ona, azolidin-2-ona
ou 2-oxopirrolidina, faz parte da estrutura base de um vasto nimero de compostos naturais e
nao naturais que possuem um amplo espetro de atividades biolégicas. Consequentemente, as y-
lactamas sao moléculas de interesse primario em Quimica Medicinal, surgindo a necessidade de

desenvolver novas estratégias para a obtencao desta por¢ao estrutural (figura 1.4).

(@)

Figura 1.4. Estrutura do anel y-lactamico.

O interesse neste esqueleto estrutural comecou com a incidéncia crescente da resisténcia
bacteriana contra antibiéticos -lactamicos. De modo a ultrapassar este problema de resisténcia,
uma das solugbes passava pelo afastamento do nucleo B-lactamico. Como um dos fatores
essenciais para a atividade ¢ a ligacao de amida ativada, a atengdo mudou-se naturalmente para
as y-lactamas e seus analogos, mais especificamente para y-lactamas biciclicas como por exemplo

os detivados dos penemas.*
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Estes compostos heterociclicos sio utilizados frequentemente como percursores de
pirréis, pirrolidinas ou derivados de aminoacidos, sendo estas substancias biologicamente
relevantes.*™* Adicionalmente, estes heterociclos podem possuir atividade antitumoral,
antifiingica e antibi6tica. Exemplos de compostos com atividade antitumoral sio a lactacistina,"’
uma y-lactama isolada de micro-organismos, e a salinosporamida A*. De realcar também a (+)-

i 2 49 .. . ces . B
clausenamida como farmaco neuroprotetor,” a (-)-pramanicina com atividade antifungica,” e
os antibi6ticos B-lactimicos, 13-metilcarbapenens,” que possuem um nucleo y-lactimico (figura

1.5).

o H
NH 0

I
s/\/Nf
HO CO,H

HO™

H CO,Na
(+)-clausenamida lactacistina 1B-metilcarbapenema
neuroprotetor antitumoral antibiotico
0 c|> 0 7

(-)-pramanicina salinosporamida A
antifingico antitumoral

Figura 1.5. Exemplos de compostos com nucleos y-lactamicos que possuem interesse

biolégico e farmacéutico.

Atualmente existem varios exemplos na literatura que dao énfase a importancia e
atengao que estes compostos atraem devido as suas potenciais propriedades bioldgicas e a sua
estrutura sinteticamente desafiadora.

As y-lactamas podem ser amplamente funcionalizadas, desta forma sao sintGes versateis
numa série de processos sintéticos e também na preparagao de diversas moléculas naturais e
nao-naturais, sendo considerados relevantes a nivel biolégico e medicinal. A hormona
libertadora da gonadotrofina possui um grupo piroglutamico, onde a lactama tem a funcido de
estabilizar o N-terminal do peptideo contra a degradagao do peptideo aminoprotease. Noutros
casos, a y-lactama funciona como um esqueleto rigido conformacional, como o composto 1.14,
que estabiliza conformacdes f-#urm quando é incorporado em peptideos.”” Os compostos y-
lactamicos altamente substituidos mostram uma ampla gama de atividades, como por exemplo

o composto 1.15 antagonista de integrinas,”

e o composto 1.16 antagonista do recetor de
quimiocinas CCR4**”. Outras y-lactamas, como o composto 1.17 sdo utilizadas para inibir a
biossintese de colesterol e acidos gordos, para o tratamento de distarbios de lipoproteinas, e o

composto 1.18 para inibir a fosfodiesterase (PDE) tipo IV, uma enzima ligada a doencas

12
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alérgicas e inflamatorias.” Por fim, y-lactamas 4-substituidas, como o composto 1.19,” podem
exibir atividade antiepilética dez vezes mais eficaz, relativamente ao Levetiracetam, para a

protegdo contra a atividade convulsiva em ratos sensiveis ao som (figura 1.6).

1.14 15 F
' O 416
.\\‘\/\Q MeO ~ N
N/
(o] N o o N
OMe b 0 z
N NH,
|
CO,t-Bu \/\[O(
147
OMe 1.18 1.19

Figura 1.6. Compostos naturais que possuem nucleos y-lactamicos.

Existe uma variedade de moléculas naturais biologicamente ativas que possuem o nucleo

y-lactamico como unica base estrutural.”®

O nucleo y-lactamico é a caracteristica estrutural chave
num vasto nimero de compostos naturais biologicamente ativos. A diversidade de fontes
naturais de y-lactamas reflete-se no espetro de atividades biolégicas exibidas. Os principais
percursotes das y-lactamas em organismos vivos sio o acido glutimico, a glutationa,” a prolina

60

e o acido y-aminobutirico (GABA),” embora a informagao descrita na literatura seja escassa,
relativamente 2 biossintese de y-lactamas.” Este nucleo central estd presente em varios
organismos como animais, plantas, bactérias ou fungos.

O acido piroglutamico e a disibetaina sio dois compostos y-lactamicos com origem
animal (figura 1.7). O acido piroglutamico é a lactama ciclica do acido glutamico, este ¢
comercializado como uma “swart drug’ com efeito em melhorar a circulagdo sanguinea no
cérebro, além de também ser utilizada no tratamento de distirbios neurodegenerativos.” A
disibetaina é um derivado do awa-disubstituido-a-aminoacido, extraida e isolada da esponja

marinha Dysidea herbacea. Quando injetado intracerebralmente em ratos atua nos recetores de

glutamato do sistema nervoso central induzindo um sinal precoce de convulsio.”

_O (0]
OH + )
O&r —
N N ~1OH
/
H § \ HN
o
acido piroglutamico (-)-disibetaina

Figura 1.7. Estrutura de y-lactamas naturais isoladas a partir de origens animais.
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Exemplos de compostos naturais y-lactamicos extraidos de plantas sao a erisotramidina
2 e a estemoamida (figura 1.8). A erisotramidina 2 foi isolada a partir de plantas tropicais e
subtropicais pertencente a uma classe de produtos utilizados em medicinas indigenas. Este
alcaléide possui uma grande variedade de atividades bioldgicas incluindo propriedades
anticonvulsivas, sedativas e hipnoéticas, sendo também descrito com um agente bloqueador
neuromuscular.”’ A estemoamida é um alcaléide isolado a partir da planta Stemona tuberosa em
1992, utilizado como agente anti-tosse e também no tratamento de doengas respiratorias, como

asma e tuberculose.®

erisotramidina 2 estemoamida

Figura 1.8. Estrutura de y-lactamas derivadas de plantas.

Exemplos de compostos naturais y-lactamicos isolados a partir de bactérias sao a
lajolamicina e a neo-oxazololicina (figura 1.9). A lajolamicina foi isolada a partir do atinomiceto
marinho Streptomyces nodosus encontrado em sedimentos nos Estados Unidos da América. Esta
nitro-tetraeno-espiro-B3-lactona-y-lactama é um agente antimicrobiano contra uma série de
bactérias, que também tem efeito inibitério no crescimento do melanoma mutino.” A neo-
oxazololicina ¢ um produto natural biologicamente ativo isolado a partir de varias estirpes da
espécie Streptomyces em 1985, este apresenta um nudcleo fundido de y-lactama-y-lactona e
demonstrou possuir atividades antitumoral e antiviral contra o mfluenza, o herpes simplex tipo 1 e

a vaccinia.*®

neo-oxazolomicina lajolamicina

Figura 1.9. Estrutura de y-lactamas naturais isoladas a partir de bactérias.
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A equisetina e o azaspireno sio compostos naturais y-lactamicos derivados de fungos
(figura 1.10). A equisetina foi descoberta e isolada em 1974 a partir do fungo Fusarium
pallidorosenm, sendo estruturalmente caracterizada em 1989 pelo grupo de investigacio de Lynn.”’
O azaspireno foi isolado em 2002 a partir do fungo da espécie Neosartorya, e é composto por um
sistema azaspirociciclico oxigenado e dois grupos hidroxilo nas posi¢ées C8 e C9, tendo a sua
sintese completa sido realizada por Hayashi e seus colaboradores em 2002.* Enquanto a
equisetina apresenta atividade citotéxica, fitotoxica, antibidtica e é um potencial inibidor de
ATPases mitocondriais e HIV-integrase,” o azaspireno é um potencial inibidor da angiogenese
e demonstrou capacidade de inibir a migracio endotelial induzida pelo fator de crescimento

endotelial vascular™.

NH

Ph
Bt~ 1\ OH

o

equisetina azaspireno

Figura 1.10. Estrutura de y-lactamas provenientes de fungos.

1.2.1 Vias sintéticas para a obten¢ao de y-lactamas

Em 1983, Baldwin e colaboradores descreveram a primeira sintese seletiva de
compostos y-lactamicos quirais analogos das penicilinas. Sabendo que a exigéncia estrutural
minima para a atividade biolégica era um anel $-lactamico adequadamente ativado, estes autores
exploraram a possibilidade de obter compostos biologicamente ativos desprovidos da por¢ao
B-lactamica. Estes autores conseguiram a sintese das y-lactamas fundidas 1.20 e 1.21 (esquema
1.5)", no entanto estes compostos nio apresentavam qualquer tipo de atividade antibidtica ou

inibi¢ao da B-lactamase.

MeO
s
PhOCHZCONH—g;D Vi \)<
CoR N
0 :
2 o) CO,H
1.20 a: R = Me
b R =K 1.21
Esquema 1.5
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Foi em 1986 que se descreveram os primeiros exemplos de analogos y-lactamicos das
penicilinas com atividade antibiética. As descobertas foram apresentadas independentemente
por Baldwin e colaboradores, composto 1.22," e os investigadores da empresa farmacéutica de

Eli Lilly’s, compostos 1.23* (esquema 1.6).

S
RHNWW RHNWW

o COOH (0] COOH
1.22 1.23
W = CO,Ph W = CO,Me, CN

Esquema 1.6

O mecanismo de a¢ao de antibidticos B-lactamicos envolve a acilacao dos locais ativos
de enzimas necessarias para a sintese da parede celular bacteriana. Com isto, surgiu a hipotese
de que lactamas adequadamente ativadas, de um tipo estrutural diferente pudessem ser eficazes
neste mecanismo, iniciando-se assim o estudo de andlogos y-lactimicos dos penemas.”

De acordo com Baldwin, o aumento da reatividade traduz-se num aumento da atividade
biolégica dos analogos y-lactamicos dos penemas. Isto deve-se a deslocalizacio do par de
eletroes nao ligantes do atomo de azoto lactamico com o sistema © da olefina (e estabilizacdo
na presenca de um grupo W aceitador de eletroes) (esquema 1.7)." Estudos adicionais de
modulagao molecular, realizados pelos investigadores de Eli Lilly’s, mostraram que y-lactamas
biciclicas substituidas por uma cadeia lateral acilamino em C7, em vez de na posi¢ao 6, eram
analogos conformacionais de antibi6ticos -lactimicos (esquema 1.7).” Portanto a diminuicio
da atividade resultante do anel y-lactamico com menor tensao, quando comparado ao anel -
lactamico, poderia ser compensada por uma cadeia lateral acilamino. Assim desenvolveram o
composto 1.23 que teoricamente poderia ter atividade biologica devido a influéncia conhecida
da cadeia lateral nas ligagoes dos locais ativos de enzimas e na penetragio da membrana exterior.
No entanto, estes compostos mostraram atividade antibacteriana reduzida, pelo que nao foram
disponibilizados no mercado. Porém, estes resultados inspiraram muitos investigadores a
desenhar novos compostos potencialmente ativos constituidos por um anel y-lactimico,

desenvolvendo vias sintéticas eficazes para a sua obtencao.

H H
6 5] 1 T
RCONH=—(’ il )»~W ~ «——~ RCONH L 9w
& @
o COLH o COH
Esquema 1.7
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Atualmente existem alguns artigos de revisdo que destacam as diversas metodologias
aplicadas na sintese e reatividade de y-lactamas, evidenciando as propriedades bioldgicas que
estes compostos possuem. Rinaldi e seus colaboradores enfatizaram a sintese enantiosseletiva
de y-lactamas a partir de percursores aciclicos ou ciclicos e a funcionaliza¢ao do anel y-lactamico
via formagao de uma ligacio C-C ou C-Heteroatomo, evidenciando a importancia destes

%77 Os avancos feitos, na tltima

derivados enantiomericamente puros para ensaios biologicos.
década, nas diferentes metodologias sintéticas utilizadas na preparacao de y-lactamas e na sintese
completa de produtos naturais formados por y-lactamas, foram descritos pelo grupo de
investigacio de Ling.”® Robiette e colaboradores destacaram a sintese, as origens naturais e as
atividades bioldgicas que caractetizam os compostos y-lactimicos.”

A preparacio de estruturas y-lactamicas esta descrita em indmeras metodologias
sintéticas desenvolvidas nos dltimos anos. A via sintética mais utilizada consiste na ciclizagao a
partir da formagao de uma amida via uma reagao intramolecular entre um grupo carboxilico ou
derivados com uma amina (1.24 e 1.25) ou percursores de amidas (1.26 e 1.27). Outra estratégia
de ciclizagao envolve a formacao de uma ligagao C-C (1.28). Mais recentemente, foram também
divulgadas duas metodologias sintéticas que permitem obter de uma forma mais confluente o
nucleo y-lactamico, através de uma série de reagoes de ciclizacao do tipo [3+2] (1.29) e [4+1]
(1.30) (esquema 1.8). Além disso, através de processos de redugio e oxidagio alterando anéis de
cinco membros pré-existentes é possivel obter-se o nicleo y-lactimico.””” Estas estratégias
sintéticas sao um tema central em Quimica Organica, e sao extremamente importantes pois

possibilitam a explorag¢ao do potencial deste nicleo estrutural em Quimica Medicinal.

1.25
via formagéo da ligagdo N-C
H

via ciclizagéo [4+1]
1.30

H
R1/: . Oé\'}‘,x \{\/N\H/\ff 1.28
o

R

via ciclizagéo [3+2] via formagéao da ligagdo C-C
1.29

[X = grupo abandonante)

Esquema 1.8
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Outras metodologias desenvolvidas para sintetizar y-lactamas incluem reagoes de ciclo-
adicdo, expansao de anéis B-lactamicos, reagdes de adi¢do catalisadas por carbenos IN-
Heterociclicos, reagdes de aza-Michael, e inser¢oes C-H de carbenodides mediadas por metais de
transicio.” Na literatura estio descritos alguns exemplos destas metodologias sintéticas para a
preparacdo de nucleos y-lactamicos, que serdo descritos de seguida.

Em 1986, Boyd e seus colaboradores estudaram o efeito da presenga do substituinte 2-
amino-tiazol-4-metoximino-acetamido na posi¢ao alfa do carbonilo, conhecido por potenciar a
atividade bioldgica nos derivados B-lactamicos. A pirazolina 1.31 ao reagir com niquel de Raney
sofre clivagem redutiva obtendo-se um éster diamino que cicliza espontaneamente conduzindo
a formagio de dois diastetioisémeros, as aminopitrolidinonas 1.32 (esquema 1.9).” O composto
1.33 foi obtido apés uma sequéncia de 5 passos reacionais, e demonstrou possuir atividade
antimicrobiana relativamente baixa contra trés microorganismos, Streptococcus pyogenes, S.

preumoniae e Staphylococcus anrens.”

o} o] o N
W HN N%S H s
i = 2
R ST R G p S st
60-115 °C o = O AN OH
| o
1.33

(@]

1.31 1.32 88%

Esquema 1.9

Em 2013, Huang e colaboradores obtiveram o nicleo y-lactamico através de uma reagao
intramolecular. Na presenca de base a desprote¢io do grupo amida promove um ataque
nucleéfilo ao epdxido, levando a sua abertura e obtengao do produto ciclico desejado (esquema
1.10).*” Esta reagio demonstrou ser direta e permitiu obter a y-lactama 1.35 com rendimento
elevado. Utilizando esta estratégia sintética foi obtido apenas um isémero do composto natural
(-)-clausenamida 1.36. Quando a clausenamida ¢ extraida a partir de planta Clausena lansinm esta
¢ obtida como um racemato. Deste modo, esta metodologia permitiu a sintese total de um tnico
estereoisomero, foi muito importante porque a (+)-clausenamida revelou nao possuir atividade,
enquanto que a (-)-clausenamida demonstrou ter grande potencial no tratamento da doenca do

Alzheimer.®
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o
t-BuOK, t-BuOH . N LDA, Oxidante de Davis
[ N _ o,
45°C OH THF, -78 °C
1.35 88% 1.36 80%

Esquema 1.10

O grupo de Barnes divulgou, em 2002, a sintese do (R)-rolipram 1.39 através da reagdao
de reducdo do y-nitroéster 1.37 para a y-aminoéster que cicliza 7 situ para a y-lactama 1.38
(esquema 1.11).* Partindo do composto 1.38 foi possivel sintetizar com rendimento de 92% o
(R)-rolipram 1.39, um potencial inibidor da fosfodiesterase IV, que apresenta atividade anti-

inflamatdria e antidepressiva.85

OO oD D

Ra-Ni/H,, H3PO,4 3 3 passos_

°C . EtO,C.,_~
EtoJ\/\/NOZ THF, 50 °C 2 — p
CO,Et NH

O
1.37 1.38 1.39 92%

Esquema 1.11

O grupo de Decicco desenvolveu um processo sintético de reducio/ciclizagio num s6
passo para a forma¢io de uma y-lactama partindo de uma imina.* Através da reacio de
condensac¢ao dos compostos 1.40 e 1.41 obtém-se 7 situ a imina, que ap6s reducio e ciclizagao
conduz a formacao de uma mistura diastereoisomérica (1:1) do composto 1.42 (esquema 1.12).
Uma sequéncia de 3 passos conduz a formagao da y-lactama 1.43 funcionalizada, que é descrita

como um potencial inibidor da enzima de conversaio TNFa (TACE).

