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RESUMO

Aminodcidos a,a-dissubstituidos pertencem a uma classe especial que tem sido considerada
promissora na producdo de estruturas mais complexas com potencial atividade biologica. Nesse
trabalho, desenvolveu-se um método para obtencdo de um precursor do tipo (£)-N-acetil-a-metil-4-
bifenilalanina em condi¢des cataliticas atrativas via reacdo de Suzuki-Miyaura. Excelentes
rendimentos foram observados em um processo catalitico sequencial de benzilagdo/acoplamento
cruzado.

Palavras-chave: aminoéacidos quaternarios, nanoparticulas de paladio, Suzuki-Miyaura

ABSTRACT

Dissubstituted a,0-amino acids belong to a special class which has been considered promising in the
production of complex scaffolds with biological potential. In this work, we developed a
methodology for the synthesis of (+)-N- acyl- a -methyl-4-biphenylalanine precursor under
attractive conditions via Suzuki-Miyaura reaction. Excellent yields were observed in a
benzylation/cross-coupling domino process.

Keywords: quaternary amino acids, palladium nanoparticles, Suzuki-Miyaura.
INTRODUCAO

Peptideos e proteinas apresentam intimeras fungdes biologicas importantes (ex: catalitica,
regulatoria e de sinalizacdo) e, desse modo, sdo considerados componentes fundamentais dos
organismos vivos (POJITKOV et al. 2000). Além disso, os aminoacidos que os compdem
também podem atuar como precursores sintéticos e biossintéticos de alcaldides e outros
metabolitos secundarios de relevancia bioldgica. Na natureza, tal complexidade estrutural e
funcional ¢ possivel devido a apenas 20 aminoacidos proteinogénicos com estereoquimica S
(ou L - aminoacidos), embora centenas de aminoacidos naturais € ndo-proteinogénicos sejam
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conhecidos. Apesar disso, hd um crescente interesse na construcao de novos peptideos e proteinas
que incorporem aminodcidos modificados em virtude da formagdo de novos padrdes estruturais,
os quais podem resultar na elucida¢ao de vias metabolicas e em interacdes diferenciadas com
ligantes. A classe dos aminoacidos O,0-dissubstituidos tem recebido consideravel atengdo nas
ultimas décadas, especialmente devido a propriedades quimicas singulares (DEGENKOLB et al.
2003) (SZEKERES et al. 2005). De um modo geral, algumas caracteristicas interessantes estao
relacionadas a maior resisténcia frente a hidrdlises quimicas e enzimaticas, bem como ao folding
controlado pela estereoquimica, o que pode ser explicado pela rigidez conformacional dos centros
quaternarios. Atualmente, diversas (potenciais) aplicacdes de aminoacidos quaternarios do sdo
conhecidas, especialmente nas industrias farmacéutica, alimenticia e agroquimica (IKUNAKA &
MARUOKA, 2010) (FENTEANY et al. 1995) (COREY & LI, 1999). Nesse ultimo caso, a
sintese do fungicida Fenamidona, desenvolvido recentemente pela Bayer Crop Science, pode ser
visualizada a partir da (S)-a-metilfenilglicina (STERNBERG et al. 2001).

Reacdes de acoplamento catalisadas por metais de transi¢do representam uma das mais
poderosas ferramentas para a formacao de ligacdes C-C dentro da quimica organica sintética
(DIEDERICH & STANG, 1998). A reacdo de Suzuki-Miyaura, a qual envolve o emprego de
haletos de arila, sais de arildiazonio ou triflatos de arila (eletrofilos) em reagdes com acidos
boronicos, tem sido estrategicamente aplicada na formagdo de ligacdes aril-aril. Ha precedentes,
esparsos, sobre o emprego de complexos de paladio com ligantes do tipo fosfina na sintese de
biarilas derivadas da L-fenilalanina, as quais levaram a formacdo de diversos compostos
biologicamente ativos (NIELSEN, 2005). Entretanto, ligantes desse tipo apresentam alto custo e
elevada toxicidade. Ainda no ambito econdmico, os acidos arilboronicos requeridos pela reacao
de Suzuki também possuem um custo que se torna elevado ao haver um aumento de escala da
reacdo e, além disso, apresentam uma rota sintética tradicional pouco atrativa, o que dificulta sua
execucdo. Com isso, uma alternativa viavel € a reacdo de borilacdo de Miyaura (MIYAURA et
al. 1995), a qual visa a obtencao de um éster bordnico que pode ser utilizado como reagente de
acoplamento na reagdo de Suzuki. As condigdes nas quais tal reagdo de borilagdo ocorre sdo
semelhantes as da reagdo de Suzuki, o que colabora para uma sintese “one-pot” de biarilas,
tornando a rota mais atrativa.

