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Resumo

A industria farmacéutica tem vindo a aumentar o interesse em farmacos a base
de péptidos, dando por isso uma grande importancia a investigacdo dos mesmos. A
utilizacao de péptidos com aminoacidos naturais como farmacos tem alguns problemas
farmacolégicos. Nomeadamente, a elevada flexibilidade conformacional que pode levar
a perda de especificidade e/ou a ativacdo de processos bioldgicos ndo desejaveis, e a
baixa estabilidade metabdlica, devido as enzimas do trato gastrointestinal, pode baixar
a sua biodisponibilidade. Existe assim um especial interesse pela sintese de novos
péptidos contendo aminoacidos nao naturais que permitam a resolucdo destes
problemas.

Neste trabalho descreve-se a sintese de novos derivados de dipéptidos contendo
aminodcidos ndo naturais com elevada restricdo conformacional. Inicialmente, foram
sintetizados derivados de N-acildipéptidos com fenilalanina ou com C*?%dimetilglicina
protegidos com os grupos protetores terc-butiloxicarbonilo ou benziloxicarbonilo no
terminal amina e ésteres metilicos de B-hidroxiaminodcidos no terminal carboxilo.
Posteriormente, sintetizou-se os correspondentes derivados N-acildesidrodipéptidos
por reacdo de desidratacdo com pirocarbonato de terc-butilo, 4-dimetilaminopiridina e
N,N,N’,N’-tetrametilguanidina. Os derivados de N-acildesidrodipéptido obtidos foram
transformados nos  respetivos andlogos B-bromados, N-acil-B,B-dibromo
desidrodipéptidos ou N-acil-B-bromodesidrodipéptidos B-substituidos, por a¢do da
N-bromosuccinimida e trietilamina. Por fim, os derivados anteriores foram utilizados em
reacOes de acoplamento de Suzuki-Miyaura, reagindo com o acido fenilbordnico, na
presenca de cloreto de palddio, como catalisador, e o carbonato de césio.

De seguida, realizou-se uma sequéncia de rea¢des tendo em vista a obtencgao de
derivados de dipéptidos semelhantes aos anteriores, mas com a ordem dos aminoacidos
trocada, isto €, com B-hidroxiaminoacidos no terminal amina e a C*%-dimetilglicina no
terminal carboxilo. Obtiveram-se os derivados de N-acildipéptidos que foram sujeitos as
mesmas condicdes de desidratagdo mas ndo originaram os correspondentes
desidrodipéptidos. Seguiu-se uma estratégia de sintese alternativa realizando a
desidratacdo e bromacdo do N-acil-B-hidroxiaminodacido, tentando-se em seguida

desproteger para se acoplar com o éster metilico da C**-dimetilglicina.







Abstract

The pharmaceutical industry has had an increased interest in drugs based on
peptides, amplifying the importance of research in this area. The use as pharmacological
agents of natural amino acids in peptide drugs has some problems associated. The high
conformational flexibility can lead to loss of specificity and/or unwanted activation of
biological processes and low metabolic stability, due to the enzymes of the
gastrointestinal tract, which can lower their bioavailability. Thus, there is a special
interest in the synthesis of new peptides containing non-proteinogenic amino acids that
can circumvent these problems.

In this work, is described the synthesis of new derivatives of dipeptides
containing non-proteinogenic amino acids with high conformational restraints. Initially,
derivatives of N-acylpeptides with phenylalanine or C*?-dimethylglycine with the
protecting groups tert-butyloxycarbonyl or benzyloxycarbonyl as amine terminal
residue, and the methyl ester of a B-hydroxyamino acids as carboxyl residue were
synthesized. Subsequently, by a dehydration reaction with tert-butylpyrocarbonate,
4-dimethylaminopyridine and N,N,N',N'-tetramethylguanidine the corresponding
N-acyldehydrodipeptides  derivatives were prepared. By reaction with
N-bromosuccinimide and triethylamine, the N-acyldehydrodipeptides derivatives were
converted into the respective brominated analogues: N-acyl-B,B-dibromo
dehydrodipeptide or pB-substituted N-acyl-B-bromodehydrodipeptide. Finally, the
derivatives above were used in Suzuki-Miyaura coupling reactions with phenylboronic
acid in the presence of palladium chloride as catalyst and cesium carbonate.

Subsequently, a sequence of reactions were carried out in order to obtain
dipeptide derivatives similar to the preceding, but with the amino acids order inverted,
i.e. with the pB-brominated dehydroalanine as amine terminal residue and
c*2-dimethylglycine as carboxyl residue. However, when the N-acyldipeptide
derivatives were subject to the same dehydration conditions they failed to yield the
corresponding dehydrodipeptides. An alternative synthetic strategy was then followed.
Dehydration and bromination reactions were carried out on the methyl ester of the
N-acyl-B-hydroxyamino acid. Subsequentely, deprotection of the methyl ester of was

attempted.
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Capitulo 1. Introdugao

1.1 Péptidos terapéuticos

A Industria farmacéutica € um dos setores mais importante na industria atual,
dado que se dedica a uma vertente essencial para o bem-estar da humanidade, a saude
e é um dos poucos setores em crescimento no meio econdmico atual. Apesar disso, a
cada ano que passa, esta a lancar cada vez menos farmacos no mercado, uma vez que
existe uma necessidade de reduzir os custos associados e também porque as
autoridades reguladoras sdo cada vez mais exigentes no que diz respeito a eficdcia, a
qualidade e a segurancga dos farmacos. Por outro lado, tem-se verificado um aumento
de fdrmacos a base péptidos no total de novos fadrmacos aprovados.!

O grande interesse na investigacdo e desenvolvimento de péptidos pela industria
farmacéutica esta relacionado com o facto de os péptidos serem muito seletivos e
eficazes.? Apresentam uma elevada atividade bioldgica, assim como uma elevada
especificidade e baixa toxicidade, embora possam apresentar baixa biodisponibilidade.
Para contornar alguns dos problemas que os péptidos apresentam recorre-se a sintese
de andlogos, que consigam manter a sua atividade bioldgica e que possuam elementos
gue permitam ser mais resistentes a atividade das enzimas hidroliticas. Uma das formas
de contornar alguns dos problemas é recorrer a incorporagdao de aminoacidos nao
proteinogénicos em péptidos bioativos.>3*

Durante a ultima década, os péptidos tém tido inimeras aplicacdes nas areas da
medicina, da biotecnologia e da investigacdo. Por exemplo, na medicina utiliza-se o
Lupron™ (Acetato de leuprorrelina) da Abbott Laboratories para tratar o cancro da
prostata e o Lantus™ (Insulina glargina) da Sanofi para controlar a diabetes. Existem no
mercado mais de 60 farmacos a base de péptidos aprovados pela Food and drug
administration (FDA). Existem ainda cerca de 140 farmacos derivados de péptidos em

ensaios clinicos e mais de 500 em desenvolvimento pré-clinico.?

1.2 Aminoacidos, péptidos e proteinas

Aminoacidos sdo compostos organicos que possuem na sua estrutura um grupo
acido carboxilico (-COOH) e um grupo amina (-NH;) ligados ao mesmo atomo de
carbono. A este atomo de carbono liga-se geralmente um atomo de hidrogénio e um

grupo quimico que varia conforme o aminoacido e que se designa por cadeia lateral (R).
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Embora atualmente se conhecam inimeros aminodcidos, apenas 20 sdo codificados
pelo DNA. Os aminodcidos ligam-se entre si através de uma ligacao covalente entre o
grupo carboxilico de um aminoacido e o grupo amina de outro aminodcido, formada por
reacdo de condensacdao com eliminagdo de uma molécula de agua (Esquema 1).
Obtém-se assim uma ligacdo amida que se designa por ligacdo peptidica. Com a
formacgao de vdrias ligagdes peptidicas obtém-se péptidos, se as cadeias poliméricas
forem curtas, ou proteinas, se as cadeias poliméricas forem mais longas (com pelo

menos mais de cerca de 40 residuos de aminoacidos).

@] O @] R’
H,O
H,N H,N A HaN OH
2 OH + 2 OH 2 j)k”)\f(
' R @]

R R

Esquema 1: Formacao da ligacdo peptidica

1.3 Aminoacidos nao proteinogénicos

Os aminodcidos ndo proteinogénicos, também designados por ndo naturais, sdo
uma classe de compostos organicos muito relevantes, quer por apresentarem uma
atividade bioldgica intrinseca, quer por fazerem parte de péptidos com atividade
antiviral, anti-tumoral, anti-inflamatdéria ou imunossupressora. Pode-se alterar as
propriedades estruturais, quimicas e farmacoldgicas de péptidos e proteinas ao
introduzir-se na sua cadeia aminoacidos ndo naturais.’

Os aminoacidos ndo proteinogénicos quando introduzidos em péptidos podem
ser usados para restringir a sua liberdade conformacional e/ou para integrar novos
grupos funcionais, podendo assim modificar a sua atividade, a estabilidade e a
especificidade de ligacdo a moléculas receptoras.®’

Existem diferentes tipos de aminodcidos ndo proteinogénicos como por exemplo
os D-aminoacidos, os B-aminodacidos, as alaninas B-substituidas, as C**-dialquilglicinas,

os desidroaminodcidos e os N-alquilaminoacidos.
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1.3.1 D-Aminoacidos

Todos os aminoacidos proteinogénicos, com a excegao da glicina, tém o carbono
a quiral, o que Ihes confere atividade 6tica. Deste modo, para cada aminodcido existem
dois enantidmeros, que se convenciona designar por D e L, sendo a atribui¢cdo definida

pela posi¢ao dos substituintes em torno do carbono a (Figura 1).

coO" COO0"
*H N e H —NH,*
R R

L-Aminoacido D-Aminoacido

Figura 1: Enantidmeros D e L de a-aminodcidos

Os D-aminoacidos podem ser encontrados em alguns péptidos mas geralmente
nao se encontram nas proteinas embora existam livres na natureza. Encontram-se
principalmente nas paredes celulares de microrganismos, onde podem existir também
enzimas capazes de hidrolisar péptidos contendo D-aminoacidos. Estas enzimas
parecem estar envolvidas em processos de construcdo e modificacdo da parede da
célula bacteriana e estdao associadas a resisténcia contra os antibidticos peptidicos e
B-lactamas. Em outros casos, a sua funcdo in vivo é desconhecida.?