BnO

ome MeO \©
;I\: O/ Zn, AcOH 3 passos
NH; ©\ Refluxo
OBn OMe
1.40
1.41 1.42 80%

Esquema 1.12
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Com o objetivo de obter compostos y-lactamicos com atividade inibitéria para a enzima
desidrogenase 178-hidroxiesteroide (173-HSD) tipo II, em 2005, Cook e colaboradores
descreveram uma metodologia que envolvia uma reacio de Michael intramolecular (esquema
1.13).” Inspirados no trabalho de Wolfgang Hartwing,* na sua investigacio sobre inibidores de
178-HSD tipo 11, os autores desenvolveram uma reagdao de adi¢ao de Michael intramolecular
obtendo o nucleo desejado com bons rendimentos (68%), no entanto com uma baixa propor¢ao
cis/ trans (2:1). Alterando as condi¢Oes reacionais, conseguiram obter o composto 1.45 com
melhor rendimento (70%) e uma melhor proporcao cis/ trans (10:1). Assim, o composto 1.45 foi
obtido, realizando a reacdo de ciclizacdo 5-endo-dig intramolecular da alquino-amida 1.44 na
presenca de bis(trimetilsilil)amida de litio, seguida de um passo de hidrogenagao. Apds uma
sequencia de 5 passos foi possivel obter o composto ¢is 1.46 que demonstrou ser um potencial
inibidor da 173-HSD tipo II. Ensaios biolégicos comprovaram que a configuragao cs é

necessaria para a atividade biolégica.

0 1. LiN(SiMe) Q
s~ | : fe)s
X N\)]\OEt THF, 0 °C OEt 5 passos
o 2. Hy, Pd/C N_ —
1.44 o
1.45 70% 1.46 100%

Esquema 1.13

O grupo de investigacao de Carr foi o primeiro a descrever a aplicacao da metodologia
(3+2) na sintese de y-lactamas biologicamente ativas. A rea¢ao chave nesta via sintética consiste
numa reacao de ciclo-adi¢ao 1,3-dipolar entre a enona 1.47 e o iodeto de iminio 1.48 que conduz
a formacao do composto 1.49. A posterior reacao de reducio do composto 1.49 permite obter
a y-lactama funcionalizada 1.50 (esquema 1.14).*’ Esta estratégia que permite a sintese deste anel
de 5 membros demonstrou ser um método rapido, regio- e estereosseletivo. Este método foi
valorizado na sintese total de um composto analgésico natural, chamado cinometrina (composto

1.50).

| |
Ph )

SiMe N N
¢ L o HOH 7
= N 1. CsF Ph SN Ph— SN

N J\ —_— N NaBH, N
[y * g7 g 2.80,0I, S0, o
N \__/ H20 0™\ 0™\

| | |

1.47 1.48
1.49 60% 1.50 74%

Esquema 1.14
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A primeira aplicacio de uma estratégia sintética de ciclizagio (4+1) na sintese de y-
lactamas biologicamente ativas foi divulgada pelo grupo de investigagdo de Dorigotti, em 1993.
A 1-azabiciclo[3.3.0]octano-3,8-diona 1.53 foi sintetizada através da reagao entre o aldeido 1.52,
como uma unidade de 1 atomo, e uma a-aminoamida, a glicinamida (1.51), como uma unidade
de 4 atomos, na presenca de uma base e em refluxo de 4gua (esquema 1.15).” No entanto, o
rendimento da sintese do composto 1.53 nao foi satisfatorio, pelo que os autores desenvolveram
uma metodologia sintética que envolvia dois passos. A reagao entre a a-aminoamida 1.54,
protegida com o éster benzilico, com o aldeido 1.55 conduziu a obtengio eficiente do composto
1.56. Apds desprotecio foi obtido o correspondente aminal, que apds rea¢do de ciclizagio, deu
origem a sintese diastereosseletiva da lactama biciclica 1.53 com um rendimento global de 80%.

O composto 1.53 é descrito como um potencial potenciador cognitivo.

o) Q 7

JX_NH2 . H)K/\Wo\/\/ NaH 10% O:fb
HzN H,0, Refl N
1.51 o 20, Refuxo H

1.2 1.53 23%

}NHz OMe N Formato de aménio N
HN H MeOH H Pd/C 5% o
+ —_— _ s =
®—/ 0 Refluxo OMe MeOH-H,0 N
Refluxo
154 1.55 o 1.53 81%

1.56 85%

Esquema 1.15

Outra estratégia que pode ser aplicada na sintese do nuicleo y-lactamico consiste na
utilizacdo de derivados estruturais, constituidos por um anel de 5 membros, como blocos de
construcao (por exemplo pirrolidinas, pirrolidinonas, hemiaminais ciclicos). Um exemplo
bastante utilizado é a reagao de oxidagao de derivados da pirrolidina. Denis e seus colaboradores
desenvolveram uma estratégia sintética que consistia na oxida¢ao de um derivado da prolina, o
composto 1.57, tendo conseguido a sintese do acido penmacrico. O primeiro passo consistiu na
reagao de 1.57 com cloreto de rédio hidratado, que permitiu obter o derivado do acido
piroglutamico protegido 1.58 como uma mistura diastereoisomérica (razao 1:1) (esquema
1.46).”" Apbs uma sequéncia de 2 passos foi possivel obter a molécula pretendida, o acido
penmacrico 1.59, um composto biologicamente ativo, aplicado na alimentag¢ao e com atividade

anti-inflamatodria.
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BocHN, 1 NalO,, RuClyH,0  BocHN  H HoN, H
U 2 passos B
MeOzcmcone CCl4/CHZCN/H,0 Meozcmcozl\/le — 02C>_/|/\/>—-002H
N (3/314) o? N o“ N
Boc Boc H
1.57 1.58 89% 1.59 89%

Esquema 1.16

1.3 Compostos espirociclicos

Atualmente uma das estratégias em que o desenvolvimento de farmacos se baseia é a
reavaliagao da disponibilidade e func¢do de produtos naturais, e a sintese de compostos similares
a produtos naturais.

Uma estratégia bastante utilizada no desenvolvimento de firmacos é a fusio de
estruturas ciclicas, de modo a aumentar a rigidez conformacional da molécula biologicamente
ativa.”” Os sistemas espirociclicos tém vindo a prevalecer por permititem que exista controlo
conformacional e possibilitarem o desenvolvimento de estruturas moleculares bem definidas,
devido a relacdo ortogonal que existe entre os dois planos principais de interse¢cio dos anéis
heterociclicos. Além disso, a sua estrutura altamente rigida permite que estes compostos tenham
outras propriedades interessantes, nomeadamente como catalisadores eficientes ou ativadores

moleculares (figura 1.11).”

R = alquilo, arilo, OH, NH,
n=1,2

1.60

Figura 1.11. Exemplos de espiro-y-lactamas 1.60.

O plano dos anéis esta praticamente na posi¢ao perpendicular entre si devido a natureza
tetraédrica do carbono espiro (carbono comum aos dois anéis). Estes compostos espirociclicos
com estruturas ciclicas fundidas a um carbono central sio muito apelativos devido as suas
interessantes caracteristicas conformacionais e ao seu envolvimento estrutural em sistemas
biolégicos. A caracteristica assimétrica da molécula devido ao carbono espiro é um dos critérios

mais importantes para a atividade biolégica.”
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As lactamas espirociclicas sio moléculas bastante atrativas, estando presentes em
estruturas complexas como alcaldides e espiropirrolidiniloxinddis, e também em produtos
naturais bioativos, como alstonisina, amadaspiramida, azaspireno, elacomina, horsfilina,
pseurotina e espirotriprostatina (figura 1.12).” Sio também muito interessantes devido 2 sua
semelhanga com produtos naturais e espiropirrolizidinas que atuam como potenciais agentes

. . . . 9 . . .
antimicrobianos para patogenlos humanos,)(’ CSPer—ll’ldOlOﬁaS quc atuam como agentes antt-

98

malaria” e espirolactamas que atuam como inibidores da p53:MDM2.

O Hy
Me\NJé :

Horsfilina Pseurotina Espirotriprostatina A

Figura 1.12. Exemplos de produtos naturais espirociclicos.

De realcar a sintese de compostos espirociclicos contendo os anéis oxindole (y-lactama
fundida com anel benzénico) e pirrolidina, como moléculas alvo interessantes devido ao seu

alargado espectro de atividades bioldgicas relevantes, nomeadamente inibicdo da

100 101
L,

acetilcolinesterase,” atividade antitumora

1.13).

atividade antibacteriana e anticancerigena = (figura

Atividade antibacteriana
Atividade antitumoral e anticancerigena

Inibidor da acetilcolinesterase

Figura 1.13. Compostos biologicamente ativos que contém o esqueleto 3,2’-espiropirrolidina

oxindole.
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Para além das atividades biolégicas ja mencionadas, as lactamas espirociclicas podem
também desempenhar o papel de péptidos miméticos. Foram descritas varias metodologias
sintéticas de espirolactamas que atuam como peptidomiméticos, melhorando a poténcia,
seletividade e estabilidade metabdlica de farmacos baseados em péptidos. As espirolactamas 1.61
— 1.64 (figura 1.14), que possuem angulos fixos semelhantes a péptidos p-7#rn naturais, sao

102

compostos de grande interesse no desenvolvimento de farmacos peptidomiméticos. - Johnson

e colaboradores descreveram a sua sintese através da reacdo de Mitsunobu intramolecular,'” o
grupo de investigagao de Casamitjana desenvolveu estes derivados pela reagao de acoplamento

* e ainda Torres e seus colaboradores estudaram a reacio de adicio de Michael

de amida,"
seguida de subsequentes reagoes de ciclizagdo nitro-redutivas que permitiu a sintese de

bispirolactamas.'”

3 (0] o) o] (0] 0
) NH {0 N
N N o NH, NH;
Boc o0 ) N N N
t-Buo,c H H ool Y

1.62

1.61 1.63 1.64

Figura 1.14. Espirolactamas peptidomiméticas.

Um exemplo concreto de espirolactamas peptidomiméticas foi observado por Johnson
e colaboradores na sua investigagdo sobre a doenga de Parkinson. Os autores descreveram que
as lactamas espirociclicas 1.65 e 1.66 eram peptidomiméticos da L-prolil-leucil-glicinamida
(1.67),'” e que exibiam um petfil farmacolégico semelhante a este péptido (esquema 1.17). Este
estudo permitiu concluir que estas lactamas produziam um desvio maior, de um estado de
afinidade baixa para um estado de afinidade elevada, no recetor de dopamina D, do que o

péptido L-prolil-leucil-glicinamida (1.67)."”

.8 B s
N )N N N~ §
(6] : (o] }Qo HN L
2 A \
0 H,N O o HaN 0 H,N"Y0
NH NH NH
1.65 1.66 1.67

Esquema 1.17
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Com os recentes avangos nas vias sintéticas para a constru¢ao de anéis espirociclicos e
o interesse em estruturas moleculares com propriedades tridimensionais melhores, os
compostos biologicamente ativos constituidos por um esqueleto espirociclico estio a ser muito

explorados.'*™""”

1.3.1 Vias sintéticas para a obten¢ao de espiro-y-lactamas

Nas duas ultimas décadas varias metodologias foram descritas para a sintese assimétrica

110-112

de espiro-2-pirrolidin-5-onas, nomeadamente através da reacio de insercio de a-

3 4

diazocarbonilos,'” amidagbes intramoleculares catalisadas com paladio,"* e iodocarbo-
ciclizacoes.'”

Em 2011, Thompson e colaboradores estudaram a sintese e conformacao estrutural de
bislactamas espirociclicas derivadas do acido piroglutamico. Os autores demonstraram que
lactamas espirociclicas sdo facilmente obtidas a partir de nicleos piroglutamicos, e que os seus
parametros quimioinformaticos estdo dentro das normas desejadas para estruturas alvo. A
reacao de substituicao nucleodfila aromatica do éster 1.68b com hidreto de sédio e 2,4-dinitro-1-
fluorobenzeno, seguida da redugao e lactamizagao espontanea do produto arilado permitiu obter
o composto 1.69. A reacio de alquilagdo do éster 1.68b com hidreto de sédio e varios
bromonitrilos em THF, seguida de reducdo e ciclizagdo 7z situ da amina obtida, permitiu
sintetizar os sistemas espirolactamicos pretendidos (170a,b e 171a-c). Por outro lado, a reacdo

de reduc¢io com ferro e cloreto de amoénio num sistema de solventes metanol/4dgua permitiu a

sintese de uma mistura de dois diastereoisémeros de bislactamas espirociclicas 1.72a,b (esquema

1.18).
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)
T
O/
(@) N +
Lo
PH
1.70a 25% 1.70b 25%
1. NaH 2. NaBH,
CNCH,Br CoCl,.6H,0
2 2 2 NH2
HN 2
R1/;§/R 1. NaH 1. NaH HN@
BrCR'R2CN FCgH3(NO>), N
It i St T
2. NaBH, 2. Fe, NH,CI
CoCl,.6H,0 MeOH, H,0
ou NiCl,.6H,0O
‘o 0_ o 1.68aR=H
1.71aR —Me,R =H 10% 1.68b COQEI
1.71bR"=H, R?=Me 10% 1.69 15%
1.71cR'=H,R?=Ph 21%
1. NaH 2. Fe, NH,CI

CgH40-NO,CH,Br|  MeOH, H,0

1.72a 32% 1.72b 32%

Esquema 1.18

A sintese de B-ceto-lactamas espirociclicas também tem sido muito explorada devido as
suas caracterfsticas estruturais e grande potencial como esqueleto multifuncional no
desenvolvimento de farmacos. Varios métodos sintéticos foram desenvolvidos, nomeadamente
Cossy e colaboradores descreveram a sintese de lactamas espirociclicas através da ciclizacao
radicalar catalisada por acetato de manganésio de B-ceto-carboxamidas insaturadas,''® Marini e
seus colaboradores sintetizaram espirolactamas via adi¢ao de Michael seguida de cicliza¢ao
utilizando metil vinil selenona como aceitador de Michael (esquema 1.19).'7 Para além de
estarem descritas varias metodologias para a preparagao de espirolactamas utilizando reagoes de

transaquilidenacio catalisadas por ruténio (grupo de investigacio de Rodriguez)'®, e

carborxiciclizagdes catalisadas por palidio (Sui e colaboradores)'".
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Trabalho de Cossy Rt R2?
N" O

ﬁN,R 1. Mn(OAC)s
—_—
i 2. HyO"

Trabalho de Marini [o] o~ ?
o Z>8e0,Ph
/ _—
DBU, Tolueno N,
NHPh 4 Fh

Esquema 1.19

Por outro lado, em 2015, Xue e colaboradores desenvolveram uma nova metodologia
sintética para a preparacao de lactamas espirociclicas a partir de acidos B-ceto carboxilicos (1.73),
que consistiu numa unica etapa reacional envolvendo um rearranjo de Curtius e uma reagao de
adig¢ao intramolecular nucleéfila do carbono endlico ao intermediario isocianato (1.74) (esquema
1.20)." Deste modo, através desta via sintética pratica, ripida e sem a utilizagdo de catalisadores
hostis a0 meio ambiente, foram sintetizadas as lactamas espirociclicas 1.75 com bons

rendimentos.

o DPPA, Et;N o o
t-BuOH, 50°C, 16 h | .
Rearranjo de ! I NH
| J N _ ciclizagédo B
te-v )n COzH Curtius T é",/C:u S )

- "o

1.73 1.74 1.75 (55-73%)

Esquema 1.20

Em 2017, Linker e colaboradores descreveram uma via sintética simples de preparagao
de espiro-y-lactamas, em apenas dois passos, através da reducao de Birch de acidos benzoicos.
Para obter a espiro-y-lactama 1.78 através desta estratégia tem de ser introduzido um atomo de
azoto durante a reducdo de Birch. O ciclo-hexadieno 1.77 foi obtido com bons rendimentos via
reducao de Birch do acido benzoico 1.76 seguida da reagao de alquilagio com cloro-acetonitrilo

121

(esquema 1.21)."" O segundo passo consistiu na rea¢ao de hidrogenacao catalisada por 6xido
de platina (IV), reduzindo estereosseletivamente o grupo nitrilo e as liga¢des duplas no mesmo
passo, seguida de ciclizag¢ao do intermediario aminoacido formado. As espiro-y-lactamas 1.78

pretendidas foram sintetizadas com rendimentos elevados.
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COH , CN
1. Li, NH, -78 °C l,, LCO,H Hy. PtO,, pressdo
X —_— - e
n
R{ P 2. CICH,CN R!/ | MeOH, 20 °C
1.76 1.77

[R =H, o-Me, m-Me, p-Mej

Esquema 1.21

A reagao de ciclizagdo de translocagao radicalar foi descrita em 2005 pelo grupo de
investigacao de Bai como metodologia sintética pata a preparacio de aza/oxa-espirolactamas.
Esta estratégia consiste numa série de reagdes radicalares iniciadas pela formagao do radical arilo
1.80 a partir do percursor bromado 1.79. O radical 1.80 abstrai o protio-a« do heterociclo e
produz o radical 1.81. A reacido de exv-ciclizagdo intramolecular do radical 1.81 envolvendo a
ligagdo tripla N-propinilo permite obter a espirolactama 1.82 com bons rendimentos (esquema
1.22)."” Esta metodologia permitiu a sintese de aza/oxa-espirolactamas que poderdo ser

utilizados como peptidomiméticos no desenvolvimento de farmacos.

R R
m o« (3 ners
n-BuzSnH / AIBN HCI (g) / EtOAG ( N X = N-Boc, O
n

Adigao lenta (T N H, OMe
X

1.82 1.83

Iz

ciclizagao

mﬂ' o8,

Translocalizagéo X
© 1 5-radicalar

1.81

R

Esquema 1.22

Em 2015, o grupo de investigagdo de Cossio descreveu uma via sintética para a
preparacdo de bis-espiropirrolidinas 1.86 através de reacdes de ciclo-adicao 1,3-dipolar entre
iletos azometinos derivados de y-lactamas 1.85 e alquenos ativados (esquema 1.23)."* Os o-
amino-y-nitroésteres 1.84a e 1.84b, apos reacao de redugio catalitica e ciclizagao intramolecular,
permitiram obter «-amino-y-lactamas. Estas siao transformadas quantitativamente nas
correspondentes iminas, as #rans-lactamas 1.85a e as cs-lactamas 1.85b. A reagao de ciclo-adigao

1,3-dipolar dos iletos azometinos formados iz situ a partir das lactamas 1.85a ¢ 1.85b com
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alquenos deficientes em eletroes, conduziu a sintese de endp-bis-espirolidinas enantiotopicas

1.86a ¢ 1.86b com rendimentos e enantiosseletividades elevadas.