Nesse entorno, uma possivel contribuig¢do sintética para essa area envolveria a realizagdo de
estudos metodologicos para o desenvolvimento de condig¢des cataliticamente atrativas (reagdes
multiplas em um mesmo reator; rapida evolugdo estrutural) e com economia material (solventes
nao nocivos; reciclagem de metais). Nesse entorno, o emprego de condigdes cataliticas eficientes
para o acesso a novos aminoacidos quaternarios biarilados pode permitir a possibilidade de
adaptacdo de rotas sintéticas enantiosseletivas (ou enantioespecificas), com aplicagdo futura na
sintese de novos peptideos e andlogos bioativos.
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MATERIAL E METODOS

O 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPCD) e Celite (Kieselguhr) foram obtidas da Fluka.
Acetato de Etila P.A., Alcool Etilico P.A. (95%), Carbonato de Potéssio, Eter Etilico P.A.,
Hexano P.A., e Trietilamina foram obtidos da Vetec. Os outros reagentes utilizados neste
trabalho foram obtidos comercialmente da Sigma-Aldrich, exceto quando especificados de outro
modo, e utilizados sem purificagdo prévia. Todas as reacdes foram realizadas em agua
previamente destilada.

Sintese das nanoparticulas de Paladio

Em um baldo de vidro de 25 mL contendo uma quantidade variavel de solugdo aquosa 5,0
mM de Na,PdCl,, adicionou-se uma quantidade de ciclodextrina correspondente a uma razao
molar CD/Pd de 50. As dispersdes foram mantidas em condigdes ambientes por 24h para o
posterior emprego em reagoes cataliticas.

Sintese da matriz heterogénea

Para sintese do hidroxido duplo lamelar (HDL) de Cu/Al foram preparadas trés solugdes
aquosas: (1) 40 mL Cu(NOs),.3H,O (0,225 mM) e AI(NO;);.9H,O (0,075mM) — razdo molar
Cu/Al=3; (2) 40 mL NaOH (0,50 M) e NaCOs; (0,15 M); (3) 40 mL NaOH pH=8. A seguir foram
adicionadas as solugodes (1) e (2) simultaneamente a (3) de forma a haver manutencdo do pH=8
ao longo da adi¢do, sob agitacdo magnética. O gel azul formado foi entdo filtrado e seco a
temperatura ambiente.

Para preparagdo do composito de nanoparticulas de Pd suportadas em HDL foram tratados
300 mg do HDL obtido previamente com 13 mL de solu¢ao de Pdy(dba); 12,5 mM em N,N-
dimetilformamida (DMF) em baldo de vidro de 25 mL fechado a 80°C por 24 horas, sob agitacao
magnética. O gel acinzentado obtido foi filtrado a vacuo e seco a temperatura ambiente.

Reacoes de metilagao/Benzilacao/Schmidt/lodacao

As reacdes de alquilacdo foram realizadas em condig¢des classicas empregando K,CO;
como base na presenca de acetona. O rearranjo de Schmidt foi realizado na presenga do B-ceto-
éster 3 (10 mmol). Nesse caso, o acido metanossulfonico (6 mL) foi gotejado a uma solugao de 3
e DME resfriada a -30°C. Azida de sodio (13 mmol) foi, entdo, adicionada em pequenas porgdes
ao meio reacional.

Quando a evolugdo de hidrogénio cessou, a mistura foi aquecida até a temperatura
ambiente por 24h. Apds essa etapa, uma solucdo aquosa de amonia foi adicionada ao meio
reacional at¢ pH = 9. A mistura foi extraida com CH,Cl,/H,O, sendo o produto bruto purificado
via cromatografia em coluna (Hex/AcOEt, 75/25). A reacdo de iodagdo foi conduzida de acordo
com o procedimento descrito por Uziel (UZIEL, 2006).
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Reacoes de acoplamento cruzado

A uma dispersdo aquosa de PdNPs estabilizadas por - HPCD (1 mol% de Pd) foram
adicionados o beta-cetoéster iodado 2b (0,5 mmol) e a base (1,0 mmol). A mistura permaneceu
sob aquecimento e/ou agitagdo por alguns minutos e, em seguida, o acido arilboronico (0,5
mmol) foi adicionado ao meio reacional. O volume final de H2O/EtOH (2:1) foi 5 mL. A mistura
prosseguiu nestas condigdes por 24h, exceto quando mencionado de outro modo. Apds esse
tempo, o meio reacional foi diretamente extraido com AcOEt/CHCIl; e as fases organicas secas
sob Na,SO, anidro. A evaporacdo das fases organicas permitiu a obten¢ao do produto bruto, cuja
purificagdo foi realizada por cromatografia em coluna (Hex/AcOEt, 80/20). As reagdes foram
realizadas em triplicata.