A gramicidina S é um exemplo de um péptido contendo um D-aminoacido na sua
estrutura. E um antibidtico contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e alguns
fungos e é isolado a partir das bactérias Gram-positivas, Bacillus brevis. A sua estrutura
é um ciclo-decapéptido que apresenta na sua estrutura a D-fenilalanina

[ciclo(Val-Orn-Leu-D-Phe-Pro);] (Figura 2).
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0 NH,
N
0 A NH HN
NH O O o)
HN

NH

O O HN
NH HN N o)
N

Figura 2: Estrutura da gramicidina S

1.3.2 B-Aminoacidos

Os B-aminoacidos possuem o grupo amina ligado ao dtomo de carbono B

(Figura 3).°
Rlll Rll O
H2N>%OH
R' R

Figura 3: Estrutura de B-aminodcidos

Sdo menos abundantes que os a-aminodacidos, mas podem ser encontrados em
alguns péptidos e noutros produtos naturais. Os B-aminodcidos fazem parte da
estrutura do taxol (Figura 4), um agente anticancerigeno. Sdo também precursores das

B-lactamas, compostos que apresentam potencialidades como antibidticos.*°

0
>~oOOH
07 °NH ©

T

W\ A

; o -

z OHO ©

OH 77
0 (0]

Figura 4: Estrutura do taxol

I,




Capitulo 1. Introdugao

1.3.3 Alaninas B-substituidas

As alaninas B-substituidas sdao aminoacidos que tém ligado ao carbono B da
alanina substituintes diferentes dos existentes nos aminoacidos proteinogénicos (Figura
5). Estes aminodacidos foram isolados a partir de fontes vegetais e bacterianas e fazem
parte de péptidos que possuem atividade antibidtica e anti-tumoral, podendo atuar

como inibidores enzimaticos.1112

NH,

Figura 5: Estrutura de alaninas B-substituidas

Algumas alaninas B-substituidas possuem uma importante atividade bioldgica
per si. E o caso da B-(pirazol-1-il)-alanina que é isolada a partir do sumo da melancia
Citrullus  vulgaris e que apresenta propriedades hipoglicémicas,’®* da
B-(1,2,4-triazol-1-il)-alanina que é conhecida como um metabolito importante do
fungicida miclobutanilo em plantas.* De referir ainda, o acido quisqudlico que é isolado
a partir da fonte vegetal Quisqualis indica e que possui uma atividade neuroexcitatéria
potente®® e a tiroxina que é um derivado da tirosina, hormona da tiroide que tem como

funcdo estimular o metabolismo nos vertebrados (Figura 6).1°

HO )

Figura 6: Estrutura da tiroxina
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Diversos sistemas enzimaticos de plantas tém vindo a ser descritos como sendo
capazes de catalisar a sintese de alaninas B-substituidas heterociclicas a partir da
O-acetilserina. Esta sintese ocorre por condensacdo da O-acetilserina com os
percursores apropriados”*® promovendo assim a formacdo da ligacdo entre o
heterodtomo do sistema heterociclico e o &tomo de carbono B.*°

Ferreira et al. obtiveram derivados de alaninas B-substituidas, por reacao de
Michael entre desidroaminodacidos N,N-dissubstituidos e varios nucledfilos, mostrando
que este tipo de derivados de desidroaminoacidos sdao bons substratos para ataque
nucleodfilo. Fizeram reagir os derivados de desidroaminodcidos N,N-dissubstituidos com
os nucledfilos em acetonitrilo na presenca de carbonato de potdssio, para originar
derivados da alanina N,N-dissubstituidos.2® Obtiveram também desidroaminoacidos
B-substituidos quando os substratos eram derivados de N-(4-toluenosulfonil),

N-(terc-butiloxicarbonil) desidroaminoacidos.?!

1.3.4 C*“-Dialquilglicinas

As C**-dialquilglicinas sdo aminoacidos ndo proteinogénicos que possuem dois
grupos alquilo (R) ligados ao 4tomo de carbono a (Figura 7). As C**-dialquilglicinas sdo
a-aminodcidos quaternarios, uma vez que o atomo de carbono em posicdo a tem quatro
substituintes diferentes do hidrogénio. As C**-dialquilglicinas podem ser simétricas

(grupos R iguais) ou assimétricas (grupos R diferentes).??

HsN
OH

R R= grupo alquilo

Figura 7: Estrutura de C**-dialquilglicinas

As C*“-dialquilglicinas sdo os principais constituintes de vdarios antibidticos
peptidicos isolados de vérias estirpes de fungos.?3

Estes aminodcidos ndo proteinogénicos tém sido usados como blocos
construtores na criacdo de novos péptidos.?*26 A presenca de um segundo grupo alquilo

no carbono a das C**-dialquilglicinas produz um impedimento estereoquimico em torno




Capitulo 1. Introdugao

do atomo de carbono central. A introducdo de C*%-dialquilglicinas em péptidos provoca
restricdes conformacionais, favorecendo assim uma determinada conformacgdo. As
C*-dialquilglicinas ndo sdo reconhecidas pelas enzimas proteoliticas, aumentando a
resisténcia dos péptidos em que estdo inseridos em relagdo a biodegradacgao
fisiologica.?’

No entanto, devido ao impedimento estereoquimico que possuem, a maioria
destes aminoacidos sdo dificeis de sintetizar e usar na sintese de péptidos por meio de
métodos convencionais. De facto, as mesmas caracteristicas estruturais que tornam
estes aminodcidos interessantes e Unicos para o desenvolvimento de novos produtos
farmacéuticos de origem péptidica, sdo também responsaveis pelo desafio associado
com a sua sintese e aplicagdao. Existe assim um interesse no desenvolvimento de
metodologias simples para a preparacdo e incorporacdo destes aminodcidos em
péptidos.?®

O acido a-aminoisobutirico (Aib) é um aminoacido nao proteinogénico
pertencente a classe das C**-dialquilglicinas possuindo dois grupos metilo no carbono
a. E o aminoacido mais pequeno desta classe de aminoacidos n3o naturais, sendo
aquiral e hidrofébico.?® O Aib encontra-se em péptidos constituintes dos canais de
transporte de membranas celulares de microrganismos. A presenca de dois grupos
metilo no atomo de carbono a restringe drasticamente o espago conformacional do Aib
e a cadeia peptidica é obrigada a ter uma conformac3o helicoidal.3°

Por volta de 1959 em alternativa aos métodos classicos de sintese de
aminodacidos, Ugi propds uma reac¢ao de condensacdo de quatro elementos, por reagao
de uma amina, um composto carbonilo, um acido carboxilico e um isocianeto.3=33 Pinto
et al. aplicaram este método para a sintese das C**-dialquilglicinas incorporadas em
pentapéptidos. Uma vez que a ligacdo amida C-terminal apresenta uma labilidade acida
invulgar, foi possivel superar os inconvenientes que impediam uma ampla aplicacao

desta reacdo na sintese de péptidos contendo C*?-dialquilglicinas.3

1.3.5 Desidroaminoacidos

Os a,B-desidroaminodcidos sdo aminoacidos, com uma ligacdo dupla entre o

carbono a e o carbono B (Figura 8).
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Os desidroaminoacidos ndo possuem a quiralidade caracteristica dos
aminodcidos naturais, obtendo-se no entanto, com exce¢ao da desidroalanina (AAla),
compostos com a possibilidade de isomerismo E/Z. O Acido desidroaminobutirico
(AAbu) é o desidroaminoacido mais simples que possui isdmeros E/Z, sendo o isémero

mais estavel 0 Z.3°

HoN
2 OH

R' R

Figura 8: Estrutura de o,B-desidroaminoacidos

Os desidroaminodcidos podem ser encontrados em varias leveduras e bactérias.
Desidroaminodcidos como a desidrovalina (AVal), a desidroleucina (ALeu), e a
desidrofenilalanina (APhe), fazem parte da constituicdo de antibidticos.3®3” O primeiro
relato sobre a existéncia de um residuo da AVal num composto natural foi na lasiodine
A, que é um tetrapéptido linear isolado a partir das folhas de lasiodiscus Marmoratus,
uma pequena planta da familia da Ramnaceae. A sua atividade bioldgica ainda
permanece desconhecida.®®

Os desidroaminoacidos ndao sao encontrados livres na natureza, uma vez que sao
bastante instaveis ou podem sofrer hidrdlise, pelo que tém sido sintetizados como
derivados de amidas, ésteres carboxilicos ou derivados N-acilados.

Os desidroaminoacidos quando inseridos em péptidos afetam a sua reatividade
guimica e conformacao. O facto da ligacao dupla do aminoacido estar conjugada com a
ligacdo peptidica faz com que o arranjo dos dtomos da ligacdo peptidica e da ligacdo
dupla forme uma estrutura planar rigida. Assim, a existéncia destes aminodcidos em
cadeias peptidicas provoca alteracdes nas propriedades quimicas e bioldgicas destes
péptidos.

Péptidos que possuem desidroaminoacidos sdao principalmente produzidos por
bactérias e fungos. Estes péptidos revelam ter vérias atividades bioldgicas, como
atividade antibidtica ou anti-tumoral.3® Estes podem ser encontrados em varias
leveduras e bactérias, contribuindo para o papel catalitico no centro ativo de algumas

enzimas, bem como numa variedade de antibiéticos peptidicos de origem bacteriana,

10
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incluindo os lantibidticos.*® Os lantibidticos sdo péptidos com 20 a 40 aminodcidos que
contém o desidroaminodcido lantionina. A nisina é um lantibiético e é o desidropéptido
mais antigo que se conhece. E produzido por bactérias Lactococcus lactis e ainda hoje é

usado como conservante em alimentos (Figura 9).*!

o)
H
N_ _O
HN
Jk 0 '«,)\
HNT ™ o HNT
o R NH _S w
Y\N e O)ﬁ»
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NH o

/S\/’/,, s o NH o
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//\NH HNT S0 WA - NT N
I H H
o

0 \\\| N
H \j/ o NH, o} 07N o |
H
" % HoN HIY N\/Q °
NH,
0 o
O

Figura 9: Estrutura da nisina

Os desidroaminoacidos tém sido um alvo importante em estudos
conformacionais.*> Podem, ainda, ser usados como substratos em reagdes de adi¢do

nucleofilica, originando novos aminodacidos nao proteinogénicos.

1.3.5.1 Sintese de desidroaminoacidos

A principal via biossintética descrita para os derivados dos desidroaminoacidos é
a B-eliminacdo usando como precursores a serina (Ser), a cisteina ou a treonina (Thr)
para se obter o desidroaminoacido correspondente, a AAla ou o AAbu.*%*3 Existem
outras vias biossintéticas possiveis, como a desidratacdao de N-hidroxiaminoacidos,

obtidos por N-hidroxilacdo de aminodcidos ou péptidos, a desidratacdo de

11
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a-hidroxiaminoacidos, obtidos por condensacdo de a-cetoacidos ou amidas, ou ainda
por oxidac3o direta de aminodacidos.*043

Pode-se efetuar a sintese quimica de desidroaminoacidos e dos seus derivados
utilizando diferentes métodos. O método de sintese mais importante é o método que
esta relacionado com a via biossintética, e que envolve reagdes de eliminagdao em
B-hidroxiaminodcidos, B-mercaptoaminodcidos e N-hidroxiaminoacidos. Contudo,
podem ser usados outros métodos, tais como a reacdo de condensacao de a-cetodcidos
com amidas ou nitrilos,** a degradacdo de Hofmann de residuos de
a,B-diaminopropionilo,** a reducdo de a-azidoacrilatos e a-azidocarboxilatos ou a

hidrdlise de oxazolinonas insaturadas.*®

1.3.5.2 Sintese de desidroaminoacidos por rea¢ao de eliminagao

O método mais simples e mais usado para a obtencdo de desidroaminoacidos é
a reacao de eliminacdo a partir de p-hidroxiaminodcidos. Este método é
frequentemente usado para a obtencdo da AAla e do AAbu, a partir da Ser e da Thr,
respetivamente.

Varios reagentes tém sido usados para a execugao de reacdes de eliminagao de
B-hidroxiaminodcidos. A trifenilfosfina em conjunto com o dietilazodicarboxilato foram
usados para desidratar os ésteres metilicos da N-acilserina e N-aciltreonina, mas os
rendimentos obtidos mostraram-se moderados e no caso dos derivados do AAbu
obteve-se uma mistura de 1/1 de isémero E e Z.* Quando o éster metilico da
N-benziloxicarbonilserina ou treonina é tratado com o carbonato de disuccinimida e
EtsN, obtém-se rendimentos em derivados da AAla e do AAbu de 90% e 70%,
respetivamente.*® No caso do AAbu a reacdo mostrou-se estereosseletiva, originando
apenas o isémero Z.

O tratamento de ésteres da N-benziloxicarbonilserina ou treonina com
dietilclorofosfato e com hidreto de sddio permitiu obter o correspondente éster
N-benziloxicarbonilo do desidroaminodcido com bons rendimentos.*® Esta reacdo
mostrou-se igualmente estereosseletiva com o derivado da

N-benziloxicarbonilo-treonina, originando apenas o isémero Z do derivado do AAbu.