R2 Alquenos
NO 1. Ra-NifH, ) deficientes em
R’ MeOH, 65°C N R' R2 eletrdes:
- 2 s Alquenos ativados o
2. Mgso, b —
HoN™ "COMe  CH,Cl, rt. o N Ag_l(_?),;kucér']roEA
— N | NMe
1.84a R endo - 1.86a
: trans - 1.85a 51-88% ¢}
R2 R? 4 OzN \/\Ph
NOz 1. Ra-NitH, ) Ny R i
1 .
~R ME N R Alquenos ativados I N~ PhOzs\/\so p
2. MgSO4 A > H 5 2
gOAc, TEA S~N h
HoN™ COMe  CHyClp rt. 0P Tolueno 0" H t-BuO,C
= H —
1.84b R? ) endo - 1.86b
cis - 1.85b 51-88% MeO,C L

Esquema 1.23

Em 2013, Martinez e colaboradores descreveram uma metodologia alternativa para a
sintese de espirolactamas com caracteristicas e atividade semelhante as hélices de poliprolina 1II,
estrutura secundaria proteica que esta presente em sequéncias lineares que reconhecem médulos
de interagao proteina-proteina. A pirrolidina-2,4-diona 1.88, obtida por desprote¢io do
composto 1.87 com 4cido trifluoracético, foi sujeita a sucessivas reacOes intramoleculares:
reacao de espirocicliza¢do, adi¢ao de aza-Michael e formacdo de imina. Apds um tratamento
acidico adequado, foi obtida a espirolactama funcionalizada 1.89 com bom rendimento. A
reacao de redugao do espirociclo 1.89 com boro-hidreto de sédio permitiu obter
diastereosseletivamente o monémero 1.90. Por outro lado, a reagdo de hidrogendlise do
composto 1.89 com paladio em carbono a 10% sob uma atmosfera de hidrogénio num meio
acidico, conduziu a sintese da amina primaria 1.91. A ligacao dos dois monémeros (1.90 e 1.91)
foi realizada pela formagao de uma ligagio de ureia na presenca de trifosgénio e IN,N-
diisopropiletilamina (esquema 1.24).” Foi sintetizado o dimero 1.92 com bom rendimento, um
composto com propriedades de reconhecimento de interagdes proteina-proteina e com

possiveis propriedades no reconhecimento molecular, catalise e nanociéncia.
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Bn_ o]
N
< 1. NHoBn, MW 1
B ——
2.HCI(IN)  ©
o}
1.89 95%
NaBH, H, HCI
THF/H,0 Pd/C

1.90 90% 1.91 93%
g J

o
<:|30\0)J\O,CC|3 DIPEA, THF

1.92 85%

Esquema 1.24
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Capitulo 11: Sintese de diazo-y-lactamas quirais

2.1. Objetivos

O trabalho apresentado neste capitulo centra-se na sintese de diazo-y-lactamas biciclicas
derivadas da I-cisteina, um composto constituido por um 1,3-dipolo do tipo diazoalcano. Esta
sintese permitira o estudo posterior da reatividade destes compostos em reagoes de ciclo-adigao
1,3-dipolar com diferentes dipolaréfilos, como estratégia para a sintese de novas espiro-y-
lactamas quirais.

No esquema 2.1 é apresentada a estratégia sintética desenvolvida. A sintese da y-lactama
biciclica #za condensagao inicial de um aldeido, derivado do 4cido L-aspartico, com a L-cisteina
na forma acida ou esterificada para dar origem a uma tiazolidina, seguida de uma reagdao de
ciclizagao. A desprote¢ao do grupo amino e subsequente conversao ao derivado diazo permitiu

a sintese da diazo-y-lactama pretendida.

o
NH, | =
. Condensacao BocHN
HS COZR H/«, Cicliza(;éo

BocHN™ “CO,Bn CO,R
\ Desprotegao

Conversao
20 derivado diazo derivado diazo

CO,R CO,R

R = H, CH,, CHPh,

Esquema 2.1
2.2. Sintese de y-lactamas biciclicas

Este trabalho de investigacao foi iniciado com a sintese do aldeido 2.3 derivado do acido
L-aspartico, como percursor quiral especifico para a sintese de y-lactamas biciclicas via reagdes
de ciclizagao com aminoacidos (como a D-penicilamina e a I -cisteina). Para a sintese do aldeido
2.3 foi preparado o alcool 2.2 derivado do 4cido L-aspartico a partir do acido Boc-L-Asp-OBzl
2.1 (esquema 2.2).
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O élcool 2.2 foi preparado através de uma metodologia sintética descrita na literatura.'”
A reagao envolve a formacao inicial de um anidrido através do tratamento do derivado do acido
I-aspartico (2.1) com N-metil morfolina, seguido da reagdo com cloroformato de etilo, e por
fim, redu¢do com boro-hidreto de sédio. Apoés purificacio por cromatografia em coluna o
composto 2.2 ¢ obtido com um rendimento de 85%.

O aldeido 2.3 foi obtido através de uma oxidacao de Swern, tendo como base um
procedimento descrito na literatura.'™ Inicialmente promove-se a ativagio do dimetilsulféxido
por reagao deste com o cloreto de oxalilo, a temperatura de -60 °C, e de seguida adiciona-se o
alcool 2.2. Apés tratamento com trietilamina é obtido o aldeido 2.3, que ¢ purificado e isolado
como um 6leo amarelado com rendimento de 78%. O rendimento global desta reagao é de 66%
(via 1).

Esta metodologia foi também efetuada sem proceder a purificaciao do alcool 2.2, tendo
conduzido a obten¢do do aldeido 2.3 com rendimento global de 76% (via 2). Uma vez que
houve um aumento do rendimento global e se eliminou um passo de purificagao, foi adaptada

esta estratégia para a sintese do aldeido.

-meti i OH 0
CO,H " gl;?g;grnnl(;rtfg)lcllgaetilo 1. (COCl),, DMSO !
H,, THF, -15°C, 1h H'f _ DCM,60°C Hr
BocHN” “CO,Bn 2. NaBH, BocHN” “C0,8n 2 TEA BocHN” >CO,Bn
21 H,0,0°C 2.2 2.3 Rendimento global:
Via 12 85% 78% 66%
Via 2°: - 76% 6%

(a) realizada com isolamento do alcool 2.2 por cromatografia em coluna
(b) realizada sem isolamento do alcool 2.2

Esquema 2.2

Seguidamente procedeu-se a sintese dos derivados esterificados das y-lactamas biciclicas
(éster metilico e benzidrilico). Foi sintetizado o éster metilico da y-lactama (2.5a) e o éster
benzidrilico da y-lactama (2.5b), adaptando um procedimento descrito na literatura para a
sintese de y-lactamas anélogas de penemas.'” A condensacio do aldeido 2.3 com o hidrocloreto
do éster de I-cisteina (2.4a e 2.4b), em piridina, permitiu a obteng¢ao das y-lactamas 2.5a e 2.5b
num so passo reacional (tabela 2.1). As primeiras 5 horas de reacdo foram realizadas a
temperatura ambiente e de seguida a mistura reacional foi aquecida a refluxo, durante 19 horas.
Apbs purificagao por cromatografia em coluna, o composto 2.5a foi obtido com um rendimento

de 58% (reagao 1).
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Tabela 2.1. Condi¢oes de rea¢do para a sintese dos compostos biciclicos 2.5a e 2.5b.

+ - o H
NH; Cl | S
( f 1. Piridina BocHN—g/\e
Hs  COR BocHN” “co8n 2 Refluxe 0  COR
24aR=Me 2.3 -
b R = CHPh, 2-52';;\(/:'3%2
Reacio R Condig¢oes de reacio Rendimento
(2.5)
ta.,5h 0
1 Me 100°C, 19 h 58%
ta.,5h o
2 CHPh, 100°C, 19 h 6%
ta., 7h 0
3 CHPh, 100 °C, 64 h 6%

Nos estudos anteriores, o éster benzidrilico revelou ter influéncia nos compostos
lactamicos, devido as suas propriedades resultarem numa hidrélise seletiva e especifica, e por
conseguinte possibilitar a funcionalizagio destes compostos.”™'*® Para se obter o éster
benzidrilico da y-lactama, foi necessario sintetizar o hidrocloreto do éster benzidrilico da I-
cisteina 2.4b (esquema 2.3). O derivado da [-cisteina foi obtido a partir da reagao da L-cisteina
2.6 com difenildiazometano 2.7, seguido de tratamento com uma solu¢ao de HCI (3 M), num
banho de gelo, até se verificar pH 1. O hidrocloreto de L-cisteina 2.4b foi isolado como um

sélido branco, com um rendimento de 76%.

NH, Ph 1. DCM, MeOH “NH; CI
. N2 ta., 94 h
HS  CO,H PH 2. HCI (3M) T HS  ‘co,CHPh,
2.6 2.7 Et,0,0°C 2.4b 76%
Esquema 2.3

Seguindo a metodologia sintética apresentada na tabela 2.1, o composto 2.5b foi obtido
com um rendimento de 6%, ap6s purificacdo por cromatografia em coluna (reagao 2). Foi ainda
realizado outro ensaio aumentando o tempo de reacao (reacao 3), como tentativa de sintetizar
a y-lactama 2.5b com melhor rendimento, no entanto o resultado manteve-se pouco satisfatorio.

Como a via sintética tradicional utilizada na sintese da y-lactama benzidrilo éster 2.5b
nao foi eficiente, foi desenvolvida no nosso grupo de investigagdo uma estratégia alternativa as
metodologias existentes para a sintese de y-lactamas biciclicas. Esta estratégia consiste numa
sintese em 2 passos: sintese da tiazolidina, seguida de ciclizacio para a obtenciao do anel

lactamico.

35



Capitulo 11: Sintese de diazo-p-lactamas quirais

A reacdo de condensacio do aldeido 2.3, em etanol, com os derivados ésteres da .-
cisteina (2.4a e 2.4b), em agua, foi realizada na presenca de hidrogenocarbonato de potassio, a
temperatura ambiente (tabela 2.2). Ap6s 4.5 horas de reagdo, o produto 2.8a foi purificado por
cromatografia em coluna e obtido com um rendimento de 76% (reagao 1). A tiazolidina-4-
carboxilato de benzidrilo 2.8b foi obtida com um rendimento de 45%, ap6s 4.5 horas de reacao,
e purificagdo por cromatografia em coluna (reagao 2). Realizando a sintese do composto 2.8b
usando apenas etanol como solvente conduziu a melhores rendimentos (reagao 3).

Por observacao dos espetros de RMN proténico verifica-se que ambos os compostos
sintetizados (2.8a e 2.8b) sao obtidos como uma mistura de dois diasterioisémeros, visto que
se observam dois conjuntos de sinais correspondentes aos protdes de ambos os

diastereoisdmeros.

Tabela 2.2. Condi¢oes de reagdo para a sintese da tiazolidina-4-carboxilato de metilo 2.8a e

de benzidrilo 2.8b.
“NH; ClI 7 BOCHNY S
. KHCO; BnO,C  HN
HS  COR —
BocHN™ "CO.Bn  ta.,4.5h CO,R
24aR=Me 2.3 28aR=Me
bR = CHPh, b R = CHPh,

Reacio R Solventes de reacao Renzizmsl)ento
1 Me EtOH/H.O 76% (50:50)
2 CHPh, EtOH/H,O 45% (80:20)
3 CHPh, EtOH 49% (57:43)

Estes resultados estio de acordo com os dados descritos na literatura.'”” Efetivamente,
a reacao de condensacao de aldeidos ou cetonas com a D- ou [ ~cisteina conduz a formacao de
um novo centro assimétrico na posi¢ao C2 da tiazolidina, num processo que nao afeta o centro
quiral o (C4 na tiazolidina).

A aplicagao destes derivados na preparagao de novos compostos heterociclicos quirais
¢ uma estratégia amplamente utilizada, devido a sua reatividade e a sua capacidade de originar
reacOes diastereosseletivas. Com base nesta informacgdo, a preparacio de tiazolidinas
diastereoisomericamente puras ¢ possivel a partir da funcionalizagao (por exemplo reacdao de IN-
acilacio) de uma mistura diastereoisomérica de tiazolidinas 2.9, existindo equilibrio entre os
diastereoisbmeros 2.9a e 2.9b, sob condi¢oes de reacio especificas.'”'* A reacio de acilagio
do acido 2-fenil-1,3-tiazolidina-4-carboxilico 2.9 (a mistura de tiazolidinas (25,4R) e (2R, 4R))
com anidrido acético em piridina a temperatura ambiente permite obter unicamente o isémero

trans 2.10 com a estereoquimica (25, 4R). Por outro lado, a rea¢ao de acilagio do composto 2.9
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(25,4R) e (2R, 4K) numa mistura de anidrido acético e agua a 100 °C conduz a formagao

exclusiva do diastereoisémero s 2.11 (2R, 4R) (esquema 2.4).

CO,H o]
~ + P
HS  NH, H
CO,H COH CO,H
— HSTT —
s._NH r/N s\(NH
Bh Ph Ph
2.9a 2.9 2.9b
Piridina H,0, Ac,0
Ac,0, t.a. 100 °C
CO,H CO,H

f{o ﬁ<0

S N~ s_N
pr H Me H Ph Me
2.10 2.1

Esquema 2.4

Deste modo, procedeu-se a uma reagao de acilagdo intramolecular da mistura
diastereoisomérica das tiazolidinas 2.8, com o objetivo de sintetizar as y-lactamas biciclicas 2.5
(tabela 2.3). A reagao de ciclizagao das tiazolidinas 2.8a e 2.8b foi realizada na presenca de acido
p-toluenosulténico em refluxo de tolueno a 110 °C. Apds 117 horas e purificacio por
cromatografia em coluna obteve-se o produto 2.5a com um rendimento de 36% (reagao 1). A
partir da tiazolidina 2.8b foram realizados 3 ensaios com diferentes tempos de reagdo (reagao
2-4). Em todos os casos foi verificado a formagao do produto desejado, no entanto o melhor
resultado foi alcan¢ado quando se efetuou a reagao durante 48 horas, isolando a lactama biciclica
2.5b com um rendimento de 68% como unico produto (reacio 3).

A preparagao da y-lactama biciclica 2.5a a partir da via tradicional de ciclizagao num sé
passo permitiu obter o composto pretendido com rendimentos bastante satisfatorios (58%),
enquanto que o rendimento global da sua ciclizagio em dois passos reacionais foi de apenas
26%. Por outro lado, a sintese da y-lactama benzidrilo éster 2.5b através da metodologia
alternativa foi obtida com um rendimento global de 33%, superior ao do procedimento inicial
que utiliza piridina, que permitiu obter o derivado y-lactimico com um rendimento de 6%.
Assim conclui-se que a metodologia sintética que envolve dois passos de ciclizagao é mais eficaz
para a preparacao da y-lactama benzidrilo éster 2.5b, e nao requer a presenca de piridina, um

solvente inflamavel e toxico.
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Tabela 2.3. Condi¢oes de reacdo para a sintese dos compostos biciclicos 2.5a e 2.5b.

BocHN H
o¢ N PTSA s
BnO,C HN\e (catalitico) BocHN N\e
Tolueno, 110 °C
CO,R o] CO,R
28aR=Me 25aR=Me
bR = CHPh, bR = CHPh,

Reaciio R Tempo de reacio Rendimento Rendimento

(2.5) global *
1 Me 117 h 36% 27%
2 CHPh, 24 h 45% 22%
3 CHPh, 48 h 68% 33%
4 CHPh, 70 h 40% 20%

@ Sintese da tiazolidina 2.8 e y-lactama 2.5.

Seguidamente foram estudadas estratégias de desprotecdo do grupo amina da y-lactama
2.5. Para tal utilizou-se uma solu¢io de HCl 2 M em Et,O, tendo sido testados diferentes
solventes bem como diferentes equivalentes de acido cloridrico, por forma a isolar o
hidrocloreto 2.12 com estabilidade e de forma eficiente (tabela 2.4). Iniciou-se por estudar a
desprotegao do éster metilico da y-lactama 2.5a, utilizando a solugao de HC1 2 M em Et,O, com
tert-butanol como solvente, a temperatura ambiente durante 6 dias. No entanto, apesar de estar
na forma de hidrocloreto, nao se conseguiu isolar o produto 2.12a com estabilidade (reacio 1).

Como o éster benzidrilico da y-lactama 2.5b era a forma que mais interessava para o
objetivo do trabalho, este foi utilizado sob condi¢oes diferentes com o intuito de conseguir
isolar o composto desprotegido (reagdes 2-6). A primeira tentativa efetuada com a mesma
soluc¢ao de HCI, utilizando #r#butanol como solvente, apés 11 dias de reagao nao permitiu o
isolamento do produto 2.12b (reacao 2). Em funcio destes resultados, foram utilizados outros
solventes, nomeadamente metanol e diclorometano, e uma quantidade inferior da solucao de
HCL A rea¢ao em metanol, a temperatura ambiente, conduziu a obten¢ao de um sélido por
cristalizagdo em éter etilico (reacao 3). Este composto foi analisado por espectroscopia de RMN
"H onde se observaram uns sinais minoritarios, suspeitando que poderia ter ocortido
transterificacao por agdo do solvente. Foi realizada a reagdo a uma temperatura inferior (10 °C),
e obteve-se um composto que apresentava um espectro de RMN 'H com os mesmos sinais que
poderiam pertencer ao éster metilico (reacio 4). Utilizando diclorometano, a temperatura
ambiente, ap6s 24 horas nao se teve evidéncia de produto (reagao 5). Realizou-se um ultimo
ensaio com diclorometano, em que prolongamos o tempo de reacao para 51 horas. Neste caso
foi obtido um sélido por cristalizagio em éter etilico. O espetro de RMN 'H indica que se pode

tratar do composto pretendido, porém o produto obtido continha muitas impurezas (reacio 06).
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Tabela 2.4. Condicdes de reacao utilizadas na sintese da amino-y-lactama 2.12.