Reacoes de acoplamento cruzado one-pot

Em um baldo de 10 mL foram adicionados a—metilacetoacetato de etila (0,5 mmol), o 4-
boronil-brometo de benzila (0,5 mmol), K,CO; (1,0 mmol) e acetona (10 mL). A mistura
permaneceu em refluxo brando por 8h. Apds essa etapa, foram adicionados o iodobenzeno (0,5
mmol) e o volume equivalente a 1 mol% das PANPs. A mistura permaneceu sob aquecimento
e/ou agita¢ao por 24h.

Reacio de borilacio empregando sistema catalitico semi-homogéneo

Em um baldo de 10 mL foram adicionados K,COs (0,375 mmol), o haleto de arila (0,25
mmol), as nanoparticulas de paladio preparadas previamente ¢ 2 mL de H,O/EtOH em uma
propor¢ao de 1:1. Ao modificar a metodologia, o solvente foi alterado para 2 mL de acetonitrila.
A mistura permaneceu sob agitagdo e aquecimento por 24h. Apods, o meio reacional foi
diretamente extraido com AcOEt/CHCI; e as fases organicas secas sob Na,SO, anidro.

Reacio de borilagdo empregando sistema catalitico heterogéneo

Em um baldo de 10 mL foram adicionados o haleto de arila (0,6 mmol), nanoparticulas de
paladio (0,012 mmol) suportadas em uma matriz heterogénea lamelar de Cu/Al,
bis(pinacolato)diboro (0,9 mmol) e 2 mL de acetonitrila. Apos 24h sob agitacdo e refluxo, o meio
reacional foi diretamente extraido seguindo o procedimento descrito por Ratniyom (RATNIYOM
et al. 2014).

Caracterizacio dos produtos

As andlises por Cromatografia Gasosa de Alta Resolu¢do acoplada a Espectrometria de
Massas (CGAR-EM) foram realizadas em um cromatografo Shimadzu, modelo GCMSQP2010
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Plus, equipado com wuma coluna capilar de silica fundida RTX Supelco (5%
fenilmetilpolisiloxano) com dimensdes de 30,0 m x 0,25 mm x 0,25 pm, empregando-se He
como gas carreador. Condi¢des cromatograficas: Tiyjecio = 240°C, Teona = 100°C, Tiina = 280°C,
taxa de aquecimento = 10°C/min. Os valores de areas dos produtos foram obtidos com a corre¢ao
pelos fatores de resposta (padronizacao externa). O modulo do espectrometro de massas acoplado
ao cromatografo consistiu de um analisador de massas do tipo quadrupolo, operando nas
seguintes condi¢des: Tinertace = 200°C, Tionte de ions = 200°C. Os espectros de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN 'H) foram obtidos a 400 MHz em um espectrometro VNMRS500
operando a 399.78 MHz.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Nossa estratégia inicial para a obten¢do dos precursores dos aminoacidos quaternarios

consistiu na sintese de um intermedidrio iodado, o qual foi utilizado nas reagdes de Suzuki-
Miyaura iniciais. A analise retrossintética pode ser visualizada na Figura 1.

o}

- OEt

3 (R2=Bn; R1=Me)
4 (R1,R2=H,Me)

2a:Z=H
2b: Z=1

Figura 1. Analise retrossintética.

De acordo com a metodologia usual, a preparacdo racémica do B-ceto-éster 3 foi feita em
bons rendimentos (88%) via uma seqiiéncia de metilagao/benzilagdo do acetoacetato de etila com
CHsl e brometo de benzila, respectivamente, em condicoes de refluxo (Figura 2).

1) CHal ,
M K>COs/acetona, Qg 0
Ot refluxo MOEt
2) BnBr, Bn" ~
KoCOg/acetona, 3 88%
refluxo

Figura 2. Reagoes de metilacdo e alquilacao.
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O intermediario 2 foi obtido a partir de um rearranjo de Schmidt (NaNs/CH;SOsH/DME/-
30°C, 84%), seguido de iodagdo (UZIEL, 2006), resultando no produto monoiodado (+)-N-acetil-
a-metil-4-iodofenilalanina 2b em bons rendimentos (86%), Figura 3.