12
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Goodall e Parson usaram diversos cloretos de haloacetilo com EtsN para reagir
com derivados da Ser e da Thr originando os respetivos desidroaminodcidos com
rendimentos ente 39% e 89%. Contudo a reacdo ndo se mostrou estereosseletiva para
os derivados da Thr.>®

A reacdo de eliminacdio de O-arilssulfonatos formados a partir de
B-hidroxiaminodcidos em presenca de base, tem sido usada com sucesso para a
obtencdo de desidroaminodcidos e desidropéptidos.*%** Contudo, com este método
podem ocorrer reagdes secundarias como, a formagdo de oxazolinonas por substituicdao
nucleofilica intramolecular do grupo sulfénico pelo dtomo de oxigénio de um grupo
N-acilo, a formacdo de aziridinas por ciclizacdio de derivados com os grupos
4-toluenosulfonilo (Tos) e tritilo (Trt) em presenca de bases fortes, a formacdo de
hidantoinas quando a funcdo amina estd protegida pelo grupo benziloxicarbonilo (Z) e a
substituicdo nucleofilica do grupo sulfonato.

Tém sido usados derivados de aminoacidos B-halogenados como precursores de
desidroaminodcidos. Contudo, a reacdo de eliminacdo em derivados de
B-cloroaminoacidos apenas ocorre em condicOes reacionais drasticas e envolve a
libertacdo de cloreto de hidrogénio.4043

Alguns dos métodos referidos implicam varios passos e podem necessitar de
processos de purificagdo complexos para remover os produtos secundarios, resultando
em rendimentos baixos. Para os derivados de desidroaminodcidos B-substituidos o
processo pode ainda ser complicado pela formacao de estereoisémeros.

Berkowitz e Pederson desenvolveram um método onde protegiam
simultaneamente a funcdo amina e a funcdo carboxilo dos aminoacidos com
cloroformiato de benzilo, na presenca de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) e trietilamina
(EtsN).>! A partir deste método Ferreira et al. verificaram que usando essas condi¢des
com o aminoacido Ser, este sofre eliminacdo e origina o éster benzilico da
N-benziloxicarbonilo-desidroalanina com um rendimento de 51%.>2

Ferreira et al. desenvolveram um método onde, fazendo reagir derivados de
N-acil-B-hidroxiaminoacidos com 2 equivalentes de pirocarbonato de terc-butilo (Boc,0)
em presenca de DMAP, se introduz simultaneamente o grupo terc-butiloxicarbonilo
(Boc), como segundo grupo acilante, e forma-se o carbonato de terc-butilo no carbono

B. Posteriormente o carbonato sofre eliminacdo formando o derivado do
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desidroaminoacido N,N-diacilado (Esquema 2). Estes autores fizeram reagir os ésteres
metilicos da Ser, da Thr e da B-hidroxifenilalanina [Phe(B-OH)] protegidos com os grupos
como Boc, Z, 4-nitrobenziloxicarbonilo [Z(NO>)], Tos e benzoilo (Bz) com 2 equivalentes
de Boc,0 e com DMAP como catalisador em acetonitrilo seco. Obtiveram os ésteres
metilicos dos N,N-diacildesidroaminoacidos correspondentes com excelentes
rendimentos.>>>* Esta metodologia foi também usada na preparacio de

desidrodipéptidos.

(0] I?oc (@)
H
P/N O/ Boc,O/DMAP P/N O/
CH3CN R= H, CH3Y CGH5
R OH R P= Boc, Z, Z(NO,), Tos, Bz

Esquema 2: Sintese dos derivados de N,N-diacildesidroaminoacidos (Adaptado®>%)

Esta metodologia foi também usada na preparacdo de desidrodipéptidos. Por
uma modificacdo do método inicialmente descrito, Ferreira et al. puderam obter
derivados de desidroaminodcidos monoacilados. Isto foi possivel fazendo reagir
derivados de desidroaminodcidos N-monoprotegidos com apenas 1 equivalente de
Boc,O para formar o carbonato, recorrendo ao N,N,N’,N’-tetrametilguanidina (TMG)
para induzir a eliminacdo deste e assim formar a ligacdo dupla a,B.>> Os rendimentos em

derivados de desidroaminodcido variam entre 65 e 90% (Esquema 3).

O o
H H
5N o~ Boc,OIDMAP N o
—>
™G
R OH R
. ’{
\ O ,,
Boc,O/DMAP  § H ™G
P/N o~
R o o]
\”/ R= H, CH3’ C6H5
(0] P=Boc, Z, Z(NO,), Tos

Esquema 3: Sintese dos derivados de N-acildesidroaminoéacidos (Adaptado®°)
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1.3.5.3 Halogenagao de desidroaminoacidos

Os derivados de desidroaminodcidos B-halogenados sao muito utilizados como
precursores para a sintese de novos aminoacidos.

Kolar e Olsen desenvolveram um método de cloracdo de derivados de
N-acetil-desidroalanina, tratando estes derivados com CCly e
1,4-Diazodiciclo[2,2,2]octano (Dabco) e com CCls e 1,8-Diazabiciclo[5,4,0]Jundec-7-eno
(DBU) ou com terc-butdxido de potassio. Obtiveram razdes de isomeros E/Z de
N-acetil-B-clorodesidrolanina de 2/8 e de 1/9, respetivamente.>®

Danion-Bougot et al. fizeram reagir a N-acetil-desidrofenilalanina com a
N-bromosuccinimida (NBS) para obter a imina bromada correspondente, que
posteriormente foi transformada em B-bromodesidrofenilalanina através do
tratamento com Et3N.%’

Yamada et al. realizaram um estudo onde observaram a elevada
estereosseletividade da reacdo dos isémeros E ou Z dos ésteres metilicos de
N-formil-a,-desidroaminodcidos na bromagdo com NBS para a formacgado do isémero Z
dos ésteres metilicos de B-bromo-N-formil-a,B-desidroaminodacidos.>®

Hoerner et al. preparam derivados de N-acetil-B-bromodesidroaminoacidos por
tratamento de N-acetil-desidroaminoacidos com NBS e posteriormente com EtsN. O
composto foi obtido como uma mistura de 1/1 de isdmeros E/Z. No entanto, ao usar o
grupo Bz, observou-se um aumento na estereoseletividade para o isémero Z.>°

Roff et al. obtiveram derivados de B-iodo desidroaminoacidos como misturas 1/1
de isdmeros E/Z pelo tratamento de Z-2-(N-acetilamino)but-2-enoato de metilo com
N-iodosuccinimida e posteriormente com EtsN. Sendo que, com a adicdo de 2% de acido
trifluoroacético (TFA), a seletividade para o isémero Z aumenta, passando a ter uma
mistura de 1/5 de isémeros E/Z.6°

Silva et al. obtiveram derivados de B-bromodesidroaminodacidos usando ésteres
metilicos de N,N-diacildesidroaminoacidos, por tratamento sequencial com TFA e NBS
em dois passos ou num passo sO. Obtiveram para ambos os métodos, elevados
rendimentos para derivados B-bromados da desidroalanina e do acido

desidroaminobutirico.®?
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Tabela 1: Reagbes de halogenagdo de derivados de desidroaminodcidos

Referéncia

Kolar e Olsen®

Reacgao
Cl H
a) CCly/ Dabco ’
Ac\N O ou Ac\N O
H 5 b) CCl,/ DBU H

ou

c) Terc-butoxido de potassio a) 2/8 de E/Z

b) e c) 1/9 de E/Z

Danion-Bougot et al.’

.

NBS/Et;N  Ac | o

AC\N O\ N ~
H H
0
R, _H Br R
o
58 |
Yamada et al. HJLN O _NBS Aoy 0
H H
R Br R
AC\HJ\[(O\ NBS AC\” O\
) EtsN o
1/1de E/Z
Hoerner et al.®
R Br R
Bz N O\ NBS Bz N O\
H Et,N
1/6 de E/Z
R Br
1) NBS TEA
Roff et al.®® 2 . Acy
2) EtsN u
o}
11 de E/Z 1/5 de E/Z
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1.3.5.4 Reagao de acoplamento de Suzuki-Miyaura

Suzuki e Miyaura descreveram o uso de dacidos bordnicos em reagbes de
acoplamento cruzado com haletos de carbono catalisadas por palddio, sendo que esta
reacdo ficou conhecida como a reac¢do Suzuki-Miyaura.®?

Esta reacdo foi descrita em 1981 como sendo a rea¢do entre um haleto de arilo
e um composto de organoboro. Usa-se para estas reagdes brometo ou iodetos de arilo,
acidos aril borénicos e Pd(PPhs)s como catalisador, originando compostos do tipo

bifenilo com rendimentos elevados (Esquema 4).5354

O o e O
aqg. Na,CO3
Esquema 4: Sintese de compostos bifenilo (Adaptado®364)

Acidos borénicos sdo compostos trivalentes, o boro encontra-se ligado a um
substituinte alquilo ou arilo e a dois grupos hidroxilo. Estes sdo os produtos da segunda
oxidacdo dos boranos.®> O principal percursor dos derivados de acidos bordnicos, o éster
bordnico, é sintetizado por desidratacdo do acido borénico com alcool. A reatividade e
as propriedades dos acidos bordnicos dependem da natureza dos seus substituintes,
mais especificamente, do tipo de grupo ligado ao boro. Deste modo, os acidos bordnicos
sao classificados em subtipos, como, acidos alquil-, alquenil-, alquinil- e aril bordnicos.

O uso deste tipo de rea¢des tem aumentado uma vez que usa condi¢des suaves
de reacao.

O primeiro ciclo catalitico descrito por Suzuki-Miyaura apresenta trés etapas.®364
Na primeira etapa ocorre a adigao oxidativa do haleto de arilo ao catalisador metalico,
formando o intermediario divalente [ArPd(l1)X] que sofre transmetalacdo. A base usada,
ativa o complexo de paladio ArPd(Il)XL; e forma o intermediario ArPd(Il)Ar". Inicialmente
a transmetalacdo entre o composto organometalico e a espécie de haleto de
organopaladio(ll) é dificultada devido a base nuclefilica do grupo adjacente ao dtomo de
boro. A reagdo dos acidos organobordnicos [Ar'B(OH);] com o intermediario de paladio
ArPd(I1)X apresenta dificuldades. No entanto, a formacdo de hidroxiboratos [ArB(OH)37]

em solucdo basica torna a reagdo mais facil. Em seguida, ocorre a eliminac¢do redutiva,
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obtendo-se assim o bifenilo e regenerando o metal para a valéncia zero, fazendo com

que se reinicie novamente o ciclo catalitico (Esquema 5).

Pd(ll)

N
Pd(0)L,
Ar-Ar' Ar-X

ArPA(IDAr  Ar-Pd(IXL,

B(OH),X.base Ar'B(OH),

Esquema 5: Ciclo catalitico da reacdo de acoplamento de Suzuki-Miyaura (Adaptado®)

A reacdo de Suzuki-Miyaura usa frequentemente o Pd como metal catalitico
sendo introduzido como Pd(ll), uma vez que a espécie catalitica Pd(0) é formada in situ
pela reducdo da espécie Pd(ll)L, com os redutores do tipo fosfina em presenca de agua.®’
Usa-se muito frequentemente o par Pd(OAc)2/PPhs.