H H
S HCI2MemELO  _ S
BocHN N Cl H3N N
solvente

0  COR 0  COR
2.5a R=Me 2.12a R=Me
b R = CHPh, b R =CHPh,
Reacio R Hel Z(i\c/lluil;n) EeO Condicoes de reaciao Ren(;l{rllgnto
1 Me 15 #BuOH, t.a., 6 dias -
2 CHPh; 15 #+BuOH, t.a., 11 dias -
3 CHPh; 5 MeOH, t.a., 24 h -
4 CHPh; 5 MeOH, 10°C, 43 h -
5 CHPh; 5 DCM, ta., 24 h -
6 CHPh; 5 DCM, ta., 51 h Impuro

Visto que nao se conseguiu a sintese das amino-y-lactamas ésteres, decidiu explorar-se a
condensacao direta da I-cisteina na forma acida 2.6 com o aldeido 2.3. Esta estratégia permitiu
a preparacdo da tiazolidina 2.13, obtida como mistura de diastereoisémeros. As diferentes
condi¢coes de reacdo testadas encontram-se descritas na tabela 2.5. Foram otimizadas as
condi¢bes de reacdo variando os equivalentes de L-cisteina 2.6 ¢ o tempo de reagao, com o
objetivo de sintetizar o produto desejado com o melhor rendimento (reagoes 1-3). A reagao de
condensa¢ao em que se utilizou 0.9 equivalentes do aminoacido a temperatura ambiente em
metanol permitiu obter a tiazolidina 2.13 com rendimento de 68%, apds 18 horas (reacio 1).
Por outro lado, quando se diminuiu os equivalentes molares de cisteina para 0.8 e se realizaram
ensaios com tempos de reagao maiores, observou-se um aumento significativo no rendimento
apos purificagao por cristalizacao em éter etilico (reagdes 2 e 3). O melhor resultado foi obtido
quando se efetuou a reagao de condensagao do aldeido 2.3 com 0.8 equivalentes da I-cisteina
2.6, em metanol a temperatura ambiente, durante 24 horas. A tiazolidina 2.13 foi obtida como
um sélido branco, com rendimento de 95%, como uma mistura de diastereoisémeros na

proporcao de 64:36 (reagdo 3).
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Tabela 2.5. Otimizac¢ao das condi¢bes de reagao para a sintese do acido tiazolidina-4-
carboxilico 2.13.

o BocHN

NH, | s
~ f _ Metanol__ Bnozz/:lf\)
HS CO,H + ta
- BocHN™ >CO,Bn - CO,H
’ 23 213
Reacs I ~cisteina Tembo de reaci Rendimento
acao (Equiv.) po de reagao (2.13)
1 0.9 18 h 69% (62:38)
2 0.8 22 h 81% (62:38)
3 0.8 24 h 95% (64:30)

Para a reacdo de ciclizacdo da tiazolidina 2.13 também foram realizados varios ensaios
de otimizacao de condi¢oes de reacao (tabela 2.6). Em primeiro lugar, a reacao do composto
2.13 em refluxo de tolueno a 110 °C foi testada na presenga de acido p-toluenosulfénico (PTSA)
durante 24 horas, obtendo a y-lactama 2.14 com um rendimento de 25% (reacdo 1). Nesta
reagdao, também se verificou a formagiao de um unico produto quiral a partir da mistura de
diastereoisomeros 2.13. De seguida, foi realizado um ensaio na auséncia de acido p-
toluenosulfénico, com o mesmo tempo de rea¢do e sob as mesmas condi¢oes, isolando a y-
lactama 2.14 com um rendimento de 29% (reacdo 2). Este resultado permitiu concluir que o
acido p-toluenosulféonico nao é necessario para a sintese do composto desejado. Foram ainda
realizados dois ensaios com tempos de reacdo diferentes, 48 e 65 horas, que permitiram obter o
composto 2.14 com rendimentos de 62% e 23% respetivamente (reagao 3 e 4). O produto 2.14
foi isolado apds tratamento com uma solugao de hidrogenocarbonato de sédio, extragio com
diclorometano, seguido de neutralizagao da fase aquosa com uma solugao de acido cloridrico (3
M) e posterior extragao com acetato de etilo. O melhor resultado foi obtido ap6s 48 horas de
reacao, na auséncia de PTSA, isolando a y-lactama biciclica 2.14 com um rendimento de 62%,

que correspondeu a um rendimento global de 59% (reagao 3).
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Tabela 2.6. Otimiza¢ao das condi¢des de reagao para a sintese da y-lactama biciclica acida

2.14.
BocHN s H s
Bnom\e Tolueno, refluxo BOCHN—g\e
COH 1oec 0  COH
213 2.14
Reaciio Condic¢oes de Rendimento Rendimento
reagao (2.14) global *
1 24 h, PTSA 25% 24%
2 24 h 29% 28%
3 48 h 62% 59%
4 65h 23% 22%

@ Sintese da tiazolidina 2.13 e y-lactama 2.14.

A desprote¢ao do grupo amina da y-lactama acida foi realizada através da adaptagao de

uma metodologia sintética descrita na literatura,””

visto que o procedimento inicialmente
realizado com solu¢ao de HCI 2 M em éter etilico nos derivados ésteres da y-lactama biciclica
(2.5a e 2.5b) nao permitiu obter os compostos pretendidos. A reagao de desprotecdo da y-
lactama 2.14 foi realizada com 4acido p-toluenosulfénio, em acetonitrilo a temperatura ambiente.

Apbs 16 horas de reacdo o tosilato da y-lactama acida 2.15 foi isolado por filtragdo como um

sélido branco, com um rendimento de 66%o.

H H
BocHN—g;y/\se — PR, 1o H3N+—§;¥/\>
N MeCN N
o) coH @ 16h 0 CO,H
2.14 215 66%

Esquema 2.5

A atribui¢ao da estereoquimica do novo centro quiral, formado na y-lactama biciclica,
foi realizada com recurso a espetroscopia de RMN proténico e bidimensional NOESY (400
MHz) do derivado 2.15.

O espetro de RMN proténico do composto 2.15 esta representado na figura 2.1, onde
se podem observar todos os sinais correspondentes aos protoes que constituem a estrutura da
y-lactama 2.15, sendo possivel verificar a auséncia do sinal do grupo Boc e a presenga dos sinais

correspondentes aos protoes aromaticos do tosilato.
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Figura 2.1. Espetro de RMN proténico do composto 2.15 (DMSO-d).

Com base no espetro bidimensional NOESY (figura 2.3) do composto 2.15 foi possivel
atribuir a estereoquimica das y-lactamas biciclicas derivadas da I-cisteina por observagao das
principais correlagées protonicas (figura 2.2). No espetro de NOESY verificam-se picos
cruzados entre o protao H-7a (5.18 ppm) e um dos protdes H-7 (2.40-2.47 ppm), enquanto que
nao se observam picos cruzados entre H-7a e o protio H-6 (4.14 ppm). Por outro lado, o protao
H-6 apresenta pico cruzados com o outro protao H-7 (2.57-2.63 ppm), o que permite concluir

que o protao H-7a esta orientado para o lado oposto ao do protao H-6 (figura 2.3).

CH/"Q ,

Q _ HULS H
H3CO§_O = NP
(0] 4 H

O  CoH

Figura 2.2. Principais correlagdes observadas no espetro NOESY do composto 2.15.
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CHs

ArH AtH

NH; H7a H, H, H> H» o0
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Figura 2.3. Espetro NOESY do composto 2.15 (DMSO-d).

Deste modo, foi possivel confirmar que a estereoquimica no centro quiral da fusio de
y-lactamas biciclicas derivadas da I-cisteina 2.15 ¢ oposta aos compostos B-lactamicos 2.16 ¢ a

compostos y-lactimicos detivados da D-penicilamina 2.17'* (esquema 2.6).

H H H
HoN, L
TsO HaN s YRS TS
s 3 N N\}\ 2 N\)\
o CO,H ° Co,H o} COH
215 2.16 247
Esquema 2.6

Em 2009, Bhagwanth publicou um trabalho em que foi descrita a sintese e elucidagiao
estrutural de uma y-lactama biciclica derivada do semi-aldeido do acido Boc-D-aspartico (figura
2.4). A estereoquimica dos centros quirais, determinado por cristalografia de raios-X, permitiu
a atribui¢ao da configura¢ao absoluta § ao centro quiral C7a. Este resultado esta de acordo com
os nossos resultados, uma vez que foram utilizadas condi¢oes de reacao semelhantes (ambas

com recurso a aquecimento prolongado) para a ciclizacio."
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| X
‘i NEt.

BocHN, (-N” e 3 H
SR ¢ SR :

~ OH 0 HN 3 BocHNI g a

BOCHN/\H/ OH \ﬁ DCM, refluxo N

o o CHs o) CO,CHg

(3R, 6R, 7aS)
Maioritério

[a]2® = - 188 (¢ 0.6, CHCls)
a

Figura 2.4. a) Estrutura determinada por cristalografia de raios-X de (3R,6R,7aS5)-6-((zerr-
butoxicarbonil)amino)-5-oxohexahidropirrolo|[2,1-4tiazol-3-carboxilato de metilo; b) Sintese

do produto maioritario exo-y-lactama biciclica.’

O passo seguinte consiste na conversao do grupo acido da y-lactama biciclica 2.15 no
éster benzidrilico, seguindo um procedimento conhecido da literatura para sintetizar outros
derivados B-lactdmicos." A reagio do tosilato da y-lactama 2.15 com difenildiazometano 2.7,
numa solu¢ao de metanol e diclorometano, a temperatura ambiente durante 42 horas, conduziu
a obtencao do tosilato da y-lactama éster 2.18, com um rendimento de 95%, ap6s cristalizacao

com éter etilico (esquema 2.7).

H
s
MeOH, DCM —
TsO HaN _ MeOH, DEM _ 1507 H,N
s —m \/:N2 ta. 44 h : ,m
COH O  CO,CHPh,
215 218 95%

Esquema 2.7

Na figura 2.4 podemos observar a comparacao dos espetros de RMN proténico do
tosilato acido 2.15 com o tosilato éster 2.18. Nesta figura verifica-se o aparecimento dos sinais
correspondentes aos 10 protoes aromaticos do éster benzidrilico (7.32-7.46 ppm) e o singleto
caracteristico do grupo benzidrilico (CHPh,) a 6.87 ppm. Podemos ainda observar que esta
reagao de conversio ao éster benzidrilico ndo originou alteragdes significativas nos desvios
quimicos dos restantes protdes do nucleo y-lactamico, e deste modo os outros sinais sio comuns

a ambos os espetros de RMN proténico.
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CH;
H S1
TsO H3|\T - : Na
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o CO,H
ArH  ArH
NH;5 H, Ho
H
B . s' DMSO
TsO HaN= | N33
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o) CO,CHPh, H,0
CH;
ArH
NH; AtHf Cp, Hye Hr, "
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5.5 5.0
f1 (ppm)

Figura 2.5. Comparacio dos espetros de RMN proténico dos compostos 2.15 e 2.18
(DMSO-d).

2.3. Conversao a diazo-y-lactama

Com o derivado y-lactamico éster 2.18 sintetizado, foi possivel prosseguir a nossa
estratégia sintética e avangar para a neutralizacdo e posterior reagao de conversao ao derivado
diazo pretendido.

A reagao de neutralizacao do tosilato da y-lactama éster 2.18 foi realizada com uma
solu¢ao aquosa saturada de NaHCO; em diclorometano, a temperatura de 0 °C. A amino-y-
lactama 2.19 foi obtida apds 30 minutos de reagdo e isolamento por extragao, com um

rendimento de 90% (esquema 2.8).

N s sol. aquosa H s
-+
TsO HN ! sat. NaHCO; H,N !
DCM, 0°C
0 CO,CHPh, 30 min o} CO,CHPh,
2.18 2.19 90%

Esquema 2.8
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Como descrito no capitulo 1, as penicilinas sio moléculas biciclicas constituidas por um
anel B-lactamico fundido a um anel tiazolidina. No caso dos derivados -lactamicos as reagdes
na posicao 6 ocorrem com seletividade, devido a existéncia de uma conformagio em
“borboleta” do nuicleo penicilanato que permite a aproximagao dos reagentes do lado o da (-
lactama com menor impedimento estéreo (figura 2.6b). Quanto aos nossos derivados y-
lactamicos biciclicos, através do calculo computacional foi possivel determinar a estrutura
molecular da amino-y-lactama 2.19 (figura 2.6a) onde podemos observar uma estrutura com

uma conformacio oposta a do 6-APA, o que esta de acordo com os valores da rotacdo especifica

[O(] D.

¢ * _‘_
% e
. G‘ e '™ & s ,l— \ Ti
TSP ST W SRy N\ o/
o &.s~° “~~ s ss . . %xAJ&QICG
. : " ‘w“': ® ¢ "— . :& o / N
- ; 09\/6‘5;\
[a]3® = - 225 (¢ 0.4, DCM) [a]22 = + 276 (¢ 1.2, HC1 0.1 M)
a b

Figura 2.6. a) Estrutura molecular otimizada de (3R,6S,7aS$)-6-amino-5-
oxohexahidropirrolo[2,1-4]tiazol-3-carboxilato de benzidrilo (2.19), através do método
B3LYP/6-31G* pelo programa Gaussian 09." b) Estrutura molecular do 4cido (+)-6-

aminopenicilanico determinada por cristalogratia de raios-X.'**

Apbs a sintese da amino-y-lactama 2.19 procedeu-se a conversao a diazo-y-lactama 2.20,
para tal, adaptou-se um procedimento descrito na literatura (esquema 2.9)."” Inicialmente,
realizou-se a reagdo com 5 equivalentes de nitrito isoamilico em diclorometano, a uma
temperatura de -10 °C, no entanto apds 6.5 horas de reacdo nao se conseguiu obter o produto
desejado. Tendo em conta os resultados anteriores, foi realizado outro ensaio utilizando 2
equivalentes de nitrito isoamilico a uma temperatura de 0 °C na presenca de acido trifluoracético
(quantidade catalitica). Como ap6ds 6 horas de reagio, nao se tinha evidéncia do produto 2.20,
adicionaram-se mais 2 equivalentes de nitrito isoamilico. Todavia, apds 16 horas de reagao sob

estas condi¢oes, nao houve novamente evidéncia de formacao do produto desejado.

H
S Nitrito S
H,N ¥ isgaml’li?o N N\}
DCM 0

H
N
o CO,CHPh, CO,CHPh,
2.19 2.20

Esquema 2.9
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Visto que pela via sintética inicialmente utilizada nao se conseguiu a sintese da y-lactama
2.20, foi adaptado um procedimento da literatura que descreve um método classico para a
preparacio de diazo-B-lactamas.”” Deste modo a reagio de conversio foi realizada com a
amino-y-lactama 2.19 e nitrito de sédio, na presenca de uma solucdo de acido perclérico (1 M)
a 60%, num sistema de solventes diclorometano/agua (1:1), a temperatura de 0 °C. Foram
realizados 3 ensaios com tempos de reagao diferentes, que permitiu verificar que o fator tempo
¢ importante na sintese destes derivados (tabela 2.7). Quando a reagdo ¢ realizada durante 30
minutos a conversao nao é completa, e quando o tempo de reacio é aumentado para 2 horas
ocorreu diminui¢ao do rendimento e degradagao do produto. O melhor resultado foi alcangado
ap6s 1 hora de reacdo, onde a diazo-y-lactama 2.20, isolada por extracdo, ¢ obtida com um

rendimento de 95%.

Tabela 2.7. Otimizacio das condigbes de rea¢do para a sintese da diazo-y-lactama 2.20.

H s NaNO, H s
HCIO, 1 M
HZN—q - s . szgf\N'/
DCM/H,0 (1:1)
] {OZCHth 0°C o {Ochth
2.19 2.20
- N Rendimento
Reagdo  Tempo de reagao (2.20)
1 30 minutos 81%
1h 95%
3 2h 86%

2.4. Conclusao

No presente capitulo foram apresentados todos os passos da estratégia sintética
desenvolvida para a formagao da diazo-y-lactama 2.20, e a sua respetiva otimiza¢ao (esquema
2.10).

Foi estudada a sintese de y-lactamas biciclicas acidas e ésteres a partir de reagoes de
condensa¢ao de um aldeido derivado do acido L-aspartico com a I-cisteina na forma acida e
esterificada. Este estudo permitiu sintetizar o derivado y-lactamico que possibilitou prosseguir
com a via sintética desenvolvida. A otimizacdo da sintese y-lactama biciclica através de uma
estratégia que engloba dois passos — sintese da tiazolidina seguida de ciclizagdo — permitiu a

preparagao da y-lactama acida com bons rendimentos.
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No decurso desta estratégia, foi conseguida a desprote¢ao do grupo amina da y-lactama
acida, seguida da conversio ao éster benzidrilico da y-lactama que permitiu obter o derivado
éster pretendido. A diazo-y-lactama alvo foi obtida apés neutralizagio do derivado éster e
subsequente reagao de conversao ao derivado diazo.

Em suma, a estratégia sintética desenvolvida permitiu a obten¢do da diazo-y-lactama,
abrindo a possibilidade da participa¢do destes derivados em reagoes de ciclo-adi¢ao 1,3-dipolar
com diferentes dipolaréfilos, com o intuito de obter novos compostos espirociclicos y-
lactamicos.

NHz S/YCOZH

HS Co2 NH
f —_— f —_— COZBn*> BocHN \8 —_— TSO H3 \8

BocHN™ “CO,Bn BocHN™ “CO,Bn BocHN CO,H CO,H

N%;:F\S) - HZN—g;F D HaN_gr\F\s)

(6] CO,CHPh, CO,CHPh, o CO,CHPh,

Esquema 2.10
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Capitulo 111: Sintese de espiro-y-lactamas quirais

3.1. Objetivos

Estudos anteriores desenvolvidos no grupo de investigagdo de Quimica Organica da
Universidade de Coimbra sobre a sintese e avaliagdo bioldgica de B-lactamas espirociclicas
permitiram o desenvolvimento de compostos lider com propriedades anti-HIV e anti-

Plasmodinm  berghei muito interessantes.'

Mais recentemente, o grupo de investigacao
concentrou-se na sintese de derivados nao-B-lactimicos (y-lactamicos) com o objetivo de
preparar outras lactamas espirociclicas com propriedades antimicrobianas semelhantes aquelas
observadas para as espiro-B-lactamas.”® Deste modo, a estratégia sintética desenvolvida, que
permitiu a sintese de novas espiro-y-lactamas derivadas da D-penicilamina, foi aplicada na
sintese de novas y-lactamas espirociclicas derivadas da L-cisteina.