(0] (e}
NaN3/ CH3SO3H o
OFEt Py — )J\NH
DME, -30°C OEt
Bn Bn
2a
I2, NalOy,
H,S0,, AcOH, 50°C
(0]
O
/U\ (@] Pd(o) )J\NH 2
NH - OEt
OEt base, H,O/ EtOH,
PhB(OH),
|
Ph
1a, 75% 2b, 72%

Figura 3. Obtenc¢do do precursor sintético (+)-1a.

A etapa seguinte, um acoplamento cruzado (reagdo de Suzuki-Miyaura) entre o
intermediario 2b e o &cido fenilboronico, foi realizada de trés principais modos:

1) emprego de Na,PdCl,, na auséncia de ligantes;
i1) emprego de um sistema catalitico comercial (Pd/ALO5);

iii) emprego de nanoparticulas de paladio (SENRA et al. 2009) (SENRA et al. 2011)
(SENRA, 2016);

Em todos os casos, empregou-se 1 mol% de Pd(II) ou Pd(0) em meio reacional
predominantemente aquoso, agua/etanol (2:1). As reacdes foram realizadas em triplicata para fins
de minimizagdo de erros aleatorios. A imagem dos meios reacionais encontra-se na Figura 4.
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Figura 4. Meios reacionais. Da esquerda para a direita: reacdo com Pd/Al,O;, reagdo com
Na,PdCl,, reacao com PdNPs.

De acordo com os rendimentos observados na Tabela 1, o emprego do sal de Pd(II), na
auséncia de ligantes, ndo foi eficiente para uma alta conversdo de 2b (entrada 1). Por outro lado, a
aplicacdo de um catalisador suportado comercial (entrada 2) permitiu a obten¢dao de uma boa
conversdao de 2b, o que mostrou-se promissor, tendo em vista a possibilidade de reciclo.
Entretanto, testes cataliticos com a fase aquosa recuperada, indicaram a lixiviacdo do metal
(rendimento aproximado de 35%)).

Nanoparticulas de paladio (PdNPs) estabilizadas por B-HPCD também foram testadas
nessas condi¢des (entrada 3). Segundo trabalhos prévios do grupo, utilizou-se uma razao de
Pd:CD = 1:50, o que permite a obtengdo de NPs com distribui¢do de tamanho mais controlado
(12). Nesse caso, uma completa conversdo de 2b foi observada apds o intervalo de tempo
considerado. Apesar disso, o sub-produto oriundo da hidrodesalogenacdao foi detectado em
quantidades moderadas (20%). Mesmo com o emprego de menores quantidades de catalisador
(entrada 4), a via competitiva que origina o sub-produto se mostrou ativa. Contudo, ¢ provavel
que o meio redutor (promovido pela presenca da HPCD) facilite a ativacao da referida via.

O espectro de RMN 'H do produto la, apOs purificagdo cromatografica, encontra-se na
Figura 5.
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Figura 5. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) de 1a.

No entanto, reacdes controle envolvendo a adicdo de iodobenzeno ao meio reacional,
indicaram a formag¢ao do produto de hidrodesalogenacao (benzeno) apenas em quantidades-trago.
Desse modo, uma estratégia alternativa foi utilizar uma condi¢@o a qual poderia permitir a reacdo
entre um intermedidrio adequadamente funcionalizado e o iodeto de arila. A utilizagdo do
brometo de benzila estrategicamente funcionalizado na posicdo 4 foi visualizada, dessa forma,

para o emprego nessas condigdes (Figura 6).

Tabela 1. Condigoes cataliticas avaliadas.

Entrada Cond’igées COHVGTSQ? Rendiment? de
cataliticas de 2b (%) 1a (%)
ro | e 48 nd
2 derﬁéi?/i ) a 73 65
3 Pdﬁif %) ‘ 100 75

! Obtida por GC-MS. ? Rendimento isolado.
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O O
O O J "Br
(HO).B

)K(U\O Et OEt
KoCOg, acetona

5 6 89%

(HO),B
Figura 6.0btencao do produto de benzilagdo 6.

A confirmag¢do da formag¢do do B-ceto-éster 6 foi realizada por TLC e GC-MS, indicando
um alto rendimento da reagdo acima. Considerando as vantagens relacionadas a processos que
envolvem a formacdo de, ao menos, 2 ligagdes carbono-carbono no mesmo meio, um processo
“one-pot” foi realizado. Nesse caso, apds o término da primeira etapa (benzila¢dao), foram
adicionados 1,0 mL da dispersdo aquosa contendo 0,5 mol% de Pd(0) e iodobenzeno (em
quantidade estequiométrica) no mesmo meio reacional.