Os reagentes eletrofilos mais frequentes nas reagdes de acoplamento cruzado
sdo os haletos, e a ordem de reatividade decresce desde o iodo até ao cloro. Os cloretos
de arilo mostraram-se interessantes uma vez que possuem uma alta disponibilidade e

apresentam um baixo custo, mas tém uma baixa reatividade.®®

1.3.6 N-Alquilaminodacidos

N
R™ OH
R' R= grupo alquilo

Figura 10: Estrutura de N-alquilaminodcidos

N-alquilaminodcidos existem em péptidos e proteinas de ocorréncia natural
(Figura 10). O grupo alquilo ligado a fungdo amina causa variagdes no volume e na

conformacdo dos péptidos, resultando numa reducdo da flexibilidade. Produz também
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um aumento da permeabilidade as membranas, resultante de um aumento da
lipofilicidade. A N-alquilagdo pode ainda evitar a clivagem de péptidos por enzimas
proteoliticas.®®

Os N-alquilaminoacidos fazem parte da constituicdo de alguns péptidos naturais,
tais como a ciclosporina (Figura 11), a dolastatina e a didemnina, que sdo isolados a

partir de espécies marinhas e microrganismos.”°

Figura 11: Estrutura da ciclosporina

Tém sido desenvolvidos muitos métodos de sintese de N-alquilaminoacidos.
Belsito et al. propuseram a etilacdo de diversos aminoacidos protegidos com o grupo
4-nitrofenilsulfonilo usando tetrafluoroborato de trietiloxdnio como agente alquilante e
N,N-diisopropiletilamina como base, obtendo assim derivados de N-etilaminoacidos
com bons rendimentos. Posteriormente, os mesmos autores propuseram o uso de
tetrafluoroborato de trimetiloxdnio para obter os correspondentes derivados de
N-metilados.”172

Monteiro et al. partir de derivados de N-(4-nitrofenilsulfonil)-B-hidroxiaminoacidos
por uma reacao de desidratacao, seguida de N-etilacdo (Esquema 6 - Via A) ou por uma
reagao de N-etilagdo, seguida de desidratacdo (Esquema 6 - Via B) obtiveram ésteres

metilicos de N-(4-nitrofenilsulfonilo), N-etildesidroaminodcidos.”?
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R OH R

Nosil_ O Boczo Nosil < TFA4%  Nosil 0
N - N
BOC CH,Cl,

o) DMAP

DIPEA

R OH
Et;OBF i Boc,0
3 4 Nosn\Nj;(O\ 2 Nosil
DIPEA DMAP
o
R=H, CH3 CgHs

Esquema 6: Sintese de derivados de N-etil-a,B-desidroaminoacidos (Adaptado’3)

Posteriormente, Monteiro et al. obtiveram N-etildesidroaminoacidos
B-halogenados com diferentes grupos protetores da fun¢do amina. Inicialmente
procederam a reacdao de desidratacdo de derivados de B-hidroxiaminoacidos
N-protegidos com grupos uretano, acilo e sulfonilo. Em seguida, fizeram reagir estes
derivados de N-acildesidroaminoacidos com NBS e EtsN originando assim os
correspondentes derivados da B,B-dibromodesidroalanina e de
B-bromodesidroaminoacidos B-substituidos. Em seguida procederam a reac¢do de
N-etilacdo dos derivados obtidos anteriormente, sob as condi¢des descritas acima.
Obtiveram derivados de N-etildesidroaminodacidos B-halogenados com rendimentos de

moderados a bons conforme a natureza do grupo protetor (Esquema 7).°

9
o _NBS_ o~ Et3OBF4 o o
Et3N DIPEA |
Br R

R=H, CH3 CgHs R= Br, CH; CgHs R=Br, CH3, CeHs
P=Z(NO,), Z, Boc, 2-Fur, Bz (4-OMe), Nosil, Tos

Esquema 7: Sintese de ésteres metilicos de N-acil, N-etil-B,B-dibromodesidroalanina e de

N-acil, N-etil-B-bromodesidroaminoéacidos B-substituidos (Adaptado®)

Posteriormente, foi desenvolvido um método para evitar a necessidade de
recorrer ao uso de grupos protetores fortemente eletrorretiradores para tornar o

protdo NH mais acidico. Uma vez que a questdo da racemizagdo ndo se pdem para
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desidroaminoacidos foi possivel recorrer ao uso de uma base forte como o terc-butdxido
de potdssio. Nestas condi¢cdes a reacdo foi completa para todos os derivados de
N-acil-B-halodesidroaminodcidos, e os produtos N-alquilados foram obtidos com bons
rendimentos (Esquema 8).

Este método foi igualmente aplicado para a N-etilacdo de desidroaminodcidos
nao halogenados com grupos protetores uretano e com o grupo 4-toluenosulfonilo, e
foram obtidos derivados de N-etildesidroaminoacidos com elevados rendimentos.
Alguns dos ésteres metilicos de N-etildesidroaminodcidos sofreram clivagem do éster e
foram acoplados com um éster metilico de um aminoacido, originando assim
N-etildesidrodipéptidos com bons rendimentos, permitindo demonstrar a aplicabilidade

destes compostos em sintese peptidica (Esquema 8).7*

0
N
P/ / EthBF4 P/N O/
| (CH3)3COK |
H 0 y\& X" 'R X~ 'R
_N ) X= Br; R= Br, CHa, CgHs X= Br; R= Br, CHa, CgHs
P 0 X= I; R= CgHs X= I; R= CgHs
E{SOSF
R (CN \ o)
R=H, CHy, CgHs %C‘O/r N o
R
R=H, CHy, CgHs P= Z(NO,), Z, Boc, Tos

Esquema 8: Sintese de derivados de N-etildesidroaminodacidos (Adaptado’4)

Ainda na sintese de desidroaminoacidos ndo naturais N-alquilados, Monteiro et
al. prepararam derivados N-alquilados da C**-dimetilglicina. O éster metilico da
C*2-dimetilglicina foi protegido com o grupo Boc e tratado com 2,5 equivalentes de
tetrafluoroborato de trietiloxénio e 3,5 equivalentes de terc-butdxido de potdssio. Foi
obtido o derivado da N-etil-C**-dimetilglicina com um excelente rendimento. Assim,
ésteres metilicos da C*?-dimetilglicina com outros grupos protetores da fungdo amina,
nomeadamente, o grupo Z, o grupo 4-nitrofenilsulfonilo (Nosil), o grupo Tos, o grupo Bz

e o grupo acetilo (Ac) foram preparados e sujeitos a rea¢des de N-alquilacdo com
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tetrafluoroborato de trietiloxdnio ou tetrafluoroborato de trimetiloxénio nas mesmas

condi¢des (Esquema 9).”>

@) R @)
H I
P/N o~ MezOBF, ou Et;OBF, P/N o~
(CH3)3COK

P= Boc, P=Boc, R= Et, Me;
P=Z, P=Z, R= Et, Me;
P= Nosil, P= Nosil, R= Et, Me;
P=Tos, P= Tos, R= Et, Me;
P= Bz P= Bz, R= Et, Me;
P= Ac. P=Ac, R'Et.

Esquema 9: Sintese de derivados de N-etil ou N-metil-C**-dimetilglicina (Adaptado’®)

Recentemente, Monteiro et al. prepararam dipéptidos por reacdo de
acoplamento do Aib protegido com o grupo 4-nitrofenilsulfonilo com ésteres metilicos
da Ser, da Thr e da Phe(B-OH). Os  ésteres metilicos de
N-(4-nitrofenillsulfonilo)-dipéptidos que foram sujeitos a reacdo de desidratacdo e
posteriormente a N-etilacdo (Esquema 10 - Via C). Os ésteres metilicos de N-etil,
N-(4-nitrobenzenesulfonil)-desidrodipéptidos foram obtidos com bons rendimentos. Em
alternativa foi efetuada a reacdo de N-etilagdo seguida da reacdao de desidratacdo
(Esquema 10 - Via D) sendo igualmente os derivados de desidrodipéptidos N-alquilados
obtidos com bons rendimentos. Assim, ambas as vias propostas permitem a obtencao

de desidrodipéptidos N-alquilados com rendimentos de moderado a bom.®°
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0
Nosil _ Nosil _ H
osli [o}S]]
Boczo >N O/
H
DMAP 0 R
Et;OBF, Et;OBF,
DIPEA DIPEA
0
Nosil _ H H
osl Nosil N
Boc,0O \N o/
—> |
DMAP o R

R= H, CH3Y CGH5

Esquema 10: Sintese de ésteres metilicos de N-etil, N-(4-nitrofenilsulfonil)desidrodipéptidos

(Adaptado®®)

O trabalho descrito nesta tese representa a continuacdo no desenvolvimento e

na procura de novos derivados de dipéptidos contendo aminodacidos

proteinogénicos. Para tal,

nao

recorreu-se as reacdes ja descritas, como a reacdo de

desidratacdo de B-hidroxiaminoacidos, de halogenacdo de desidroaminodcidos e o

acoplamento de Suzuki-Miyaura entre B-halodesidroaminoacidos e 4cidos

fenilbordnicos, para se obter derivados de dipéptidos com novas potencialidades.
Assim, prop0Os-se uma sequéncia de reagdes aplicadas a derivados de dipéptidos

contendo diferentes aminoacidos, como C**-dimetilglicina e B-hidroxiaminodcidos.
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2.1 Objetivos do trabalho proposto

O objetivo inicial deste trabalho foi a preparacdo de derivados de
N-acil-B,B-difenildesidrodipéptidos e de N-acil-B-metil-B-fenildesidrodipéptidos, a partir
de N-acildipéptidos com residuos de Aib e de B-hidroxiaminodcidos.

A sequéncia de reacbes proposta para a obtencdo dos compostos pretendidos
encontra-se no Esquema 11. O trabalho teria inicio com a preparacdo de derivados de
N-acildipéptidos com Aib e um B-hidroxiaminoacido. Estes compostos foram
posteriormente desidratados para obter os respetivos derivados de
N-acildesidrodipéptidos. Apds tratamento com o NBS e EtsN foram obtidos os derivados
de N-acil-B,B-dibromodesidrodipéptido e de N-acil-B-bromodesidrodipéptidos
B-substituidos. Os derivados bromados foram usados como substratos em reac¢des de

acoplamento de Suzuki-Miyaura com o acido fenilbordnico.

Boc,O
>§( o DMAR P >§( o~ NBS ><[( o~
Et3N
P=Boc, R=H P=Boc, R=H _ _

’ ’ P=Boc, R=Br
P=Boc, R= CH3 P=Boc, R= CHj P=Boc. R= CH
P=Boc, R= CgHs P=Boc, R= CgHs P=Boc. R= Ol
P=Z, R=CHj,4 P=2, R=CHj p=7 I'\"=CH3 o

CgHs5-B(OH),
Pd cat.
CeH5
P=Boc, R= CH3

P=Boc, R= CgH5

Esquema 11: Sintese de ésteres metilicos de N-acil-B,B-difenildesidrodipéptidos e de
N-acil-B-metil-B-fenildesidrodipéptidos

Uma vez que os derivados de dipéptidos que nos propusemos sintetizar
possuiam dois aminodcidos com elevadas restricbes conformacionais, o Aib e os

desidroaminoacidos ou desidroaminodcidos B-substituidos, a sintese destes derivados
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mostrava ser um grande desafio sintético. Assim decidiu-se ensaiar previamente a
metodologia a adotar com um derivado de dipéptido contendo a fenilalanina (Phe) em
vez do Aib como terminal amina e a Ser como terminal carboxilo. Deste modo, qualquer
dificuldade que posteriormente se viesse a encontrar na implementac¢ao da estratégia
proposta poderia ser atribuida a presenca do Aib, cuja restricio conformacional lhe

confere uma baixa reatividade (Esquema 12).