Neste contexto, o trabalho apresentado neste capitulo consiste no estudo da reatividade
da diazo-y-lactama (composto 2.20 do capitulo 1) atuando como um 1,3-dipolo em reagbes de
ciclo-adi¢ao com diferentes dipolaréfilos (alquinos deficientes em eletrdes e maleimidas IN-
substituidas) (esquema 3.1). Esta via sintética permitira a sintese de espiro-y-lactamas protegidas
com o éster benzidrilico. Por sua vez, sera explorada a conversio destes ésteres aos
correspondentes derivados acidos.

As espiro-y-lactamas sao moléculas de grande interesse sintético devido as suas
propriedades bioldgicas, como descrito anteriormente. Desta forma, serd apresentado o estudo
da citotoxidade e da atividade de inibicao do virus de imunodeficiéncia humana (HIV-1), de

alguns compostos preparados no decurso deste trabalho.

H H
S 2 S
Dipolaréfilos g
N, N — N
o CO,CHPh, o CO,CHPh,
2.20 Espiro-y-Lactamas

[ Reacéao de ciclo-adigédo 1,3-dipolar de diazoalcanos]

+ -/ R / a=b /a:b
N=N-C <— N=N=C N. )<
\ °N

Esquema 3.1
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3.2. Reagoes de ciclo-adicao 1,3-dipolar

Inicialmente foi estudada a reatividade da diazo-y-lactama 2.20 em reac¢des de ciclo-
adi¢ao 1,3-dipolar com alquinos deficientes em eletroes, com vista a obtencdo de novas espiro-
y-lactamas e consequente introdu¢ao de um anel 3H-pirazol. No decurso do nosso trabalho
foram utilizados o acetilenodicarboxilato de dimetilo (3.1) e o propiolato de metilo (3.3) como
alquinos deficientes em eletroes.

Utillizando condi¢des experimentais desenvolvidas anteriormente no grupo de
investigagdo,'” realizaram-se as reacdes em diclorometano a temperatura de 0 °C, variando os
equivalentes do dipolaréfilo 3.1 e o tempo de reagao de modo a otimizar as condi¢des de reagao
(tabela 3.1). Quando se utilizaram 2 equivalentes de acetilenodicarboxilato de dimetilo (3.1) num
ensaio de 5 horas obteve-se o composto 3.2 com rendimento de 34%, apos purificagao por
cromatografia em coluna (reagao 1). O aumento do tempo de reacdo (16 h) ou do numero de
equivalentes molares do dipolaréfilo 3.1 (4 equivalentes) conduziu a diminui¢ao do rendimento
da reacio (reagoes 2 e 3). O melhor resultado foi obtido quando se utilizaram 2 equivalentes de
dipolaréftilo, num ensaio de 5 horas (reagao 1), que resulta no isolamento da espiro-y-lactama

3.2 com um rendimento de 34%.

Tabela 3.1. Otimizacdo das condi¢oes de reacdo de ciclo-adi¢ao 1,3-dipolar da diazo-y-

lactama 2.20 com o acetilenodicarboxilato de dimetilo (3.1).

H s CO,Me H
ﬁ 5 | —oow OCW\S)
o CO,CHPh, " CoMe 0 MeO:L 4 CO,CHPh,
2.20 3.1 3.2

Reacio 3.1 (equiv.) Tempo de  Rendimento

reacao (3.2)
1 2 5h 34%
2 2 16 h 28%
3 4 5h 24%

Tal como se observou no estudo de ciclo-adigao 1,3-dipolar de 6-diazopenicilanatos

com este dipolaré6filo,™

a reacdo de ciclo-adi¢ao 1,3-dipolar da diazo-y-lactama 2.20 com o
acetilenodicarboxilato de dimetilo (3.1) ocorreu de forma estereosseletiva. Este resultado pode
ser explicado considerando que a formacao do ciclo-aducto resulta da adi¢ao do dipolaréfilo ao

lado com menor impedimento estéreo, no nosso caso, o lado B da y-lactama.
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Na figura 3.1 apresenta-se o espetro de RMN proténico da espiro-y-lactama 3.2,

representado todos os sinais correspondentes aos protdes que constituem a estrutura do
composto espirociclico 3.2, onde ¢ possivel observar os sinais atribuidos aos grupos dos ésteres

metilicos (3.87 e 3.96 ppm).

nTao—=0O00m ot MmN~ O Moo NOUTMHAN-HOOTOMOO LN
NNNNNNO nmwmunwmuwmwmLwmnwn MmMmMmMmMmMmMnmMmMmmmMmnmMmenmmonom
——a 2 ——) = e N
|
COCH;
CO2CH;3
H 1
1 2" S
N=N /7 7a
ArH MeO,CHNZ |\ .7
MeO,C 4 Al /7 =
l¢] CO,CHPh, ] o 0
N - o i
T T T T T T T T T T
40 39 38 37 36 35 34 33 32 3.1
f1 (ppm)
h
CHPh, H
H; h‘hﬂ " b ‘I‘%
M il | 1
MJ ] J JL -
7 Y W SRR
< o [ce] ~ N —= O nwmnuwn
S = = N Q¥ D oM
— — i ~— N — N —
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f1 (ppm)

Figura 3.1. Espetro RMN protoénico do composto 3.2 (CDCls).

Quando se utilizou o propiolato de metilo (3.3) como dipolaréfilo, a reagao de ciclo-
adi¢ao 1,3-dipolar da diazo-y-lactama 2.20, foi realizada reproduzindo as condi¢des de reagao
testadas no nosso grupo de investigagio para a sintese de espiro-B-lactamas.” Na tabela 3.2
estao apresentados os diversos ensaios realizados para a obtencao do composto 3.4, sendo que
todos foram realizados com 2 equivalentes do dipolaréfilo (reagoes 1-4). A reagdo a temperatura
ambiente da diazo-y-lactama 2.20 com o propiolato de metilo (3.3), em diclorometano, durante
16 horas permitiu obter o composto 3.4 com rendimento de 17%, apds purificacdo por
cromatografia em coluna (reagao 1). Quando a reagao de ciclo-adi¢ao foi realizada a temperatura
de 45 °C durante 4 horas, o produto 3.4 foi obtido com um rendimento de 21% (reagao 2).
Observou-se que os rendimentos sob estas condi¢des foram pouco satisfatérios em relagao aos

ensaios realizados a 0 °C para os outros derivados (espiro-y-lactama 3.2), e verificou-se por TLC
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a presenca de impurezas mais evidentes. Posto isto, procedemos para ensaios a 0 °C (reagdao 3 e
4), uma vez que a diazo-y-lactama 2.20 ¢ sintetizada a esta temperatura e, além disso, ndo ¢
muito estavel a temperatura ambiente. A reacdo de ciclo-adi¢do 1,3-dipolar durante 5 horas
permitiu obter a espiro-y-lactama 3.4 com rendimento de 15% (reagao 3). Por sua vez, quando
se aumentou o tempo de reagao para 18 horas, obteve-se a espiro-y-lactama 3.4 com rendimento
de 24% (reacio 4).

Neste caso, a reagao de ciclo-adi¢io 1,3-dipolar da diazo-y-lactama 2.20 com o
propiolato de metilo (3.3) ocorreu de forma estereosseletiva e regiosseletiva (espiro-y-lactama

3.4).

Tabela 3.2. Otimiza¢ao das condi¢des de reagao de ciclo-adigao 1,3-dipolar da diazo-y-

lactama 2.20 com o propiolato de metilo (3.3).

H H H
N S ‘ | N=N S
2 N \8 DCM MeO,C—xXx N \8
+ _—
CO,Me

o] CO,CHPh, 0 CO,CHPh,
2.20 3.3 3.4
Reacio Condic¢oes de reacio Rengsz)ento
1 t.a, 16 h 17%
2 45°C, 4 h 21%
3 0°C,5h 15%
4 0°C,18h 24%

O estudo da reatividade da diazo-y-lactama 2.20 com maleimidas N-substituidas
permitiu obter novas espiro-y-lactamas com a introdu¢ao de um anel pirazolina. No decurso do
nosso trabalho foram utilizadas a N-metilmaleimida (3.5) e a N-fenilmaleimida (3.7).

A reagao de ciclo-adi¢ao 1,3-dipolar da diazo-y-lactama 2.20 com 1.6 equivalentes de N-
metilmaleimida (3.5) em diclorometano foi realizada a temperatura de 0 °C, variando o tempo
de reagdo com o objetivo de otimizar o rendimento (tabela 3.3). Apds 5 horas de reagdo, a
espiro-y-lactama 3.6 foi purificada por cromatografia em coluna, e obtida com um rendimento
de 16% (reacdo 1). Quando o tempo de reagdo foi aumentado para 16 horas, obteve-se o
produto 3.6 com um rendimento de 12% (reacdo 2), sendo insatisfatoriamente inferior em
relacao ao ensaio anterior (reacao 1).

Esta reacao de ciclo-adi¢ao 1,3-dipolar da diazo-y-lactama 2.20 com a N-metilmaleimida

(3.5) também ocorreu de forma estereosseletiva (espiro y-lactama 3.6).
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Tabela 3.3. Otimizagao das condi¢des de reagao de ciclo-adigao 1,3-dipolar da diazo-y-

lactama 2.20 com a N-metilmaleimida (3.5).

o H
N S 0 N=N S
2 N | N-Me DCM
+ — meN N
o CO,CHPh, Y 0°C o o CO,CHPh,
2.20 3.5 3.6
~ N Rendimento
Reacio Tempo de reagao
(3.6)
1 5h 16%
2 16 h 12%

O espetro de RMN protoénico da espiro-y-lactama 3.6 derivada da N-metilmaleimida
esta representado na figura 3.2. Pela analise do espetro podem ser identificados alguns sinais
que estdo acordo com a estrutura proposta, tais como: o singleto dos protoes do grupo metilo
(2.96 ppm) e dois dubletos com desvios quimicos de 3.30 ppm e 5.89 ppm correspondentes aos
protdes da juncao do anel de pirazolina (H-3a’ e H-62’, respetivamente). Os restantes sinais

presentes no espetro sao referentes aos protoes do nucleo y-lactamico.

[ BN I oI ANN—HOOWN M=EO WO Q= WWO LN AN
NININNNO NmWnmwWnwmLwmLwmLwmLwmnwnwm MM MmMmOMOMnNMmMmmMmemN NN NN
= | VO e e e
CH;
ArH
v o, H ;
O saN=N 7 738
(] e 2
5) ;
SN _g/% N3
Me
O o CO,CHPh,
CHPh;
|

10.142

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

4.0 3.5
f1 (ppm)

Figura 3.2. Espetro de RMN protoénico do composto 3.6 (CDCl).
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A analise do espetro bidimensional NOESY, apresentado na figura 3.3, permite observar
a correlagdo entre os protoes H-3a” e H-62’. Podem também verificar-se picos cruzados entre o
protio H-7a e o protio H-7 mais desviado, e picos cruzados entre o protao H-3 e o protio H-

2 mais desviado.

r5.0

V. st R
H.—"‘A 24 |

= e 6.0
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Hra

Hed

6.5

. ar
-

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.4 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 28
f2 (ppm)

Figura 3.3. Expansio do espetro de NOESY do composto 3.6 (CDCls).

Nas figuras 3.4 e 3.5 estdo representadas expansoes dos espetros bidimensionais de
correlagao heteronuclear, HSQC e HMBC, que permitem retirar mais informagdes com o
objetivo de confirmar a estrutura proposta. Pela analise do espetro de HSQC, é possivel
confirmar-se a atribuicao correta dos protdes H-3a” e H-7, pois o carbono correspondente ao
protao H-3a’ apresenta um desvio quimico superior devido a influéncia do carbono carbonilico,
e os protdes H-7 diastereotopicos apresentam correlagio com um carbono com menor desvio
quimico. Por fim, através da analise do espetro de HMBC podem verificar-se as correlagdes dos
protdes H-32’, H-6a’ e do grupo metilo com os carbonos carbonilicos do anel de pirazolina, e a
correlagao do protao H-3 e o protao do benzidrilo (CHPhz) com o carbono carbonilico do éster

benzidrilico.
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Figura 3.4. Expansio do espetro de HSQC do composto 3.6 (CDCI).
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Figura 3.5. Expansio do espetro de HMBC do composto 3.6 (CDCls).
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Quando se utilizou a N-fenilmaleimida 3.7 (1.6 equivalentes) como dipolaréfilo na
reagdao de ciclo-adi¢ao 1,3-dipolar com a diazo-y-lactama 2.20 foram igualmente realizados
diferentes ensaios fazendo variar a temperatura e o tempo de reagao (tabela 3.4). A reagdo com
a maleimida 3.7, a uma temperatura de -10 °C em diclorometano, conduziu a obten¢io da
espiro-y-lactama 3.8, apds 6 horas de reagdo, com um rendimento de 20%, apos purificagao por
cromatografia em coluna (rea¢ao 1). O aumento da temperatura para 0 °C permitiu obter o
derivado espirociclico 3.8, apds 5 horas de reagiao, com um rendimento de 31% (reagao 2). Por
sua vez, quando se aumentou o tempo de reacao (16 horas), verificou-se uma diminui¢ao
significativa do rendimento para 19% (reagao 3).

Nesta reacdo de ciclo-adigao 1,3-dipolar da diazo-y-lactama 2.20 com a INN-
fenilmaleimida (3.7), temos evidéncia da formagao de dois produtos na proporgio (72:28),
sendo possivel observar, por espetroscopia de RMN proténico, duplicacdo de todos os sinais
correspondentes aos protoes da espiro-y-lactama 3.8. A formacdo destes estereoisémeros
resulta da adi¢ao do dipolaréfilo simétrico pelo lado o e 8 da y-lactama. A estereosseletividade
observada nesta reagao pode ser explicada considerando que o produto maioritario resulta da

adi¢ao pelo lado com menor impedimento estéreo da y-lactama.

Tabela 3.4. Otimizacao das condi¢des de reagao de ciclo-adi¢ao 1,3-dipolar da diazo-

y-lactama 2.20 com a N-fenilmaleimida (3.7).

H 0 H
S o) N=N S
N2
N—Ph
N% - — 2 N N

O CO,CHPh, O O  CO,CHPh,
2.20 3.7 3.8
Reacio  Condic¢oes de reacao Rengmsl)ento
1 -10°C, 6 h 20% (69:31)
2 0°C,5h 31% (72:28)
3 0°C,16h 19% (61:39)
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3.3. Sintese de espiro-y-lactamas acidas

Estudos anteriores desenvolvidos pelo nosso grupo de investigacio demonstraram que
a reagdo de conversdo dos ésteres benzidrilicos aos respetivos derivados acidos permitia a
obten¢io de espiro-3H-pirazol-B-lactama com melhores propriedades bioldgicas.'” Deste
modo, foi realizada a conversiao das espiro-y-lactamas ésteres para os seus derivados acidos.

A conversio das espiro-3H-pirazol-y-lactamas ésteres 3.2 e 3.4 foi realizada com acido
trifluoracético na presenga de anisole, em diclorometano, a temperatura de -5 °C, durante 4
horas (esquema 3.2).

O isolamento da espiro-3H-pirazol-y-lactama acida 3.9 foi simples. Através de um
tratamento com solugao de hidrogenocarbonato de sédio, extragao com acetato de etilo, seguido
de neutralizagdo da fase aquosa com uma solugao de acido cloridrico (1 M), e posterior extragio
com acetato de etilo. O composto 3.9a derivado do acetilenodicarboxilato de dimetilo foi obtido
com um rendimento de 79%. Seguindo o mesmo método de purificagdo, a espiro-3H-pirazol-
y-lactama acida 3.9b derivada do propiolato de metilo foi sintetizada com um rendimento de

85% (esquema 3.2).

H

H
N=N S Anisole/TFA N=N S
MeO,C— N . MeO, L N
R DCM R

O CO,CHPh, -5°C, 4h O  COM
3.2 R=CO,Me 3.9a R=CO,Me 79%
34 R=H b R=H 85%
Esquema 3.2

O espetro de RMN proténico da espiro-y-lactama acida 3.9b esta representado na figura
3.6. Pela analise do espetro podem ser identificados alguns sinais que estio acordo com a
estrutura proposta, tais como: o singleto dos protoes do éster metilico (3.93 ppm) e o singleto
com desvio quimico de 6.75 ppm correspondente ao protao do anel 3H-pirazol (H-4°). Os

restantes sinais presentes no espetro sao referentes aos protdes do nucleo y-lactamico.
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Figura 3.6. Espetro de RMN proténico do composto 3.9b (CD;OD).

A analise do espetro bidimensional NOESY, apresentado na figura 3.7, permite observar
a correlacdo entre os protdes H-4’ ¢ um dos protdes H-7. Podem também verificar-se picos
cruzados entre o protao H-7a e os protdes H-7, e picos cruzados entre o protao H-3 e os protoes
H-2, evidenciando que estes protoes diastereotopicos ficaram com desvios quimicos mais
distanciados neste derivado acido espirociclico.

Na figura 3.8 esta representada a expansio do espetro bidimensional de correlagiao
heteronuclear, HSQC, que permite retirar mais informag¢des com o objetivo de confirmar a
estrutura proposta. Pela analise do espetro de HSQC, ¢é possivel confirmar-se a atribuicao
correta dos protdes H-2 e H-7, pois o carbono correspondente aos protoes diastereotopicos H-
2 apresenta um desvio quimico supetior devido a influéncia do carbono carbonilico, e os protoes

H-7 diastereotépicos apresentam correlagio com um carbono com menor desvio quimico.
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Figura 3.7. Expansio do espetro de NOESY do composto 3.9b (CDs;OD).
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Figura 3.8. Expansio do espetro de HSQC do composto 3.9b (CD;OD).

61

3.2

20

30

40

50

60

r70

80

90

100

r110

r120

f1 (ppm)

f1 (ppm)



Capitulo 111: Sintese de espiro-y-lactamas quirais

Foi também estudada a conversao das espiro-pirazolina-y-lactamas ésteres (3.6 ¢ 3.8)
para os seus derivados acidos. As reagoes de conversio foram realizadas com acido
trifluoracético na presenca de anisole, em diclorometano, a temperatura de -5 °C durante 4 horas
(esquemas 3.3).