(HO),B Pd(0)

OEt —MM OEt —_— OEt
K2CO3, acetona |
: &

6 7
| Ho)B i O
R
[0}

)LNH

OEt

91% O 1a

Figura 7. Metodologia para sintese “one-pot” 1a.

Desse modo, a sintese do intermediario 7 foi possivel em alto rendimento e seletividade,
com o emprego das PANPs. Apos o isolamento do produto 7, o qual foi submetido as condigdes
envolvidas no rearranjo de Schmidt, o produto 1a foi obtido com rendimento de 91% (Figura 7).
Essa abordagem mostrou-se vidvel por contribuir para o aumento do rendimento de la, bem
como pela diminui¢cdo no niimero de etapas. Estudos com o emprego de outros haletos de arila
em reagdes “one-pot” encontram-se em andamento.
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Ao longo do estudo da rota sintética apresentada observou-se que o brometo de benzila
funcionalizado com uma por¢ao bordnica na posi¢do 4 utilizado na primeira etapa apresenta um
custo elevado quando ha um aumento de escala. Portanto, a fim de tornar a rota mais atrativa,
iniciou-se um estudo para a obten¢do de reagentes que possam substituir tal brometo de benzila
funcionalizado. Para tal, a metodologia utilizada foi baseada na reagao desenvolvida por Miyaura
(MIYAURA et al. 1995) e estudada por Ratniyom (RATNIYOM et al. 2014), conhecida como
borilacao de Miyaura.

Inicialmente, foram utilizadas nanoparticulas de palddio livres no meio, visando a
obteng¢ao de um éster boronico (Figura 8).

o
/©/ _ P /
B\
oo, moEoR °©
75°C. 24h ©/

R=H, OCH,

Figura 8. Metodologia para a obtencao do éster boronico empregando PANPs livres.

No entanto, ndo houve uma conversao efetiva utilizando tais condi¢des reacionais (< 5%).
Realizou-se a variacdo do solvente, empregando acetonitrila ao invés de H,O/EtOH, mas nao
houve melhora significativa da conversao. Como estratégia, optou-se por testar a utilizacao das
nanoparticulas de paladio suportadas em uma matriz heterogénea de cobre e aluminio que vem
sendo estudada pelo grupo (NEVES, 2016).

o]
|
PANPs / Supone HDL B\o
Acetonltma
refluxo , 24h OZN

Figura 9. Metodologia para a obtencao do éster boronico empregando PANPs suportadas.

Esta matriz é composta por hidréxidos duplos lamelares, que sdo formados por lamelas de
hidroxidos dos metais empregados na rede, neste caso Cu e Al, e espagos interlamelares
preenchidos por anions e moléculas neutras. A superficie destes materiais apresenta carater
basico (CAVANI, 1991), o que favorece reagdes onde ¢ determinante a utilizacao de base, e neste
caso inibiu a necessidade da sua adi¢do ao meio reacional. A impregnacdo na sua superficie com
PdNPs pode ter promovido um possivel sinergismo catalitico entre as espécies de Pd e Cu
presentes no composito.

Na Figura 10, encontra-se o difratograma de raios-X do compdsito de PANPs suportados
em HDL de Cu/Al usado na catalise heterogénea da reagdo de obtengao do éster boronico.
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Figura 10. Difratograma de raios-X da matriz heterogénea de Cu e Al com PdNPs suportadas.

Desse modo, foi possivel obter o éster boronico desejado com um rendimento bruto
satisfatorio (> 70%). A caracterizagdo do produto foi feita por RMN 'H, a partir da comparagdo
dos deslocamentos quimicos ja descritos na literatura (RATNIYOM et al. 2014). Estudos para a
otimizacgdo das reagdes empregando nanoparticulas de paladio e matrizes de catalise heterogénea
encontram-se em desenvolvimento.

CONCLUSOES

A obtencdo da (£)-N-acetil-o-metil-4-bifenilalanina (la) foi possivel em bons
rendimentos via reagdes de Suzuki Miyaura catalisadas por nanoparticulas de paladio. Nesse
caso, duas abordagens diferentes foram empregadas, sendo que o método catalitico envolvendo
duas etapas seqiienciais (benzilagdo/ acoplamento cruzado) mostrou-se promissor. Além disso,
foi possivel obter o éster boronico, para utilizagdo na benzilagdo, em bons rendimentos ao
empregar uma matriz heterogénea. O trabalho encontra-se em andamento para a avaliagdo das
melhores condic¢des cataliticas, bem como para a determinagao do escopo sintético.
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