CeHs

H O Boc,0 H O
Boc N DMAP Boc N
\H O/—> \H T‘)J\O/
0 TMG 0
OH

NBS
Et;N

CeHs

Iz

@]
B N
0C P
(0]
o
B Br

r

Esquema 12: Sintese de Boc-Phe-AAla(,B-Br)-OMe

Como estes derivados nao apresentaram qualquer problema ao longo da sua sintese
partimos para a sintese dos compostos apresentados no Esquema 11.

Os ésteres metilicos de N-acildipéptidos foram desidratados, bromados e, por
fim, foram usados em acoplamentos de Suzuki-Miyaura conseguindo-se obter os ésteres
metilicos de  N-(terc-butiloxicarbonil)-B,B-difenildesidrodipéptido  [Boc-Aib-AAla
(B,B-Ph)-OMe] e de N-(terc-butiloxicarbonil)-B-metil-B-fenildesidrodipéptido
[Boc-Aib-AAbu(B-Ph)-OMe] pretendidos.

Em seguida, tentou-se a sequéncia de reagGes anterior mas invertendo a ordem
dos aminodcidos. Os B-hidroxiaminodcidos ficariam no terminal amina e o Aib no
terminal carboxilo. Prepararam-se os derivados de Boc-dipéptidos para se tentar obter

os respetivos derivados de Boc-desidrodipéptidos mas, possivelmente devido as
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restricGes conformacionais apresentadas pelos derivados de Boc-dipéptidos, ndo foi

possivel obter os derivados desidratados pretendidos (Esquema 13).

R OH R
o) Boc,O o)
H H
DMAP
Boc N - Boc N P
H \\)J\O ae» H (0] R=H
o) ™G o} R= CHj

Esquema 13: Tentativa de sintese de ésteres metilicos de
N-(terc-butiloxicarbonil)-desidrodipéptidos

Assim, estabeleceu-se uma sequéncia reacional alternativa para se chegar aos
derivados pretendidos (Esquema 14). Comecou-se por obter o derivado de
Boc-Ser-OMe, que posteriormente foi sujeito a desidratacdo para dar o derivado de
Boc-AAla-OMe. Este foi feito reagir com NBS e EtsN para dar Boc-AAla(B,B-Br)-OMe. De
seguida tentou-se desproteger o éster metilico para se acoplar com o éster metilico do

Aib. Para se obter o derivado de Boc-AAla(B,B-Br)-Aib-OMe pretendido.

OH Br Br
Boc,O
BOC\ O\ DMAP BOC\ O\ NBS BOC\ O\
o TMG o EtsN o
NaOH
Dioxano
Br Br
Boc;\N OH
H
(0]

Esquema 14: Tentativa de sintese de Boc-AAla(j3,3-Br)-OH

2.2 Sintese de Boc-L-Phe-AAla(B,B-Br)-OMe

2.2.1 Sintese de Boc-L-Phe-L-Ser-OMe

Inicialmente preparou-se o dipéptido N-protegido, fazendo-se reagir a

N-(terc-butiloxicarbonil)-fenilalanina (Boc-L-Phe-OH) com o éster metilico da serina
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(H-L-Ser-OMe), na presenca de N,N'-diisopropilcarbodiimida (DIC),
1-hidroxibenzotriazole (HOBt) e EtsN, originando o derivado de Boc-L-Phe-L-Ser-OMe

com um rendimento de 99% (Esquema 15).

OH

HOBY DIC
LOIHHN EtsN \i/OY o<
CH4CN u S

1a, 99%

ZT

Iz

Esquema 15: Sintese de Boc-L-Phe-L-Ser-OMe

O composto foi caracterizado recorrendo a técnica espetroscépica de RMN de *H
e provou estar de acordo com resultados previamente descritos.”® Pela analise do
espetro do composto confirmou-se a formacao do dipéptido 1a uma vez que é evidente
o sinal dos protdes BCH; (multipleto, 6 3,05-3,15 ppm) e aCH (quarteto, 6 4,59 ppm) do
aminodcido Ser e o sinal dos protdes do grupo protetor Boc (singleto, 6 1,42 ppm). Os

restantes sinais apresentam-se de acordo com o esperado (Tabela 2).

2.2.2 Sintese de Boc-L-Phe-AAla-OMe

Em seguida procedeu-se a desidratacdo do dipéptido. Fez-se reagir o composto
1a com Boc;0 usando 0,1 equivalentes de DMAP, como catalisador, em acetonitrilo
seco, adicionando-se posteriormente o TMG. Obteve-se o composto de 2a com um

rendimento de 78% (Esquema 16).

o OH
H Boc,O/ DMAP
\’/OWN N SN T™MG \1/ T
0 H 0 CH3CN (seco)
1a

2a, 78%
Esquema 16: Sintese de Boc-L-Phe-AAla-OMe

O composto foi caracterizado recorrendo a técnicas espetroscépicas (RMN de H

e de 13C). Pela anélise do espetro de RMN de 'H observou-se a formacao da ligacdo dupla
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entre o carbono a e o carbono 8, uma vez que o composto 2a apresenta dois singletos
para os protdes BCH; (6 5,90 e 6,60 ppm) da desidroalanina. Os restantes sinais
apresentam-se de acordo com o esperado (Tabela 2). Os espetros de RMN de 3C
associado as técnicas bidimensionais HSQC e HMBC permitiram fazer a atribui¢cao dos

sinais a todos os atomos de carbono.

2.2.3 Sintese de Boc-L-Phe-AAla(B,B-Br)-OMe

Derivados de desidroaminodcidos B-halogenados tém sido sintetizado por
reacao de desidroaminodcidos N-monoprotegidos com N-halosuccinimida. Assim, o
Boc-L-Phe-AAla(B,B-Br)-OMe (3a) foi obtido fazendo reagir o éster metilico de
Boc-L-Phe-AAla-OMe com 2,4 equivalentes de NBS e com EtsN. Conseguiu-se obter o

composto 3a com um rendimento de 70% (Esquema 17).

o)
\{/o N JH(O NBS/ Et;N \N/ X{
N
T H CH,CI \ﬂ/
0 0 2v12
2a

Esquema 17: Sintese de Boc-L-Phe-AAla(B,B-Br)-OMe

O composto 3a foi caracterizado por RMN de *H e de 13C. Pela andlise do espetro
de RMN de *H é possivel verificar a auséncia dos sinais caracteristicos dos protdes BCH>
confirmando que ocorreu a introducao de 2 atomos de bromo no carbono 3. Observa-se

ainda que os restantes sinais apresentam-se de acordo com o esperado (Tabela 2,

Anexo 2). A atribui¢do dos sinais de todos os atomos de carbono no espectro de

RMN de 13C foi possivel associando as técnicas bidimensionais HSQC e HMBC.
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Tabela 2: Rendimentos obtidos na sintese de ésteres metilicos de

N-(terc-butiloxicarbonil)-dipéptidos e os seus desvios quimicos

Composto Boc-L-Phe-L-Ser-OMe  Boc-L-Phe-AAla-OMe  Boc-L-Phe-AAla(B,B-Br)-OMe
1a 2a 3a
ot X J:(Ho o i Jg(o\ oK OBrﬁo
Estrutura \k\ﬂ/\%o\ \i/\gf%o \’/\g/\%o\
Rencj(L/r:q)ento 99 78 70
Boc 1,42 (s) 1,40 (s) 1,43 (s)
yPh-Phe 7,21-7,32 (m) 7,18-7,30 (m) 7,21-7,36 (m)
= BCH2-Phe 3,05-3,15 (m) 2,97-3,07 (m) 3,07-3,17 (m)
% aCH-Phe 4,59 (q) 4,95-5,06 (m) 4,44 (d)
é OCH; 3,77 (s) 3,88 (s) 3,87 (s)
'§ aCH 4,32 (q)
8 BCH. 3,83-3,91 (m) 5,90 (s) e 6,60 (s)
NH-Phe 5,01 (s largo) 5,09 (s) 4,89 (s)
NH 6,78 (d) 8,75 (s) 8,05 (s)

2.3 Sintese de Boc-Aib-AAla(B,B-Ph)-OMe e Boc-Aib-Z-AAbu(B-Ph)-OMe

2.3.1 Sintese de ésteres metilicos de N-acildipéptidos

Preparam-se os ésteres metilicos de dipéptidos N-protegidos fazendo reagir a

N-(terc-butiloxicarbonil)-C*%-dimetilglicina (Boc-Aib-OH) com os ésteres metilicos de

L-Ser, L-Thr ou D,L-Phe(B-OH), ou a N-benziloxicarbonilo-C*%-dimetilglicina (Z-Aib-OH)

com o éster metilico de L-Thr. As reacoes foram efetuadas na presenca de DIC, HOBt e

EtsN, originando derivados de N-acildipéptidos com rendimentos entre 80% e 98%

(Esquema 18, Tabela 3).
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(0] O 0
H HOBt/ DIC H
N CIH.HoN
- %OH + 2 O/ EtsN P/N\{)kN O\
CH4CN Ho 5

R OH

P=Boc, Z R=H, CHj,C¢Hs P=Boc, R=H, 1b, 98%
P=Boc, R=CHj 1c, 97%
P=Boc, R=CgHs, 1d, 80%
P=Z, R=CHj, 1e, 81%

Esquema 18: Sintese de ésteres metilicos de N-acildipéptidos
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Tabela 3: Rendimentos obtidos na sintese de ésteres metilicos de N-acildipéptidos

Nome Composto Rendimento (%)

OH
o)
Boc-Aib-L-Ser-OMe H
. Lo N/mwﬂrm\ o8
o)

o~

OH
(0]
Boc-Aib-L-Thr-OMe H
o) N o)
e T *uj/w 7
0 0
86H5 OH
Boc-Aib-D,L-Phe(B-OH)-OMe H
h o AL o 50
(0] O

OH
Z-Aib-L-Thr-OMe @\/O f i . a1
te b % h
(o] (o]

Os compostos 1b, 1c e 1d foram caracterizados por RMN de 'H e de 3C. O

composto 1e foi caracterizado recorrendo a técnica espetroscdpica de RMN de H e
provou estar de acordo com resultados previamente descritos.”” Pela analise do espetro
de RMN de 'H obtido confirmou-se a formacdo do dipéptido 1b uma vez que sdo
evidentes os sinais para os protdes BCH; (multipleto, & 3,80-3,87 ppm) e aCH
(multipleto, 6 4,10-4,17 ppm) do aminoacido Ser e dos protdes do grupo Boc (singleto,
6 1,42 ppm) (Tabela 4, Figura 12). Confirmou-se também a formacao do dipéptido 1c e
le pela presenca dos sinais dos protdes yCHs (dupleto, 6 1,24 e 1,38 ppm,
respetivamente) do aminoacido Thr e dos protdes do grupo protetor Boc (singleto, &
1,48 ppm) para 1c e dos protdes aromaticos do grupo protetor Z (multipleto, 6 7,27-7,37
ppm) para le, e a formacdo do dipéptido 1d pelo sinal dos protdes aromaticos da
Phe(B-OH) (multipleto, 6 7,27-7,39 ppm) e dos protdes do grupo protetor Boc (singleto,
6 1,45 ppm). Os restantes sinais apresentam-se de acordo com o esperado (Tabela 4).
Os espetros de RMN de 3C associado as técnicas bidimensionais HSQC e HMBC

permitiram fazer a atribuicdo dos sinais a todos os dtomos de carbono.
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Tabela 4: Desvios quimicos observados para ésteres metilicos de N-acildipéptidos