Como realizado no composto 3.9, a espiro-pirazolina-y-lactama acida 3.10 foi purificada
através de um tratamento simples com hidrogenocarbonato de sédio e posterior acidificagao
com acido cloridrico (1 M). O composto 3.10a derivado da N-metilmaleimida foi obtido com
um rendimento de 26%. A espiro-pirazolina-y-lactama acida 3.10b derivada da IN-
fenilmaleimida foi sintetizada com um rendimento de 64%, apos isolamento seguindo a mesma

metodologia (esquema 3.5).

H H
O N=N S Anisole/TFA o N=N S
—_— =
D D
o o

O O  COCHPh,  -5°C,4h CO,H
3.6 R=Me 3.10a R=Me 26%
3.8 R=Ph b R=Ph 64%

Esquema 3.3

Apesar de existir evidéncia da formagao do acido 3.10a ¢é necessaria uma otimizagao,
potque o espetro de RMN proténico indica a presenca de um composto secundario, formado
nesta reagao. Por analise do espetro de RMN proténico do acido 3.10b temos também evidéncia
da sua desprotecio e da presenga de um produto secundario, sendo que este foi obtido a partir

de uma mistura de diastereoisdémeros do éster 3.8, derivado da N-fenilmaleimida 3.7.

3.4. Avaliacao de atividade biolégica®

Os estudos anteriores realizados pelo grupo de investigagao sobre a sintese e avaliagao

biolégica de B-lactamas espirociclicas permitiram o desenvolvimento de compostos lider com

136

propriedades biolégicas muito interessantes.”” Como descrito anteriormente, as espiro-y-

lactamas sao moléculas de grande interesse sintético devido as suas propriedades biologicas.

? Os estudos da atividade de inibicdo HIV por espiro-y-lactamas foram realizados por Nuno Guerreiro Alves (aluno

de doutoramento) em colaboragdo com o grupo de investigagdo do Professor Doutor Nuno Taveira
(iMed.ULisboa).
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Desta forma, foi estudada a citotoxidade e a atividade de inibicdo do virus de imunodeficiéncia
humana (HIV-1), de trés compostos (3.2, 3.9a e 3.9b) preparados no decurso deste trabalho,

analogos das espiro-8-lactamas que demonstraram possuir atividade bioldgica (figura 3.9).
H H H
N=N s N=N S N=N S
MeO,C— X\ MeO,C— X\ MeO,C— X\
MeO,C MeO,C
O CO,CHPh, O  COH O  COH
3.2 3.9a 3.9b

Figura 3.9. Compostos espiro-y-lactamicos cuja atividade biolégica foi estudada.

Inicialmente, foi avaliado o potencial de citotoxidade 7z vitro destes compostos em células
TZM-bl e verificou-se que, para uma concentracio de 10 pg/ml, nenhum dos compostos é

toxico para as células utilizadas (tabela 3.5).

Tabela 3.5. Valores de CC50 das espiro-y-lactamas.

Espiro-y-lactama CC50 (uM)
32 424.7
3.9a 728.6
3.9b 270.3

Foi testada a atividade antiviral dos 3 compostos em estudo sobre uma estirpe de HIV-
1 (tropismo X4), com 10 pg/mL de cada composto como ensaio de bioatividade preliminar.
Apenas se pode considerar que um composto possui atividade anti-HIV promissora se a
percentagem inibit6ria maxima (MIP), a 10 ug/mL, for maior que 80%. No entanto, nenhuma
das 3 espiro-y-lactamas apresentou atividade anti-HIV significativa, observando-se atividades a
variar ente os 30% a 42% (tabela 3.6). Verifica-se, portanto, que estes resultados de atividade

sao infetriores ao valor limiar da MIP a 10 pg/mL (80%).

Tabela 3.6. Percentagem inibitéria maxima (MIP) anti-HIV a 10 pg/mlL das espiro-y-

lactamas.

Espito-y-lactama ~ MIP 10 pg/mL (HIV-1)

3.2 36%
3.9a 42%
3.9b 30%
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O procedimento experimental foi repetido utilizado 50 pg/mL dos compostos, de modo
a confirmar os resultados obtidos para a concentragao de 10 pg/mlL. De notar que estes ensaios
foram repetidos com uma concentragao 5 vezes maior em comparagao com aquela utilizada nos
ensaios preliminares, e uma concentra¢ao inibitéria pouco satisfatoria.

Os resultados mostraram comportamentos diferentes entre as espiro-y-lactamas, sendo
que, de um modo geral, confirmaram a falta de atividade anti-HIV dos compostos. De fato, os
resultados que o composto 3.2 apresentou permitem especular que este pode promover a

infecdo viral nestas condi¢oes de ensaios biolégicos (tabela 3.7).

Tabela 3.7. Percentagem inibit6ria maxima (MIP) anti-HIV a 50 ug/mL das espiro-y-

lactamas.

Espiro-y-lactama MIP 50 pg/mL (HIV-1)

3.2 -64%
3.9a 8%
3.9b citotoxico

As trés espiro-y-lactamas foram desenvolvidas e sintetizadas como analogos de 5
membros de compostos 3-lactamicos espirociclicos, que demonstraram possuir atividade anti-
HIV." Esta modificacdo estrutural foi estudada com o objetivo de alcancar moléculas mais
estaveis e com menor tensio de anel. No entanto, nenhum dos compostos y-lactamicos

espirociclicos que foram avaliados apresentou atividade promissora contra o HIV.

3.5. Conclusao

Neste capitulo foram estudadas as rea¢les de ciclo-adicao 1,3-dipolar de diazo-y-
lactamas (sintetizadas no capitulo 2) com diferentes dipolarédfilos, alquinos deficientes em
eletroes e maleimidas N-substituidas. Esta reatividade permitiu a sintese de novas espiro-y-
lactamas quirais, derivadas da I_-cisteina, com rendimentos moderados. As reagOes apresentadas
ocorreram de forma diastereosseletiva, o que resultou da aproximagao do dipolaréfilo pela face
B, o lado com menor impedimento estéreo, da y-lactama. Por sua vez, procedeu-se a conversio
destes compostos y-lactamicos espirociclicos ésteres para os seus derivados acidos, visto que

esta descrito que as espiro-3H-pirazol-3-lactamas acidas possuem melhores propriedades

64



Capitulo 111: Sintese de espiro-y-lactamas quirais

biolégicas. Deste modo, foram sintetizadas espiro-3H-pirazol-y-lactamas acidas e espiro-

pirazolina-y-lactamas acidas com bons rendimentos (esquema 3.0).

CO,Me

' I ; .

S N=N S
N=N S R N 0 0
R R =H, CO,Me R = Me, Ph R

0 CO,CHPh, o] CO,CHPh, 0 o CO,CHPh,
TFA TFA
H H
N=N S o N=N S}
Me0,C—
N N
o] CO,H 0 o CO,H

Esquema 3.4

No presente capitulo foram também apresentados todos os resultados dos ensaios
bioldgicos, citotoxidade e atividade de inibi¢ao do virus de imunodeficiéncia humana (HIV-1),
realizados com 3 dos compostos sintetizados neste trabalho. Apesar destes compostos nao
apresentarem atividade anti-HIV, estes resultados permitiram um pequeno avango na
investigacdo desenvolvida para estes compostos e outros derivados. Futuramente, estudos
adicionais sdo necessarios para explorar a sintese de outros derivados, e estudar a possivel
atividade anti-Plasmodium berghei que estes compostos y-lactamicos espirociclicos poderao

possuir.
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Capitulo 1V: Parte Experimental

Neste capitulo encontram-se descritos os instrumentos referentes as técnicas de
identificagdo e caracterizagao utilizadas ao longo deste trabalho, bem como os métodos
necessarios a utilizagdo adequada de reagentes e solventes. Dele fazem também parte os
procedimentos seguidos com vista a sintese dos compostos descritos nos Capitulos II e III, bem
como as respetivas caraterizagoes. A caraterizagao dos compostos foi efetuada através de ponto
de fusio, espetroscopia de ressonincia magnética nuclear proténica (RMN '"H) e de carbono 13
(RMN "C), espetroscopia de infravermelho (IV), espetrometria de massa de alta resolugio

(EMAR), e rotagao especifica [a].

4.1. Instrumentacao

Cromatografia

Nas reagoes cuja evolugdo foi acompanhada por cromatografia em camada fina
utilizaram-se placas de silica 60 Fass, com suporte de aluminio, fornecidas pela Macherey-Nagel.
Para as cromatografias em coluna foi utilizado gel de silica 60 (0,035-0,070 mm) fornecida pela
Acros Organics.

Espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espetros de ressonancia magnética nuclear (RMN 'H e RMN "C) foram obtidos
num espetrémetro Brucker Avance 111, operando a2 400 MHz ('H) e a 100 MHz (°C).

Os solventes deuterados utilizados foram o cloroférmio (CDCls), o dimetilsulféxido
(DMSO-d;) e o metanol (CH;OD). Os desvios quimicos (8) sao apresentados em ppm
relativamente ao padrdo interno trimetilsilano (TMS) e os valores das constantes de
acoplamento (J) sao expressos em Hz.

Espetroscopia de Infravermelho

Os espetros de infravermelho foram obtidos num espetrofotometro Aglient Technologies
Cary 630 FTIR, utilizando o método de refletancia total atenuada (ATR).

Espetrometria de Massa de Alta Resolucao

Os espetros de massa de alta resolu¢io foram obtidos num espetrémetro TOF I'G
Auntospec M com ionizacao por electrospray (ESI).

Pontos de Fusao

Os pontos de fusio foram determinados num aparelho de fase aquecida Fa/k (pelo

método de capilar de vidro aberto).
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Rotacido Especifica

Os valores da rotagdo especifica, [«], dos compostos oticamente ativos foram

determinados num polarimetro digital automatico Optical Activity A.A-5.

4.2. Solventes e reagentes

Foram utilizados reagentes comercialmente disponiveis com elevado grau de pureza,
sem purifica¢do adicional. Outros reagentes foram por nos sintetizados seguindo procedimentos
conhecidos e descritos na literatura.

Todos os solventes foram usados secos e destilados, de acordo com os procedimentos
que se seguem, exceto em reagdes ou extracoes com agua, onde foram utilizados apenas

destilados.

Acetato de etilo

Este solvente foi refluxado durante 3 horas na presenca de carbonato de potassio e de
seguida destilado.

Diclorometano

Foi refluxado na presenca de cloreto de calcio durante 3 horas, destilado e guardado
sobre peneiros moleculares 4 A.

Acetonitrilo

Este solvente foi refluxado durante 3 horas na presenca de pentoxido de fosforo e de
seguida destilado.

Etanol e metanol

Aquecidos a refluxo durante 2 horas com magnésio na presenca de palhetas de iodo,
seguindo-se a destilagao a partir do alcdxido de sédio, e guardados sobre peneiros moleculares

3A.

Eter etilico, hexano, tetra-hidrofurano e tolueno

Estes solventes foram secos em refluxo, na presenga de fios de sédio e benzofenona.
Posteriormente foram destilados e guardados sobre peneiros moleculares 4 A.
Trietilamina

O reagente foi armazenado sobre palhetas de hidroxido de sodio.

Os outros solventes e reagentes foram fornecidos pela Aldrich, Acros Organics, Alfa

Aesar ou Fluorochem e utilizados diretamente, sem qualquer tipo de purificacao adicional.
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4.3. Métodos Sintéticos referentes ao Capitulo II

OH (9)-2-((tert-butoxicarbonil)amino)-4-hidroxibutanoato de benzilo (2.2)

O composto 2.2 foi sintetizado a partir de um procedimento que se encontra na
e Eoe literatura."” Num baldo de 2 tubuladuras colocou-se Boc-I-Asp-OBzl 2.1 (5 g,
15 mmol) dissolvido em tetra-hidrofurano (75 mL). Sob atmosfera inerte e a temperatura de -
15 °C. Através do septo, foi adicionado N-metil morfolina (1.9 mL, 17 mmol, 1.1 equiv.) e
cloroformato de etilo (1.8 mL, 19 mmol, 1.2 equiv.). Ap6s 1 hora, filtrou-se a mistura e lavou-
se com THF (20 mL). A fase organica foi arrefecida a 0 °C e adicionou-se boro-hidreto de sédio
(0.88 g, 23 mmol, 1.5 equiv.), seguida da adi¢ao de H,O (15 mL), gota a gota. Apds 30 minutos
a mistura reacional foi neutralizada com uma solu¢ao saturada de NH4CI (20 mL), agitada por
10 minutos, e extraiu-se com acetato de etilo (4 X 20 mL). Lavou-se a fase organica com solu¢ao
saturada de NaCl. Adicionou-se agente secante (Na,SO,) e filtrou-se. Apds evaporar, o
composto foi purificado por cromatografia em coluna [acetato de etilo/hexano = (1:2)].
Rendimento: 85%. RMN 'H (CDCl) & 1.44 (s, 9H, (CH;);0CO), 1.60 - 1.63 (m, 1H,
CH:CH,OH), 2.15 - 2.19 (m, 1H, CH.CH,OH), 3.12 - 3.15 (m, 1H, OH), 3.63 - 3.71 (m, 2H,
CH>OH), 4.51 - 4.56 (m, 1H, CH), 5.16 (d, ] = 12.3 Hz, 1H, CH,Ph), 5.20 (d, ] = 12.3 Hz, 1H,
CH,Ph), 5.35 (d, ] = 6.9 Hz, 1H, NH), 7.31 - 7.39 (m, 5H, ArH); RMN "C (CDCl;) & 28.25,
36.05, 50.72, 58.27, 67.28, 80.45, 128.28, 128.50, 128.63, 132.22, 156.42, 172.71.

0 (9)-2-((tert-butoxicarbonil)amino)-4-oxobutanoato de benzilo (2.3)

f O composto 2.3 foi sintetizado a partir de um procedimento que se encontra na
posr oo literatura.'” Num baldo de 3 tubuladuras colocou-se diclorometano seco (10 mlL.)
e cloreto de oxalilo (2 M, 10 mL, 20 mmol, 1.1 equiv.) através do septo. Com o balio em
atmosfera inerte, sob agitacio e a temperatura de -60 °C. A esta solu¢do adicionou-se
dimetilsulféxido (3 mL, 44 mmol, 2.4 equiv.) em diclorometano seco (10 mL), através do septo.
Apds 10 minutos, adicionou-se o composto 2.2 (5.6 g, 18 mmol) em diclorometano seco (19
ml), através do funil de adi¢ao. Apds 30 minutos, tratou-se a mistura reacional com trietilamina
(13 mL, 93 mmol, 5.1 equiv.), e aqueceu-se a solu¢iao a temperatura ambiente. Adicionou-se
agua (20 mL), separou-se a fase organica e extraiu-se a fase aquosa com diclorometano (3 x 20

mL). Secou-se com Na,SO4 e filtrou-se. Apds evaporar, purificou-se o composto por

cromatogtafia em coluna [acetato de etilo/hexano = (1:3)]. Rendimento: 76%. RMN 'H (CDCls)
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8 1.42 (s, 9H, (CH;);0CO), 3.03 - 3.09 (m, 2H, 8-H), 4.62 - 4.63 (m, 1H, «-H), 5.16 - 5.17 (m,
2H, OCH), 5.42 (d, ] = 8.1 Hz, 1H, «-NH), 7.33 - 7.38 (m, 5H, ArH), 9.71 (s, 1H, CHO).

N, I Cloreto de (5)-1-(benzidriloxi)-3-mercapto-1-propano-2-amino (2.4b)

HS  co,cHPh, A uma solucdo de L-cisteina 2.6 (2 g, 17 mmol) em metanol seco (17 mL) foi
adicionada uma solugio de difenildiazometano 2.7 (3.3 g, 17 mmol) em diclorometano seco (51
ml). A mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente, em atmosfera inerte. Apds 24
horas adicionou-se uma segunda porgao de difenildiazometano 2.7 (1.4 g, 6.8 mmol, 0.4 equiv.).
No final de 94 h de reagdo, o solvente foi evaporado a pressao reduzida sem aquecimento.
Adicionou-se éter etilico seco (51 mL). Num banho de gelo, adicionou-se HCI (3 M), gota a

gota, até se verificar pH 1. Os sais brancos precipitaram imediatamente ¢ foram filtrados.

Rendimento: 76%. p.f. 94.5-95.1 °C. IV (ATR) v 695, 1216, 1491, 1742, 2942, 3390 cm".