Boc-Aib-L-Ser-OMe  Boc-Aib-L-Thr-OMe ~ CoCAID-DL-Phe Z-Aib-L-Thr-OMe
Composto (B-OH)-OMe
1b 1c le
id
Estrutura o A HJ;(O\ o KX \/q;o o K gﬁHs];c;o o A \/[;Ho
ﬂ/ﬁor% T %T% > %T%”o\ T%”c\
Boc 1,42 (s) 1,48 (s) 1,45 (s)
Z 7,27-7,37 (m) e 5,22 (s)
Aib 1,50 (s) 1,53 (s) 1,42 (s) 1,54 (s)
S
S OCHs 3,79 (s) 3,75 (s) 3,64 (s) 3,76 (s)
.g aCH 4,10-4,17 (m) 4,57 (dd) 4,90 (s largo) 4,57 (dd)
3 | BCH/CH: 3,80-3,87 (m) 4,22-4,25 (m) 5,00 (s largo) 4,25 (dd)
.8
2 yCH3 1,24 (d) 1,38 (d)
o
vPh 7,27-7,39 (m)
NH-Aib 5,08 (s) 5,08 (s) 5,08 (s) 5,43 (s)
NH 7,07 (d) 7,05 (d) 7,11 (d) 6,91 (d)
| Y W SN S
| N | NI - g’(“
(o] N N O\
aCH BCH; YT o I
I |
1 'Il
|ﬁ ﬂ " h]
eSS o o Boc
'I q:: 1I|'- ﬂ\:ﬂ\ 4 ll II == II
| OCHs
Aib || |
NH-Ser NH-Aib I tl
< Tf A
M | I

Y

Tﬁf

Figura 12: Espetro de RMN de 'H, 400 MHz em CDCls, do composto 1b
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2.3.2 Sintese de ésteres metilicos de N-acildesidrodipéptidos

Em seguida procedeu-se a desidratacao dos dipéptidos 1b — 1e. Fez-se reagir os
compostos 1b —1e com o Boc;0 usando 0,1 equivalentes de DMAP como catalisador em
acetonitrilo seco com posterior adigao de TMG. Obteve-se os compostos 2b — 2e com

rendimentos entre 69% e 89% (Esquema 19, Tabela 5).

R OH
H ) Boc,O/ DMAP
o N N O TMG
H CH3CN (seco)
P=Boc, R=H, 1b P=Boc, R=H, 2b, 89%
P=Boc, R=CHj3 1c P=Boc, R=CH3 2c, 88%
P=Boc, R=CgHs 1d P=Boc, R=CgHs, 2d, 85%
P=Z, R=CHj 1e P=Z, R=CH; 2e, 69%

Esquema 19: Sintese de ésteres metilicos de N-acildesidrodipéptidos

Tabela 5: Rendimentos obtidos na sintese de ésteres metilicos de N-acildesidrodipéptidos

Nome Composto Rendimento (%)

(0]
Al ) H
Boc-Aib-AAla-OMe ~L° N\)J\N O 89
2b g N
O O

(@]
Boc-Aib-AAbu-OMe H )k |
2 \/OY N N %(O\ 38
H
(0] (@]

CeHs

Boc-Aib-APhe-OM H
oc-Aib e-OMe Lo H )L o g5

2d /\n/\ ~

0

(¢}
oo 1 i 1)
Z-Aib-AAbu-OM
! ZeuO € O\H/N\N)J\N o0l 69
H
(o] (o]

Os compostos 2b, 2c e 2d foram caracterizados por RMN de 'H e de 13C. O
composto 2e foi caracterizado recorrendo a técnica espetroscopica de RMN de 'H e
provou estar de acordo com resultados previamente descritos.”’ Pela andlise do espetro
de RMN de 'H observou-se a formac3o da ligacdo dupla entre o carbono a e o carbono
B. Assim, o composto 2b apresenta um dupleto e um singleto para os protdes BCH, (6

5,89 e 6,60 ppm, respetivamente) (Tabela 6, Figura 13). A formac3o da ligacdo dupla
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entre o carbono a e o carbono B, torna os dois protdes do carbono B ndo equivalente, e
assim estes apresentam dois sinais com diferentes desvios quimicos. Ja o fato de um dos
dois sinais dos protdes do BCH; ser um dupleto, tanto para o composto 2b como ja tinha
sido observado para o composto 2a, deve-se a um dos protdes do BCH; estar a acoplar
a longa distancia com o protdo da ligacdo amida, tal como ja tinha sido descrito na
literatura.”® Os compostos 2c e 2e apresentam um quarteto correspondente ao protdo
BCH (6 6,79 e 6,81 ppm, respetivamente) enquanto que o composto 2d apresenta um
singleto correspondente ao protdo BCH (& 7,53 ppm). Os restantes sinais apresentam-se
de acordo com o esperado (Tabela 6). Os espetros de RMN de 3C associado as técnicas
bidimensionais HSQC e HMBC permitiram fazer a atribui¢do dos sinais a todos os atomos

de carbono.

Tabela 6: Desvios quimicos observados para ésteres metilicos de N-acildesidrodipéptidos

Composto Boc-Aib-AAla-OMe Boc-Aib-AAbu-OMe Boc-Aib-APhe-OMe Z-Aib-AAbu-OMe
2b 2c 2d 2e
Estrutura \i/orm%u%o\ \{/OTH%NE\Q/O\ %OTH%QJTO\ QOTN%P\KO\
Boc 1,43 (s) 1,45 (s) 1,47 (s)
Z 7,27-7,36 (m) e 5,10 (s)
o Aib 1,51 (s) 1,55 (s) 1,56 (s) 1,54 (s)
% Bcit'/ 5,89 (d) e 6,60 (s) 6,79 (q) 7,53 (s) 6,31 (q)
% OCHs 3,83 (s) 3,75 (s) 3,83 (s) 3,76 (s)
~§ yCHs 1,79 (d) 1,60 (d)
8| yph 7,30-7,54 (m)
NH-Aib 4,92 (s) 4,94 (s) 4,97 (s) 5,27 (s)
NH 8,67 (s) 7,86 (s) 8,20 (s) 7,70 (s)
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L0
(o] N (o]
\,/ \ﬂ/ \’)J\NJJ\H/ ~
0 "o OCH;

Aib |f

BCH

NH-AAla ‘ | NH-Aib

[ 1

; SN, T S S 2

BCH

4.0

Figura 13: Espetro de RMN de H, 400 MHz em CDCls, do composto 2b

2.3.3 Sintese de derivados B-bromados

Tém sido sintetizados derivados de desidroaminoacidos B-halogenados por
reacao de desidroaminoacidos N-monoprotegidos com N-halosuccinimidas para
originar a imina halogenada correspondente, que é convertida em derivados de
B-halodesidroaminoacidos por adi¢do de base (EtsN).>® Em alguns dos casos, obtém-se

uma mistura de isémeros E e Z, que podem ser separados por cromatografia em coluna.

o R Br_ _R
H | o
_N o} H |
P N ™ NBS/EtN N N 0
R .
H
o CH,Cl, o
P=Boc, R=H, 2b P=Boc,R=Br, 3b, 43%
P=Boc, R=CHj 2¢ P=Boc, R=CH; 3c, 44%
P=Boc, R=CgHs, 2d P=Boc, R=CgHs, 3d, 22%
P=Z, R=CHj; 2e P=Z, R=CH3 3e, 70%

Esquema 20: Sintese de ésteres metilicos B-bromados de N-acildesidrodipéptidos
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O Boc-Aib-AAla(B,B-Br)-OMe 3b foi obtido fazendo reagir o Boc-Aib-AAla-OMe
2b com 2,4 equivalentes de NBS e com EtsN, obtendo-se um rendimento de 43%. Os
restantes derivados de N-acil-B-bromodesidrodipéptidos B-substituidos (3c — 3e) foram
obtidos de forma igual mas fazendo reagir o respetivo éster metilico de
N-acildesidrodipéptido com 1,2 equivalentes de N-bromosuccinimida e EtsN,
obtendo-se rendimentos de 44%, 22% e 70% para 3c, 3d e 3e, respetivamente (Erro! A
origem da referéncia ndo foi encontrada., Tabela 7). Os rendimentos apresentados
mostram ser mais baixos relativamente as restantes reagdes, pois estes compostos
foram purificados por cromatografia em coluna, e em alguns casos apenas se conseguiu
isolar o isdmero em maior proporgao. Os compostos 3c e 3e apresentavam-se, antes da
cromatografia em coluna, com uma mistura de isémeros E/Z com uma razdo de 1/3,4
para o composto 3c e de 1/1,7 para o composto 3e. No caso do composto 3d apenas se
obteve o isémero Z. Nos compostos 3c e 3e conseguiu-se isolar o isémero Z apds
cromatografia em coluna. Atendendo a que, as rea¢des de bromacdo com APhe, ja sdo
conhecidas por apresentarem uma maior percentagem de formacdo do isémero Z,7°
podemos considerar que a diastereosseletividade completa observada se deve as
restricdes conformacionais adicionais imposta pelo aminodcido Aib e APhe(B-Br). No
caso dos derivados do AAbu, a bromagao em condigOes reacionais equivalentes origina
uma mistura de isémeros E/Z com uma razdo de 1/1.5% Assim as restricdes
conformacionais impostas pelo aminoacido Aib no caso dos dipéptidos com AAbu

também favorecem a formacao do isémero Z.

Tabela 7: Rendimentos obtidos na sintese de ésteres metilicos B-bromados de
N-acildesidrodipéptidos

Nome Composto Rendimento (%)

Br Br
Boc-Aib-AAla(f3,B-Br)-OMe
b \H\ o 89

Boc-Aib-APhe(B-Br)-OMe I /:
2d \~/ \{)L 85
Z-Aib-AAb:LB-Br)-OMe @\/ \’)J\ X( - 69

Boc-Aib-AAbu(f3-Br)-OMe

2 88

Vi
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Os compostos foram caracterizados recorrendo a técnicas espetroscopicas
habituais (RMN de 'H e de 3C). Pela anélise do espetro de RMN de H do composto 3b,
que é derivado do AAla, foi possivel verificar a auséncia dos sinais caracteristicos dos
protdes BCH, confirmando que ocorreu a introduc¢do de 2 &tomos de bromo no carbono
B. (Figura 14). Os compostos 3c e 3e que sdo derivados do AAbu apresentam os sinais
esperados para os protdes yCH3 que passam de dupletos a singletos (singleto, 6 2,53
ppm, 3c) e (singleto, & 2,54 ppm, 3e), o que prova a substituicdo do hidrogénio do
carbono B por bromo (Anexo 3, Figura 15). O composto 3d que é um derivado da APhe
apresenta os sinais esperados para os protdes yPh (multipleto, 6 7,32-7,37 ppm) e a
auséncia do sinal para o protdo BCH (Anexo 4). Os restantes sinais apresentam-se de
acordo com o esperado (Tabela 8).