4.3.1. Sintese de Tiazolidinas

BOCHNY s (4 R)-2-((S)-3-(benziloxi)-2-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-

BroC HN o0, oxopropil)tiazolidina-4-carboxilato de metilo (2.8a)

A uma solucio do hidrocloreto do éster metilico da [-cisteina 2.4a (468
mg, 2.73 mmol) em H,O (7.5 mL) foi adicionado KHCO; (273 mg, 2.73 mmol). Seguidamente
adicionou-se uma solugdo do aldeido 2.3 (840 mg, 2.73 mmol) em etanol (7.5 mL). A mistura
reacional ficou em agitacao a temperatura ambiente durante 4.5 horas. Adicionou-se HO (15
ml) e extraiu-se a fase aquosa com diclorometano (3 X). Secou-se com Na,SOs, filtrou-se e
evaporou-se. O produto foi purificado por cromatografia em coluna [acetato de etilo/hexano
= (1:2)]. Rendimento: 73%. Por espetroscopia de RMN proténico foram observados 2
diasterioisémeros com razio aproximadamente de 50:50. RMN 'H (CD;OD) & 1.44 (s, 18H,
(CH;);0CO0), 2.13 - 2.17 € 2.27 - 2.32 (2 x m, 4H, H-6), 2.83 - 2.93 ¢ 3.23 - 3.31 (2 x m, 4H, H-
5),3.75e3.77 (2 xs, 6H, CO,CH3), 3.75 - 3.79 ¢ 3.87 - 3.90 (2 x m, 2H, H-4), 4.43 (sl, 2H), 4.57
(sl, 1H), 4.81 - 4.85 (m, 1H), 5.08 - 5.23 (m, 4H, CH,Ph), 5.49 - 5.55 (m, 2H, NH), 7.33 - 7.37

(m, 10H, ArH).
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SN (4R)-2-((5)-3-(benziloxi)-2-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-

BnOL HN oxopropil)tiazolidina-4-carboxilato de benzidrilo (2.8b)

e A uma solucao do hidrocloreto do éster benzidrilico da I -cisteina 2.4b
(596 mg, 1.84 mmol) em etanol (5 mL) foi adicionado KHCO; (184 mg, 1.84 mmol).
Seguidamente, adicionou-se a solu¢ao do aldeido 2.3 (568 mg, 1.84 mmol) em etanol (5 mL). A
mistura reacional foi agitada sob atmosfera inerte, a temperatura ambiente. Apds 4.5 horas de
reagao concentrou-se a mistura reacional por evaporac¢ao. Adicionou-se HO (25 mL) e extraiu-
se com diclorometano. Secou-se com Na,SOy, filtrou-se e evaporou-se. Adicionou-se éter etilico
e filtrou-se o solido branco. O restante foi purificado por cromatografia em coluna [acetato de
etilo/hexano = (1:3)]. Rendimento: 49%. Por espectroscopia de RMN proténico foram
observados 2 diasterioisbmeros com razao aproximadamente de 57:43. p.f. 133.2-134.5 °C e
137.3-1.38.5 °C. IV (ATR) v 699, 1102, 1507, 1709, 1736 cm™; RMN 'H (CDCl;) & 1.42 (s, 18H,
(CH;);0C0), 2.28 - 2.33 ¢ 2.58 - 2.66 (2 x m, 4H, H-0), 2.83 - 2.88 ¢ 3.28 - 3.37 (2 x m, 4H, H-
5), 3.86 - 3.92 ¢ 3.99 - 4.05 (2 x m, 2H, H-4), 4.37 - 4.46 (m, 2H), 4.55 (sl, 1H), 4.79 - 4.86 (m,
1H), 5.09 - 5.22 (m, 4H, CH,Ph), 5.46 - 5.51 (m, 2H, NH), 6.92 ¢ 6.94 (2 x s, 2H, CHPh,), 7.31
- 7.37 (m, 30H, ArH); RMN “C (DMSO-d;) § 27.78, 28.10, 36.62, 37.93, 52.87, 64.31, 64.38,
65.94, 67.27, 77.01, 77.10, 78.31, 78.36, 126.35, 126.45, 127.66, 127.97, 127.79, 128.35, 128.52,

135.87, 135.96, 140.21, 140.25, 155.53, 169.97, 170.08, 171.92, 172.04.

BocHN N Acido (4 R)-2-((9)-3-(benziloxi)-2-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-
BnO;C HN\) oxopropil)tiazolidina-4-carboxilico (2.13)
CO.H

A uma solugao de L-cisteina 2.6 (0.9 g, 7.5 mmol, 0.8 equiv.) em metanol (65
mL) adicionou-se uma solugao do aldeido 2.3 (2.9 g, 9.4 mmol) em metanol (41 mL), e a mistura
ficou sob agitacao a temperatura ambiente durante 24 horas. Apds esse tempo, o solvente foi
evaporado a pressao reduzida. O composto 2.13 foi purificado por cristalizagao e obtido um
solido branco como uma mistura de diastereoisémeros (64:36). Rendimento: 95%. p.f. 97.2-99.1
°C e 109.4-111.7 °C. IV (ATR) v 695, 1157, 1365, 1523, 1712 cm™; RMN 'H (CD;OD) & 1.44
(s, 18H, (CH;);0CO), 2.10 - 2.18 ¢ 2.21 - 2.30 (2 x m, 4H, H-06), 3.03 - 3.13 ¢ 3.29 - 3.31 (2 X m,
4H. H-5), 3.89 - 3.93 ¢ 4.12 - 4.16 (2 x m, 2H, H-4), 4.28 - 431 ¢ 4.39 - 4.42 (2 x m, 2H, H-7),
4.57 - 4.61 ¢ 4.80 - 4.84 (2 x m, 2H, H-2), 5.15-5.18 (m, 4H, CH,Ph), 5.21 - 5.24 (m, 2H, NH)
7.33 - 7.39 (m, 10H, ArH); RMN “C (DMSO-ds) & 27.78, 28.11, 35.95, 36.97, 37.29, 38.36,
52.48, 52.75, 64.11, 65.43, 65.92, 67.05, 73.90, 78.33, 127.62, 127.70, 127.97, 128.35, 135.92,
135.96, 155.09, 155.51, 171.98, 172.06, 172.31, 172.56; EMAR (ESI): calculada para

CioHaNLO6S [M + H'] 411.1584, encontrada 411.1594; [a]3° = - 104 (¢ 0.5, MeOH).
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4.3.2. Sintese de y-lactamas biciclicas

(3R,65,7a85)-6-((tert-butoxicarbonil)amino)-5-
s

BocHN=\ N oxohexahidropirrolo[2,1-b] tiazol-3-carboxilato de metilo (2.5a)
0  COMe

1* via - O composto 2.5a foi sintetizado por adaptagao de um procedimento que se encontra
na literatura.”” Uma solugdo do aldeido 2.3 (375 mg, 1.22 mmol) e do hidrocloreto do éster
metilico da L-cisteina 2.4a (209 mg, 1.22 mmol) em piridina (2 mL), foi agitada a temperatura
ambiente, durante 5 horas. Seguidamente a mistura reacional foi aquecida a refluxo. Apos 19
horas, evaporou-se o solvente e adicionou-se tolueno de modo a facilitar a remogao de piridina.
Purificou-se 0o composto por cromatografia em coluna [acetato de etilo/hexano = (1:3)].
Rendimento: 58%. RMN 'H (CDCls) 8 1.45 (s, 9H, (CH;);OCO), 2.39 - 2.46 (m, 1H, H-7), 2.67
-2.73 (m, 1H, H-7), 3.38 (dd, ] = 11.5 e 4.5 Hz, 1H, H-2), 3.48 (dd, ] = 11.5 ¢ 8.6 Hz, 1H, H-
2),3.78 (s, 3H, CO.CH;), 4.39 - 4.40 (m, 1H, H-6), 5.00 (sl, 1H, NH), 5.05 (dd, ] = 8.6 ¢ 4.5 Hz,
1H, H-3),5.17 (d, ] = 6.8 Hz, 1H, H-7a).

2" via — A uma solugao da tiazolidina éster de metilo 2.8a (384 mg, 0.90 mmol) em tolueno (25
mlL) foi adicionada uma quantidade catalitica de acido p-toluenosulfénico. A mistura reacional
foi aquecida a temperatura de refluxo. Apos 117 horas, o solvente foi evaporado a pressio
reduzida e o produto foi purificado por cromatografia em coluna [acetato de etilo/hexano =
(1:3)]. Rendimento: 36%. O composto foi identificado por comparagdo com o espetro de RMN

"H do composto sintetizado pela 1* via.

s (3R,65,7a5)-6-((tert-butoxicarbonil)amino)-5-

N\> oxohexahidropirrolo[2,1-b]tiazol-3-carboxilato de benzidrilo (2.5b)
O CO,CHPh,

BocHN

1 via - O composto 2.5b foi sintetizado por adaptacao de um procedimento que se encontra
na literatura.'” Uma solugdo do aldeido 2.3 (462 mg, 1.43 mmol) e do hidrocloreto do éster
benzidrilico da L-cisteina 2.4b (440 mg, 1.43 mmol) em piridina (2 mL), foi agitada a
temperatura ambiente, durante 5 horas. Seguidamente a mistura reacional foi aquecida a refluxo.
Apbs 19 horas, evaporou-se o solvente e adicionou-se tolueno de modo a facilitar a remogao de
piridina. Purificou-se o composto por cromatografia em coluna [acetato de etilo/hexano =

(1:3)]. A lavagem com Et;O conduziu a obten¢ao do produto como um sélido branco que foi
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filtrado. Rendimento: 6%. O composto foi identificado por comparagao com o espetro de RMN

"H do composto sintetizado pela 2* via.

2" via — A uma solugao da tiazolidina éster de benzidrilo 2.8b (181 mg, 0.35 mmol) em tolueno
(35 ml) foi adicionada uma quantidade catalitica de acido p-toluenosulfénico. A mistura
reacional foi aquecida a temperatura de refluxo. Apds 48 horas, o solvente foi evaporado a
pressio reduzida e o produto foi purificado por cromatografia em coluna [acetato de
etilo/hexano = (1:3)]. Adicionou-se éter de petrdleo e filtrou-se o sélido branco. Rendimento:
45%. p.f. 122.4-123.9 °C. IV (ATR) v 690, 1091, 1609, 1698, 3389 cm™; RMN 'H (CDCl3) § 1.45
(s, 9H, (CH;);0CO0O), 2.37 - 2.44 (m, 1H, H-7), 2.66 - 2.72 (m, 1H, H-7),3.36 (dd, ] = 11.5 ¢ 4.4
Hz, 1H, H-2), 3.49 (dd, ] = 11.4 ¢ 8.6 Hz, 1H, H-2), 4.37-4.41 (m, 1H, H-6), 4.97 (sl, 1H, NH),
5.14 (d, ] = 6.4 Hz, 1H, H-7a), 5.16 (dd, | = 8.7 e 4.4 Hz, 1H, H-3), 6.89 (s, 1H, CHPh,), 7.30 -
7.37 (m, 10H, ArH); RMN “C (CDCls) 8 28.31, 30.41, 36.91, 52.03, 58.69, 64.06, 65.33, 78.59,
80.41, 127.00, 127.06, 128.29, 128.68, 128.71, 139.29, 155.24, 168.66, 175.00.

H o Acido (3R,65,7a5)-6-((tert-butoxicarbonil)amino)-5-
BOCHN'Q“/\) oxohexahidropirrolo[2,1-b]tiazol-3-carboxilico (2.14)

o Uma solugao da tiazolidina acida 2.13 (2.8 g, 6.9 mmol, 1.0 equiv.) em
tolueno (138 mL) colocou-se a refluxo durante 48 horas. Apds este tempo, o solvente foi
evaporado a pressao reduzida. O residuo foi dissolvido numa pequena quantidade de
diclorometano e tratado com uma solucao de hidrogenocarbonato de sédio, deixando sob
agitacio durante alguns minutos. Extracdo com diclorometano, guardando a fase aquosa.
Tratamento com solucao de HCI (3 M), até pH 1. Extracio com acetato de etilo. Secou-se com
Na,SOs, filtrou-se e evaporou-se. Rendimento: 62%. RMN 'H (CDCl;) & 1.45 (s, 9H,
(CH;);0CO0), 2.39 - 2.46 (m, 1H, H-7), 2.67 - 2.73 (m, 1H, H-7), 3.38 (dd, | = 11.5 ¢ 4.5 Hz,
1H, H-2), 3.48 (dd, ] = 11.5 e 8.6 Hz, 1H, H-2), 4.39 - 4.40 (m, 1H, H-6), 5.00 (sl, 1H, NH),
5.06 (dd, | = 8.6 e 4.5 Hz, 1H, H-3), 5.17 (d, ] = 7.1 Hz, 1H, H-7a). EMAR (ESI): calculada
para CoHisN2OsS [M + H'] 303.1009, encontrada 303.1013.
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4.3.3. Sintese de Diazo-y-lactamas quirais

N s Hidrocloreto de (3R,65,7a5)-6-amino-5-oxohexahidropirrolo[2,1-

N\} b]tiazol-3-carboxilato de benzidrilo (2.12b)

o} CO,CHPh,

CI” HaN»

A uma solucido do éster benzidrilico da y-lactama 2.5b (138 mg,
0.30 mmol) em diclorometano (6.4 mL) adicionou-se uma solu¢ao de HCl 2 M em éter etilico
(0.74 ml,, 1.47 mmol, 5.0 equiv.). A mistura reacional ficou sob agita¢do durante 51 horas a
temperatura ambiente. Apos este tempo, o solvente foi evaporado a pressio reduzida sem
aquecimento. Adicionou-se éter etilico (10 mL) e deixou-se sob agitacio num banho de gelo
durante 1.5 horas. O produto foi isolado como um sélido apds decantagao do solvente. RMN
"H (CDsOD) & 1.46 (sl, 3H, NH3), 2.56 - 2.60 (m, 1H, H-7), 2.76 - 2.80 (m, 1H, H-7), 3.45 (dd,
J =11.6 e 4.8 Hz, 1H, H-2), 3.68 (dd, ] = 11.5 e 8.4 Hz, 1H, H-2), 4.20 - 4.23 (m, 1H, H-0),
5.20 (dd, ] = 8.4 ¢ 4.8 Hz, 1H, H-3),5.26 (dd, ] = 7.2 ¢ 1.3 Hz, 1H, H-7a), 6.92 (s, 1H, CHPhy,),
7.35-7.41 (m, 10H, ArH).

N s 4-metilbenzenosulfonato do acido (BR,65,7a8)-6-amino-5-
T ”3“"%\) oxohexahydropirrolo[2,1-]tiazol-3-carboxilico (2.15)
(e}

o O composto 2.15 foi sintetizado adaptando de um procedimento
que se encontra na literatura.” A uma solugio da y-lactama acida 2.14 (151 mg, 0.50 mmol) em
acetonitrilo (2.5 mL) adicionou-se acido p-toluenosulfénico (172 mg, 1.00 mmol, 2.0 equiv.). A
mistura reacional ficou em agitagdo durante 17 horas a temperatura ambiente. Apds este tempo,
filtrou-se o produto e lavou-se com acetonitrilo frio. O produto foi obtido como um sélido
branco. Rendimento: 66%. p.f. 204.7-205.9 °C. IV (ATR) v 685, 1010, 1160, 1492, 1709 cm;
RMN 'H (DMSO-dy) & 2.30 (s, 3H, CHj), 2.40 - 2.48 (m, 1H, H-7), 2.57 - 2.63 (m, 1H, H-7),
3.36 (dd, ] = 11.3 e 4.6 Hz, 1H, H-2), 3.55 (dd, ] = 11.3 ¢ 8.5 Hz, 1H, H-2), 4.14 (t, ] = 8.6 Hz,
1H, H-06), 4.91 (dd, ] = 8.5 ¢ 4.6 Hz, 1H, H-3), 5.18 (d, /] = 5.9 Hz, 1H, H-7a), 7.13 (d, ] = 8.0
Hz, 2H, ArH), 7.50 (d, ] = 8.2 Hz, 2H, ArH), 8.61 (sl, 3H, NHs); RMN "C (DMSO-ds) & 20.76
(CHa3), 27.18 (C-7), 36.28 (C-2), 49.73 (C-6), 58.38 (C-3), 63.64 (C-7a), 125.46 (ArCH), 128.06
(ArCH), 137.69 (ArC), 145.50 (ArC), 170.56 (C=0), 171.58 (C=0). C1sH1sN2OS: (374.43): C
44,91, H 4.85, N 7.48, S 17.13; encontrada C 44.71, H 4.66, N 7.55, S 17.48; [a]3® = - 181 (¢
0.5, MeOH).
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H 4-metilbenzenosulfonato de (3R,65,7a5)-6-amino-5-

TS0 Hatl N\} oxohexahidropirrolo[2,1-b]tiazol-3-carboxilato de benzidrilo (2.18)

° oo O composto 2.18 foi sintetizado por adaptagao de um procedimento que
se encontra na literatura.” A uma solu¢io do tosilato da y-lactama 4cida 2.15 (862 mg, 2.30
mmol) em metanol (1.0 mL) adicionou-se gota a gota uma solucao de difenildiazometano (447
mg, 2.30 mmol) em diclorometano (7.0 mL). Apés 24 horas de reacao a temperatura ambiente,
adicionou-se mais uma por¢ao de difenildiazometano (184 mg, 0.92 mmol, 0.4 equiv.) e a
mistura fica sob agitagao durante mais 20 horas. O solvente foi evaporado e o produto foi
purificado por cristalizagdo com éter etilico, tendo sido obtido como um sélido esbranquicado.
Rendimento: 95%. p.f. 127.7-129.1 °C. IV (ATR) v 689, 1033, 1158, 1216, 1535, 1729, 3559 cm’
' RMN 'H (CDCls) & 2.25 (s, 3H, CH3), 2.28 - 2.34 (m, 1H, H-7), 2.50 - 2.58 (m, 1H, H-7), 3.16
(dd, J=11.3 e 4.4 Hz, 1H, H-2), 3.27 (dd, ] = 11.3 ¢ 8.5 Hz, 1H, H-2), 4.03 (t, ] = 8.3 Hz, 1H,
H-06), 4.86 (d, ] = 6.6 Hz, 1H, H-7a), 5.03 (dd, ] = 8.2 ¢ 4.4 Hz, 1H, H-3), 6.82 (s, 1H, CHPhy,),
6.98 (d, ] = 8.0 Hz, 2H, ArH), 7.22 - 7.31 (m, 10H, ArH), 7.70 (d, ] = 8.0 Hz, 2H, ArH), 8.38
(sl, 3H, NH;); RMN “C (DMSO-d,) & 20.75, 27.21, 36.23, 49.64, 58.74, 63.89, 77.86, 125.47,
126.45, 128.03, 128.30, 128.61, 137.63, 139.84, 145.62, 168.09, 171.93. EMAR (ESI): calculada

para CyHxuN,O4S, [M + H'] 541.1462, encontrada 541.1485; [a]3® = - 124 (0.5, DCM).