No caso dos derivados de N-acil-B-bromodesidrodipéptidos B-substituidos, apds
cromatografia em coluna, apenas se isolou o isémero em maior propor¢do. A sua
estereoquimica foi determinada por NOE, irradiando o protdo NH do AAbu(B-Br) para
os compostos 3c e 3e e 0 protdo NH e os protdes OCHs do APhe(B-Br) para o composto
3d. Nao foi observado qualquer efeito nos protdes B-metil e B-fenil, respetivamente
quando foi irradiado o protdao NH (Figura 16). No caso do composto 3d em que foram
irradiados os protdes OCH3 observou-se um efeito NOE nos protées aromaticos da
APhe(B-Br). Assim, pode concluir-se que o isémero maioritario obtido para os
compostos 3c e 3e e o0 obtido em exclusivo para o composto 3d foi o isomero Z. Tal seria
de esperar para o composto 3d, uma vez que ja se observou a tendéncia para a obtencao
em maior propor¢ao do isdmero Z para outros derivados bromados da APhe ja
sintetizados e descritos na literatura.”® J& para os derivados bromados do AAbu os
resultados ja descritos mostram uma proporc¢do de 1/1 dos isdmeros E e Z.%* Mas neste
caso, obteve-se o isdbmero Z em maior proporcdo possivelmente devido as restricGes

conformacionais impostas pelo aminoacido Aib.
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Tabela 8: Desvios quimicos observados para ésteres metilicos B-bromados de
N-acildesidrodipéptidos

Boc-Aib-AAla Boc-Aib-Z-AAbu Boc-Aib-Z-APhe Z-Aib-Z-AAbu
Composto (B,B-Br)-OMe (B-Br)-OMe (B-Br)-OMe (B-Br)-OMe
3b 3c 3d 3e
OBr Br OBr Br B
[¢] [o}
Estrutura \FTH\{)LQ;(O\ \kown%uji(o\ \PYH \PL” [ o @VOTN%Q;(O\
0 0 0 0 ) L ° ©
Boc 1,46 (s) 1,46 (s) 1,57 (s)
Z 7,31-7,35 (m) e 5,11 (d)
g Aib 1,51 (s) 1,52 (s) 1,60 (s) 1,56 (s)
8 | OCHs 3,87 (s) 3,80 (s) 3,52 (s) 3,78 (s)
€
3 | vCHs 2,53 (s) 2,54 (s)
o
Z | vPh 7,32-7,37 (m)
S [Nm-
Aib 4,87 (s) 4,88 (s) 4,86 (s) 5,33 (s)
NH 8,95 (s) 8,59 (s) 8,74 (s) 8,16 (s)

9,086
8,051
4,815

Br. Br I
Wl Boc
#/OYN\{)J\HX(O\
© © OCH;
Aib
|
AAla(B,B-Br) NH-Aib -
— S .
N L L) l.
I e

Figura 14: Espetro de RMN de *H, 400 MHz em CDCls, do composto 3b
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Figura 15: Espetro de RMN de H, 400 MHz em CDCls, do composto 3e

Aib
|
NH-&ﬂbu(B—Br) NH-Aib OCH;3 ‘I‘CH3 }
M N i L
.
Ar-H CHa-Z
Br.
o
@\/oTH%NI[(O\
. o "o ]

Figura 16: Espetro de NOE com irradiagcdo no sinal do protdo NH do AAbu(f-Br), do composto 3e
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2.3.4 Sintese de Boc-Aib-AAla(B,B-Ph)-OMe e Boc-Aib-Z-AAbu(B-Ph)-OMe

Pretendeu-se demonstrar a aplicabilidade de Boc-Aib-AAla(B,B-Br)-OMe,
Boc-Aib-Z-AAbu(B-Br)-OMe e Boc-Aib-Z-APhe(B-Br)-OMe como substratos para
acoplamento de Suzuki-Miyaura. Para tal fez-se reagir os compostos 3b-3d com o acido
fenilborénico usando o cloreto de paladio [PdCl,dppf'CH,Cl; (1:1)] como catalisador e o

carbonato de césio (Esquema 21).

o Br R CeHs R
0
o N | 0 H
—>
H
Pd cat.

R=Br, 3b R=CgHs, 4b, 47% e 74%
R=CHj3 3c R=CHj3 4c, 72%
R=C6H5’ 3d

Esquema 21: Sintese de ésteres metilicos de desidrodipéptidos B,B-dissubstituidos por reacao
de Suzuki-Miyaura

Tabela 9: Rendimentos obtidos na sintese de ésteres metilicos de desidrodipéptidos
B,B-dissubstituidos por reacdo de Suzuki-Miyaura

Composto de

Nome Composto partida Rendimento (%)
Boc-Aib-AAla
CaHs CeHs (B,B-Br)-OMe 47
Boc-Aib-AAla(B,B-Ph)-OMe \{A L( 3b
4b Boc-Aib-Z-APhe
\i/ \n/ (B-Br)-OMe 74
3d
C6H5

Boc-Aib-Z-AAbu
(B-Br)-OMe 72
3c

Boc-Aib-AAbu(B-Ph)-OMe
4c

As reacdes de acoplamento permitiram obter o Boc-Aib-AAla(B,B-Ph)-OMe
(composto 4b) e o Boc-Aib-Z-AAbu(B-Ph)-OMe (composto 4c), com rendimentos de 47%
e 74% para o composto 4b a partir dos compostos 3b e 3d, respetivamente e de 72%
para o 4c (Tabela 9).

O composto 4b foi obtido a partir do Boc-Aib-AAla(B,3-Br)-OMe 3b e a partir do
Boc-Aib-APhe(B-Br)-OMe 3d. Para se obter o composto 4b a partir do 3b foi necessario
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o uso de 3,0 equivalentes do acido fenilbordnico e de 2,8 equivalentes de carbonato de
césio, para ocorrer a substituicdo dos dois bromos existentes no aminodcido
desidroalanina. Para se obter o composto 4b a partir do 3d apenas foi necessdrio o uso
de 1,5 equivalentes do acido fenilbordnico e de 1,4 equivalentes de carbonato de césio,
uma vez que apenas ocorre a substituicdo de um bromo existente no aminoacido
desidrofenilalanina. Apesar de se observar um maior rendimento na sintese do
composto 4b quando este foi obtido a partir do composto 3d (74%, Tabela 10, Figura
17), verifica-se que, depois de determinados os rendimentos globais do processo, as
duas vias sintéticas sdo equivalentes uma vez que apresentam rendimentos globais

semelhantes, 17 e 11% a partir de 1b e 1d, respetivamente (Anexo 1).

Tabela 10: Desvios quimicos observados para ésteres metilicos de desidrodipéptidos
B,B-dissubstituidos por reacdo de Suzuki-Miyaura

Composto Boc-Aib- AAIa(B B-Ph)-OMe Boc-Alb-Z-AAbu(B Ph)-OMe
C6H5 C6H5 CsHs
Estrutura
Yoy oyt o
Boc 1,28 (s) 1,49 (s
€ Aib 1,37 (s) 1,58 (s)
s
o OCHs 3,80 (s) 3,43 (s)
(8]
g yCHs 2,29 (s)
O
2 Ar-H 6,98-7,90 (m) 7,19-8,27 (m)
wv
a NH-Aib 6,73 (s) 4,92 (s)
NH 8,98 (s) 8,50 (s)

Os compostos foram caracterizados recorrendo a técnicas espetroscopicas. Pela
andlise do espetro de RMN de *H, do composto 4c, é possivel verificar o sinal esperado
para os protoes yCHs (singleto, 6 2,29 ppm), assim como o sinal dos protdes do B-fenil
(multipleto, & 7,19-8,27 ppm) (Anexo 5). Para o composto 4b, é possivel verificar os
sinais esperados para os protdes B,B-difenil (multipleto, & 6,98-7,90 ppm) (Figura 17).
Os restantes sinais apresentam-se de acordo com o esperado (Tabela 10). Os espetros
de RMN de 3C associado as técnicas bidimensionais HSQC e HMBC permitiram fazer a

atribuicao dos sinais a todos os atomos de carbono.
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Figura 17: Espetro de RMN de *H, 400 MHz em DMSO-ds, do composto 4b

2.4 Tentativa de sintese de Boc-AAla(B,B-Br)-Aib-OMe

Apds terem sido obtidos os derivados de B,B-dibromodesidrodipéptido e de
B-bromodesidrodipéptidos B-substituidos e usados com sucesso em acoplamentos de
Suzuki-Miyaura, foi proposto uma sequéncia de rea¢des semelhantes as anteriores, mas
invertendo a ordem dos aminoacidos. Assim, os B-hidroxiaminoacidos ficariam no

terminal amina e o Aib no terminal carboxilo.

2.4.1 Sintese do Boc-L-Ser-Aib-OMe e do Boc-L-Thr-Aib-OMe

Preparam-se dipéptidos N-protegidos, fazendo-se reagir Boc-L-Ser-OH e
Boc-L-Thr-OH com o H-Aib-OMe, na presenca de DIC, HOBt e EtsN. Obtiveram-se os
derivados de Boc-dipéptidos 1f e 1g com rendimentos de 89% e 69%, respetivamente

(Esquema 22, Tabela 11).
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0 (0]
H HOBY DIC
(0] N CIH.HoN
\”/ OH + 2 %O Et;N \\/ \n/
o CH4CN
R OH
R=H, CH; R=H, 1f, 89%

R=CHj 19, 69%

Esquema 22: Sintese de ésteres metilicos de N-(terc-butiloxicarbonil)-dipéptidos

Tabela 11: Rendimentos obtidos na sintese de ésteres metilicos de
N-(terc-butiloxicarbonil)-dipéptidos

Nome Composto Rendimento (%)

0]
H
Boc-L-Ser-Aib-OMe o N o]
N ~N
it \{/ T %H><H/ 89
0O 0
OH
]
H
Boc-L-Thr-Aib-OMe o._N >§(o
N ~N
0 0]
OH

Tabela 12: Desvios quimicos observados para ésteres metilicos de
N-(terc-butiloxicarbonil)-dipéptidos

Boc-L-Ser-Aib-OMe Boc-L-Thr-Aib-OMe
Composto
1f 1g
(0] (o]
o N >§(o o N ><Wo
Estrutura
AR AR DR e
o) o) o o)
OH OH
Boc 1,45 (s) 1,45 (s)
— Aib 1,53 (s) 1,54 (s)
€
8| OCH; 3,74 (s) 3,73 (s)
.g aCH 4,04-4,07 (m) 4,30-4,35 (m)
S| B CH/CH, 3,77-3,84 (m) 4,02-4,04 (m)
o
>|  yCHs 1,18 (d)
(]
1 NH-Aib 7,13 (s) 7,15 (s)
NH 5,58 (d) 5,55 (d)

Pela andlise do espetro de RMN de *H dos compostos confirmou-se a formacdo
do dipéptido 1f uma vez que é evidente o sinal dos protdes BCH; (multipleto, 6 3,77-3,84

ppm), aCH (multipleto, 6 4,04-4,07 ppm) e OCHs (singleto, 6 3,74 ppm). Confirmou-se
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também a formacdo do dipéptido 1g uma vez que é evidente o sinal dos protées do yCH3
(dupleto, 6 1,18 ppm) e OCHjs (singleto, & 3,73 ppm). Os restantes sinais apresentam-se

de acordo com o esperado (Tabela 12).

2.4.2 Tentativa de sintese de Boc-AAla-Aib-OMe e de Boc-AAbu-Aib-OMe

Em seguida procedeu-se a desidratacdo dos dipéptidos 1f e 1g. Fez-se reagir os
compostos 1f e 1g com o Boc,0 usando 0,1 equivalentes de DMAP como catalisador em
acetonitrilo seco tendo sido posteriormente adicionado TMG. No entanto nado foi

possivel obter os compostos pretendidos (compostos 2f e 2g). (Esquema 23).

o Boc,O/ DMAP o
H T™MG o) H 0
O\”/ N N O\ \n/ N N
) X = N

O 0] O O
R OH CH3CN (seco) R
R=H, 1f R=H, 2f
R=CHj 1g R=CHj 2g

Esquema 23: Tentativa de sintese de ésteres metilicos de
N-(terc-butiloxicarbonil)-desidrodipéptidos

Possivelmente, ndo se obteve os compostos pretendidos pelo facto da presenca
do residuo de Aib no terminal carboxilo fomentar uma conformacdo no dipéptido que
dificulte a formac¢dao do carbonato no pB-hidroxiaminodcido, impedindo que a
desidratacdo ocorra (Esquema 3).