T s (3R,65,7a5)-6-amino-5-oxohexahidropirrolo[2,1-b] tiazol-3-
N\e carboxilato de benzidrilo (2.19)
O CO,CHPh,
A uma solugao do tosilato do éster benzidrilico da y-lactama 2.18 (409 mg,
0.76 mmol) em diclorometano (10 mL) adicionou-se uma solugao aquosa saturada de NaHCO;
(10 mL). A mistura reacional ficou sob agitagao durante 30 minutos a 0 °C. Separou-se a fase
organica e extraiu-se a fase aquosa com diclorometano (2 X 20 mL). Secou-se a fase organica
com Na,SO,, filtrou-se e evaporou-se o solvente a pressio reduzida sem aquecimento. O
composto 2.19 foi obtido como um 6leo amarelado. Rendimento: 90%. IV (ATR) v 695, 1166,
1494, 1703, 2937, 3367 cm™; RMN 'H (CDCls) 8 1.65 (sl, 3H, NHs), 2.19 - 2.26 (m, 1H, H-7),
2.59 (ddd, ] = 14.1,9.0 e 1.8 Hz, 1H, H-7), 3.36 (dd, ] = 11.4 ¢ 4.3 Hz, 1H, H-2), 3.48 (dd, ] =
11.4 ¢ 8.5 Hz, 1H, H-2), 3.70 (dd, ] = 9.0 e 7.5 Hz, 1H, H-06), 5.13-5.17 (m, 2H, H-7a ¢ H-3),
6.90 (s, 1H, CHPhy), 7.31 - 7.36 (m, 10H, ArH); RMN "C (CDCl;) 8 32.47, 36.90, 53.08, 58.38,
64.08, 78.54, 127.01, 127.07, 128.30, 128.67, 128.71, 139.16, 139.26, 168.79, 178.55. EMAR
(ESI): calculada para CoHxNO5S [M + H'] 369.1267, encontrada 369.1273; [a]3® = - 225 (¢

0.4, DCM.
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(3R,7a85)-6-diazo-5-oxohexahidropirrolo[2,1-b]tiazol-3-carboxilato de

H
S
Nﬁ\) benzidrilo (2.20)

O CO,CHPh,
O composto 2.20 foi sintetizado adaptando um procedimento que se

encontra na literatura.” A uma solugio da amino-y-lactama 2.19 (276 mg, 0.75 mmol) em
diclorometano (20 mL) a 0 °C, adicionou-se H,O destilada (20 mL). Seguidamente, adicionou-
se uma solugao de HCIO4 1 M (1.6 mL) e, por ultimo, NaNO: (129 mg, 1.87 mmol, 2.5 equiv.).
A mistura reacional fica sob agitagao a 0 °C durante 1 hora. Separou-se a fase organica e extraiu-
se a fase aquosa com diclorometano (2 x 20 mL). As fases organicas foram lavadas com solugiao
saturada de NaCl, secou-se com Na,SO,, filtrou-se e evaporou-se o solvente a pressao reduzida
sem aquecimento. Rendimento: 95%. RMN 'H (CDCls) & 3.18 (dd, ] = 14.3 € 0.6 Hz, 1H, H-
7),3.28 (dd, ] = 11.1 e 3.4 Hz, 1H, H-2), 3.34 (dd, ] = 11.1 ¢ 7 .9 Hz, 1H, H-2), 3.18 (dd, | =
14.3 ¢ 7.3 Hz, 1H, H-7), 5.11 (d, ] = 6.8 Hz, 1H, H-7a), 5.35 (dd, ] = 7.8 ¢ 3.3 Hz, 1H, H-3),
0.89 (s, 1H, CHPh,), 7.30 - 7.35 (m, 10H, ArH).

4.4. Métodos Sintéticos referentes ao Capitulo III

4.4.1. Sintese de Espiro-y-lactamas ésteres

i (3R, 7a8)-5-0x0-3,5,7,7a-tetrahidro-2 H-espiro[pirazol-3’,6-

MeO,& N pirrolo[2,1-b]tiazol]-3,4’,5’-tricarboxilato de 3-benzidrilo e 4°,5’-
ST imetilo (3.2)

O composto 3.2 foi sintetizado por adaptacao de um procedimento desenvolvido anteriormente
no grupo de investigacio.'”® A uma solucio da diazo-y-lactama 2.20 (230 mg, 0.61 mmol) em
diclorometano seco (7 mlL) a 0 °C adicionou-se acetilenodicarboxilato de dimetilo (3.1) (0.15
mlL, 1.21 mmol, 2.0 equiv.). Ap6s 5 horas, o solvente foi evaporado sob pressao reduzida sem
aquecimento. Purificou-se o produto por cromatografia em coluna [acetato de etilo/hexano =
1:2]. O produto 3.2 foi rectistalizado com acetato de etilo/hexano e obtido como um sélido
branco. Rendimento: 34%. IV (ATR) v 698, 1071, 1168, 1209, 1398, 1562, 1737 cm'; RMN 'H
(CDCl) 8 3.19 (dd, ] = 16.9 e 12.7 Hz, 1H, H-7), 3.40 (dd, ] = 11.3 ¢ 2.2 Hz, 1H, H-2), 3.54
(dd, ] = 11.3 ¢ 6.8 Hz, 1H, H-2), 3.87 (s, 3H, CO,CHs), 3.92 (dd, ] = 16.9 ¢ 4.3 Hz, 1H, H-7),
3.96 (s, 3H, CO,CH;), 5.23 (dd, /] = 12.7 ¢ 4.3 Hz, 1H, H-7a), 5.45 (dd, ] = 6.8 ¢ 2.2 Hz, 1H, H-
3), 6.93 (s, 1H, CHPhy), 7.28 - 7.35 (m, 10H, ArH); RMN “C (CDCls) & 30.15, 32.50, 52.29,
52.92,58.54,62.23,79.33,111.99, 126.95, 127.25, 128.31, 128.40, 128.71, 138.85, 138.91, 143.72,
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144.43, 147.23, 161.51, 161.81, 167.49. EMAR (ESI): calculada para CagHaN;O-S [M + H7]
522.1329, encontrada 522.1340; [a]3° = - 56 (¢ 0.5, DCM).

NeN Y s (3R,7a5)-5-0x0-3,5,7,7a-tetrahidro-2 H-espiro[pirazol-3’,6-
MGOZCWQ pirrolo[2,1-btiazol]-3,5-dicarboxilato de 3-benzidrilo e 5'-
o CO,CHPh,

metilo (3.4)

O composto 3.4 foi sintetizado por adaptagao de um procedimento desenvolvido
anteriormente no grupo de investigacdo.'” A uma solugio da diazo-y-lactama 2.20 (114 mg,
0.30 mmol) em diclorometano seco (7 mL) a 0 °C adicionou-se propiolato de metilo (3.3) (0.05
mlL, 0.60 mmol, 2.0 equiv.). Ap6s 18 horas, o solvente foi evaporado sob pressio reduzida sem
aquecimento. Purificou-se o produto por cromatografia em coluna [acetato de etilo/hexano =
1:2]. Rendimento: 24%. RMN 'H (CDCL;) 8 3.16 (ddd, ] = 15.8, 12.6 e 1.4 Hz, 1H, H-7), 3.40
(dd, J=11.2 e 2.1 Hz, 1H, H-2),3.42 (dd, ] = 15.7 ¢ 4.2 Hz, 1H, H-7), 3.52 (dd, ] = 11.2 ¢ 6.8
Hz, 1H, H-2), 3.94 (s, 3H, CO,CH3), 5.22 (dd, ] = 12.6 ¢ 4.2 Hz, 1H, H-7a), 548 (dd, ] = 6.7 ¢
2.0 Hz, 1H, H-3), 6.68 (s, 1H, H-4’), 6.92 (s, 1H, CHPhy), 7.30 - 7.35 (m, 10H, ArH); RMN "C
(CDCls) 8 30.39,32.47,52.41, 58.79, 62.18, 79.23, 107.27, 126.94, 127.25, 128.25, 128.34, 128.65,
128.69, 139.01, 139.90, 145.13, 146.08, 147.21, 161.33, 162.07, 167.72; [@]3> = - 69 (c 0.7,

DCM).

H (3R,7a5)-5’-metil-4’-5-6’-trioxo0-3,4’,5,5’,6’,6a’,7,7a-octahidro-
o N=N S
Me-N N \> 2 H-32’ H-espiro[pirrolo[2,1- b] tiazol-6,3’-pirrolo[3,4- c] pirazol]-3-
O O  CO,CHPh,

carboxilato de benzidrilo (3.6)

O composto 3.6 foi sintetizado por adaptagao de um procedimento desenvolvido
anteriormente no grupo de investigacio.'” A uma solugio da diazo-y-lactama 2.20 (139 mg,
0.37 mmol) em diclorometano seco (7 mL) a 0 °C adicionou-se N-metilmaleimida (3.5) (65 mg,
0.59 mmol, 1.6 equiv.). Apds 5 horas, o solvente foi evaporado sob pressao reduzida sem
aquecimento. Purificou-se o produto por cromatografia em coluna [acetato de etilo/hexano =
1:3]. Rendimento: 16%. RMN 'H (CDCls) 8 2.93 (dd, ] = 14.6 € 4.4 Hz, 1H, H-7), 2.96 (s, 3H,
N-CHs), 3.27 (dd, ] = 14.6 ¢ 6.9 Hz, 1H, H-7), 3.30 (d, ] = 7.6 Hz, 1H, H-32), 3.49 (dd, | =
11.5 e 4.0 Hz, 1H, H-2), 3.61 (dd, ] = 11.5 ¢ 7.9 Hz, 1H, H-2), 5.19 (dd, ] = 7.9 ¢ 4.0 Hz, 1H,
H-3),5.42 (dd, ] = 6.9 e 4.4 Hz, 1H, H-72), 5.89 (d, ] = 7.6 Hz, 1H, H-62’), 6.91 (s, 1H, CHPh,),
7.31 - 7.38 (m, 10H, ArH); RMN "C (CDCls) 8 25.40, 31.13, 36.45, 42.79, 58.32, 63.56, 79.01,
95.08, 101.04, 126.99, 127.07, 128.42, 128.76, 138.94, 139.04, 167.82, 168.34, 168.82, 172.38.
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. H o (3R,7a95)-5’-fenil-4’-5-6’-trioxo-3,4’,5,5°,6’,6a’,7,7a-octahidro-2 H-

[e) =N

o N N \} 3a’ H-espiro|[pirrolo[2,1- b]tiazol-6,3’-pirrolo[3,4-c]pirazol]-3-
O O  CO,CHPh,

carboxilato de benzidrilo (3.8)

O composto 3.8 foi sintetizado por adaptagao de um procedimento desenvolvido
anteriormente no grupo de investigagio.'” A uma solu¢do da diazo-y-lactama 2.20 (92 mg, 0.24
mmol) em diclorometano seco (7 mL) a 0 °C adicionou-se N-fenilmaleimida (3.7) (67 mg, 0.39
mmol, 1.6 equiv.). Apés 5 horas, o solvente foi evaporado sob pressio reduzida sem
aquecimento. Purificou-se o produto por cromatografia em coluna [acetato de etilo/hexano =
1:3]. Rendimento: 31%. O composto 3.8 foi obtido como uma mistura de diastereoisémeros

(72:28).

Componente maioritatio. RMN 'H (CDCl3) 8 2.62 (dd, ] = 14.3 e 4.6 Hz, 1H, H-7),
3.20 (d, ] = 8.8 Hz, 1H, H-32’), 3.30 (dd, | = 14.3 ¢ 6.6 Hz, 1H, H-7), 3.49 (dd, ] = 11.1 ¢ 3.0
Hz, 1H, H-2), 3.64 (dd, ] = 11.1 ¢ 7.9 Hz, 1H, H-2), 5.26 (dd, ] = 7.9 ¢ 3.0 Hz, 1H, H-3), 5.29
(dd, ] = 6.6 e 4.6 Hz, 1H, H-7a), 6.24 (d, ] = 8.8 Hz, 1H, H-62’), 6.91 (s, 1H, CHPhy), 7.31 -
7.35 (m, 10H, ArH), 7.40 - 7.48 (m, 5H, N-P)).

4.4.2. Sintese de Espiro-y-lactamas acidas

Procedimento geral:

A uma solu¢do da espiro-y-lactama éster (0.25 mmol) em diclorometano (3 mL)
adicionou-se anisole (7 equiv.) e 4cido trifluoracético (25 equiv.). A mistura ficou em agitacdo a
-5 °C sob atmosfera inerte durante 4 horas. Apos esse tempo a mistura reacional foi diluida em
éter etilico frio (10 mL) e o solvente evaporado. O residuo foi dissolvido em THF (5 mL) e
adicionou-se uma solugao saturada de NaHCOs3 (15 mL). A mistura ficou sob agitacdo a 0 °C
durante 15 minutos. Adicionou-se acetato de etilo (20 mL), separou-se as fases e extraiu-se a
fase aquosa com acetato de etilo (2 X 20 mL). A fase aquosa foi tratada com uma solugao de
HCI (1 M), num banho de gelo, até pH 3, e foi extraida com acetato de etilo (3 X 20 mL). Secou-
se a fase organica com Na,SOy, filtrou-se e evaporou-se. A espiro-y-lactama acida foi cristalizada

com éter etilico/hexano.
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NN Vs Acido (3R,7a8)-5-0x0-3,5,7,7a-tetrahidro-2 H-espiro[pirazol-3’,6-
Meoﬁeof\fq pirrolo[2,1-b]tiazol]-4’,5-bis(metoxicarbonil)-3-carboxilico (3.9a)
o CO,H

O composto foi sintetizado e isolado seguindo o procedimento
geral. A partir da espiro-y-lactama éster 3.2 (118 mg, 0.23 mmol) em diclorometano seco (3 mL)
adicionou-se anisole (0.17 mI., 1.58 mmol, 7 equiv.) e TFA (0.43 mL, 5.65 mmol, 25 equiv.). A
espiro-y-lactama 4cida 3.9a foi isolado como um sélido amatelado. Rendimento: 79%. RMN 'H
(CD;0OD) & 3.30 (dd, ] = 16.5 e 12.4 Hz, 1H, H-7), 3.40 (dd, ] = 11.2 e 1.8 Hz, 1H, H-2), 3.64
(dd, ] = 11.3 ¢ 6.7 Hz, 1H, H-2), 3.87 (s, 3H, CO,CH5), 3.94 (dd, ] = 16.6 ¢ 4.3 Hz, 1H, H-7),
3.95 (s, 3H, CO.CH3), 5.32 (dd, | = 6.7 ¢ 1.9 Hz, 1H, H-3), 5.39 (dd, ] = 12.7 ¢ 4.2 Hz, 1H, H-
7a). EMAR (ESI): calculada para CisH14N3O-S [M + H'] 356.0547, encontrada 356.0541.

H Acido (3R, 7a8)-5-0x0-3,5,7,7a-tetrahidro-2 H-espiro[pirazol-3’,6-

N=N 5
Moot I pitrolo[2,1-B]tiazol]-5-(metoxicarbonil)-3-carboxilico (3.9b)
: O composto foi sintetizado e isolado seguindo o procedimento
geral. A partir da espiro-y-lactama éster 3.4 (100 mg, 0.22 mmol) em diclorometano seco (2 mL)
adicionou-se anisole (0.16 mL, 1.51 mmol, 7 equiv.) e TFA (0.41 mL, 5.38 mmol, 25 equiv.). A
espiro-y-lactama acida 3.9b foi obtida como um sélido esbranqui¢ado. Rendimento: 85%. RMN
'"H (CD;OD) 8 3.23 (dd, ] = 15.6 € 12.6 Hz, 1H, H-7), 3.39 (dd, ] = 11.3 e 1.5 Hz, 1H, H-2),
3.57 (dd, ] = 15.8 ¢ 4.0 Hz, 1H, H-7), 3.64 (dd, ] = 11.1 e 7.0 Hz, 1H, H-2), 3.93 (s, 3H,
CO.CH3), 5.31 (d, ] = 6.2 Hz, 1H, H-3), 5.35 (dd, | = 12.8 ¢ 4.0 Hz, 1H, H-7a), 6.75 (s, 1H, H-
4); RMN "C (CD;OD) 8 30.85, 33.22, 49.08, 52.78, 60.37, 107.69, 142.95, 146.95, 147.98,

163.33.

H Acido (3R,7a9)-5’-metil-4’-5-6’-trioxo-3,4’,5,5’,6’,6a’,7,7a-octahidro-
ve-N N 2 H-32’ H-espiro[pirrolo[2,1- b] tiazol-6,3’-pirrolo[3,4- c] pirazol]-3-
carboxilico (3.10a)

O composto foi sintetizado e isolado seguindo o procedimento geral. A partir da espiro-
y-lactama éster 3.6 (45 mg, 0.09 mmol) em diclorometano seco (2 mL) adicionou-se anisole
(0.07 mL, 0.64 mmol, 7 equiv.) e TFA (0.18 mL, 2.30 mmol, 25 equiv.). A espiro-y-lactama acida
3.10a foi obtida como um sélido amarelo. Rendimento: 26%. RMN 'H (CD;OD) & 2.81 - 2.85
(m, 4H, N-CH; e H-7), 3.11 (dd, ] = 14.5 ¢ 6.7 Hz, 1H, H-7), 3.41 — 3.46 (m, 2H, H-3a’ ¢ H-2),
3.56 (dd, J = 11.3 e 7.8 Hz, 1H, H-2), 497 (dd, ] = 7.6 e 4.5 Hz, 1H, H-3), 5.34 (t, ] = 5.9 Hz,
1H, H-7a), 5.83 (d, ] = 7.7 Hz, 1H, H-62’).
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o NN H s Acido (3R,7a9)-5-fenil-4’-5-6’-trioxo-3,4’,5,5%,6’,6a’,7,7a-octahidro-
Phw 2 H-32’ H-espiro[pirrolo[2,1-b]tiazol-6,3’-pirrolo[3,4-c] pirazol]-3-
70T arboxilico (3.10b)

O composto foi sintetizado e isolado seguindo o procedimento geral. A partir da espiro-
y-lactama éster 3.8 (113 mg, 0.20 mmol) em diclorometano seco (3 mlL) adicionou-se anisole
(0.16 mL, 1.43 mmol, 7 equiv.) e TFA (0.39 mL, 5.09 mmol, 25 equiv.). A espiro-y-lactama acida
3.10b foi obtida como um sélido amarelo. Rendimento: 64%. RMN '"H (CDsOD) & 2.69 (dd, |
=147 e 4.3 Hz, 1H, H-7), 3.32 — 3.37 (m, 1H, H-7), 3.44 (d, ] = 8.7 Hz, 1H, H-32’), 3.53 (dd,
J=11.0 e 3.6 Hz, 1H, H-2), 3.67 (dd, ] = 11.0 ¢ 7.8 Hz, 1H, H-2), 5.12 (dd, ] = 7.7 ¢ 3.5 Hz,
1H, H-3), 5.63 (dd, ] = 6.9 e 4.4 Hz, 1H, H-7a), 6.33 (d, ] = 8.7 Hz, 1H, H-62"), 7.43 - 7.50 (m,
5H, N-P)).
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