Para  ultrapassar a dificuldade encontrada na obtencdo do
Boc-AAla(B,B-Br)-Aib-OMe  estabeleceu-se uma sequéncia reacional alternativa.
Inicialmente comecou-se por obter o derivado de Boc-L-Ser-OMe, que posteriormente
foi desidratado e sujeito a reacdo de B-halogenacdo. Por fim desprotegia-se o éster
metilico para se poder efetuar o acoplamento com o éster metilico do Aib, permitindo

obter o derivado de Boc-AAla(B,[-Br)-Aib-OMe pretendido.
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2.4.3 Sintese de Boc-L-Ser-OMe

Procedeu-se a prote¢dao do H-L-Ser-OMe com o grupo protetor Boc para se obter
o composto 5h. Fez se reagir o H-L-Ser-OMe com o 1,1 equivalentes de Boc;0 e 2,2
equivalentes de EtsN em diclorometano, obtendo-se o 5h com um rendimento de 62%

(Esquema 24).>*

0 (0]

H
CIH.H,N o~ Boc,0 / EtsN o N o
>
CH,Cl, \f(
o)
OH OH
5h, 62%

Esquema 24: Sintese de Boc-L-Ser-OMe

O composto 5h foi caracterizado recorrendo a técnica espetroscépica de RMN
de 'H e provou estar de acordo com resultados previamente descritos.>* Pela andlise do
espetro de RMN de 'H do composto confirmou-se a formac¢do do derivado do
aminoacido 5h uma vez que é evidente o sinal dos protdes do grupo protetor Boc
(singleto, 6 1,53 ppm) e os sinais dos protdes BCH2 e aCH (multipleto, & 3,90-4,00 ppm).

Os restantes sinais apresentam-se de acordo com o esperado (Tabela 13).

2.4.4 Sintese de Boc-AAla-OMe

Procedeu-se a reacdo de desidratacdao do composto 5h fazendo-o reagir com
Boc,0, usando 0,1 equivalentes de DMAP como catalisador e tratando posteriormente

a reacdo com TMG. Obteve-se o composto 6h com 42% de rendimento (Esquema 25).8°

o H Boc,O/ DMAP o H
~ TMG -~
\’/ T o >\~/ Y o
0 CH3CN (seco) o)
OH
5h 6h, 42%

Esquema 25: Sintese de Boc-AAla-OMe
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O composto 6h foi caracterizado recorrendo a técnica espetroscépica de RMN
de 'H e provou estar de acordo com resultados previamente descritos. ® Pela andlise do
espetro de RMN de 'H observou-se a formacao da ligacdo dupla entre o carbono a e o
carbono B, uma vez que o composto 6h apresenta dois singletos correspondentes aos

protdes BCH2 (2 singletos, 6 5,73 e 6,16 ppm). Os restantes sinais apresentam-se de

acordo com o esperado (Tabela 13).

2.4.5 Sintese de Boc-AAla(B,B-Br)-OMe

O derivado de Boc-AAla(B,B-Br)-OMe 7h foi obtido fazendo reagir o
Boc-AAla-OMe com 2,4 equivalentes de N-bromosuccinimida e com EtsN. Obteve-se um

rendimento em composto dibromado de 80% (Esquema 26).8!

(0] (0]
0 H NBS/ Et3N 0 H
3
\’/ \H/ o~ AN \H/ o~
Br Br
6h 7h, 80%

Esquema 26: Sintese de Boc-AAla(B,B-Br)-OMe

Tabela 13: Rendimentos obtidos na sintese de ésteres metilicos de
N-(terc-butiloxicarbonil)-aminoacidos e seus desvios quimicos

Boc-L-Ser-OMe Boc-AAla-OMe Boc-AAla
Composto (B,B-Br)-OMe
5h 6h
7h
0 o) 0
0 H o N - o) H
Estrutura o~ \~/ \H/ o \\/ o~
Yoy I T
OH Br Br
Rendimento
(%) 62 42 80
€ Boc 1,53 (s) 1,48 (s) 1,47 (s)
o
= | OcHs 3,80 (s) 3,84 (s) 3,89 (s)
(8]
E aCH
= 3,90-4,00 (m)
.g BCH2 65,73 (s) e 6,16 (s)
wv
a NH 4,37 (s largo) 7,01 (s) 6,37 (s)
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O composto 7h foi caracterizado recorrendo a técnica espetroscépica de RMN
de 'H e provou estar de acordo com resultados previamente descritos.’! Pela andlise do
espetro de RMN de 'H do composto 7h foi possivel verificar a auséncia dos sinais
caracteristicos dos protdes BCH, confirmando que ocorreu a introdugao de 2 4tomos de
bromo no carbono B. Os restantes sinais apresentam-se de acordo com o esperado

(Tabela 13).

2.4.6 Tentativa de sintese de Boc-AAla(p,B-Br)-OH

Procedeu-se a desprotecdo de Boc-AAla(B,B-Br)-OMe por tratamento do
composto 7h com mistura bifasica de hidréxido de sddio 1 mol/L e dioxano, com o

objectivo e se obter o Boc-AAla(B,B-Br)-OH 8h (Esquema 27).

0] 0
\N/o N naor \~/0 N,
I]/ | Dioxano T |
Br Br Br Br
7h 8h

Esquema 27: Tentativa de sintese de Boc-AAla(B,B-Br)-OH

Pela anélise do espectro de RMN de 'H do produto de reacdo foi possivel concluir
gue nao se obteve o composto pretendido, mostrando-se inconclusivo sobre o produto
obtido. No entanto, atendendo ao descrito na literatura,® pensa-se que poderd ter
ocorrido a entrada de um grupo hidroxilo no carbono a. Esta possibilidade advém da
presenca de dois &tomos de bromo no carbono B que torna o carbono a particularmente
suscetivel a ataque nucledfilo. Devido a limitagdes de tempo nao foi possivel repetir a
sequéncia de reacgdes, mas desprotegendo a funcdo éster e acoplando o éster metilico

do Aib antes de realizar a reacdo de bromacao.
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Capitulo 3. Conclusdes e perspetivas futuras

Neste trabalho foram sintetizados novos derivados de dipéptidos contendo
aminodcidos nao proteinogénicos (C**-dimetilglicina, desidroaminoacidos e
desidroalaninas B-substituidas), recorrendo a reacOes de desidratacdo, halogenacdo e
acoplamento de Suzuki-Miyaura. Estes aminodcidos apresentam restricdes
conformacionais elevadas, pelo que a preparacao de dipéptidos combinando este tipo
de aminodcidos se apresentava a partida como um grande desafio sintético.
Inicialmente sintetizou-se diferentes derivados de dipéptidos, com grupos protetores
Boc e Z, com o aminoacido C**-dimetilglicina no terminal amina e com diferentes
B-hidroxiaminoacidos [Ser, Thr e Phe(B-OH)] no terminal carboxilo. Estes derivados de
dipéptidos foram obtidos com rendimentos elevados e posteriormente procedeu-se a
sua desidratacdo. Os derivados de desidrodipéptidos foram também obtidos com
rendimentos elevados e em seguida transformados nos respetivos andlogos
B-bromados, com rendimentos de moderados a bons. Para os derivados de
N-acil-B-bromo, B-metildesidrodipéptidos obteve-se uma mistura de isémeros E/Z com
maior percentagem do isémero Z. Estes foram separados por cromatografia em coluna.
No caso do derivado de APhe apenas se obteve o isémero Z. Em ambos os casos
verifica-se uma maior tendéncia para formacgao do isémero Z quando comparado com a
bromac3o de outros derivados destes desidroaminodcidos ja descritos na literatura.®%7?
Podemos assim concluir que a obtengdo do isdmero Z em maior quantidade se pode
dever as restricdes conformacionais impostas pelo aminodcido Aib. Como ultima reacado
desta sequéncia, foi efetuado o acoplamento de Suzuki-Miyaura, dos derivados
bromados com 4&cido fenilborénico. Os respetivos derivados foram obtidos com
rendimentos entre bons e elevados.

Apds a realizacgdo da sequéncia de reagbes acima descritas, com a
C*2-dimetilglicina como terminal amina e com diferentes B-hidroxiaminoacidos como
terminal carboxilo, tentou-se a mesma sequéncia de reacdes mas invertendo a ordem
dos aminodcidos. Os B-hidroxiaminodcidos ficariam no terminal amina e o Aib no
terminal carboxilo. Prepararam-se os derivados de dipéptidos, que foram obtidos com
rendimentos elevados. De seguida procedeu-se a tentativa de desidratacdo destes
dipéptidos. No entanto, ndo foi possivel obter os derivados dos desidrodipéptidos,

possivelmente devido as restricdes conformacionais apresentadas pelos dipéptidos, que
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provavelmente impedem a formacdo do carbonato no carbono B do
B-hidroxiaminodcido.

Para ultrapassar esta dificuldade, tentou-se uma sequéncia de reacdes
alternativa, sendo sintetizados os derivados de desidroaminoacido B-bromados na
forma de aminoacido protegido e sé depois se tentou o acoplamento com o éster
metilico da C*%dimetilglicina para obter os respetivos dipéptidos. Inicialmente
obteve-se o derivado N-acilado do éster metilico da serina que foi posteriormente
desidratado, obtendo-se o derivado de desidroalanina com um bom rendimento. De
seguida sintetizou-se o correspondente derivado de B,B-dibromodesidroalanina. Por fim
tentou-se desproteger o éster metilico do derivado do B,B-dibromodesidroalanina para
se acoplar a N-acil-B,B-dibromodesidroalanina com o éster metilico da C**-dimetilglicina
e assim se obter o derivado de B,B-dibromodesidrodipéptido pretendido. No entanto,
nao foi possivel obter o Boc-AAla(B,B-Br)-OH, porque a reacado de desprotecao do éster
metilico ndo ocorreu, possivelmente por ocorrer a entrada do grupo hidroxilo no
carbono a. Devido a limitagdes de tempo nao foi possivel repetir a sequéncia de reagdes
de modo a obter-se o Boc-AAla(B,B-Br)-Aib-OMe. Mas como perspetivas futuras
podemos propor uma nova sequéncia de rea¢des onde apds obter o Boc-AAla-OMe se
desprotege o desidroaminodcido para efetuar o acoplamento com o Aib e sé no final se
procede a reacdo de bromacgao.

As reacdes com o acoplamento dos dipéptidos, a desidratacdo, a bromacdo e o
acoplamento de Suzuki-Miyaura, quando foram realizadas com derivados de dipéptidos
onde o aminoacido Aib em posicao N-terminal e diferentes B-hidroxiamoacidos em
posicdo C-terminal ndo apresentaram problemas significativos e mostraram-se mais
eficientes quando usamos o aminoacido Thr, obtendo-se o melhor rendimento global
de 27%. Para os derivados em que se partiu do aminoacido serina e do aminoacido
fenilserina os rendimentos globais foram de 17% e 11%, respetivamente.

Pelo contrario, a mesma sequéncia de reacGes mas em que os derivados de
dipéptidos que possuiam o aminodcido Aib em posicdo C-terminal ndo permitiu obter
os derivados desidratados. Isto pode se possivelmente é devido ao impedimento
estéreo provocado pelo residuo de Aib que pode impedir a formacdo do carbonato no

residuo de B-hidroxiaminoacido.
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No que diz respeito aos tipos de reacbes realizadas pode concluir-se, como seria
de esperar, que a reacao que se mostrou mais eficiente foi a reagao de acoplamento dos
dipéptidos, apresentando no geral os rendimentos mais elevados. A reagao que se
mostrou menos eficiente foi a reagao de bromagdo, mostrando ter os rendimentos mais
baixos, possivelmente pela necessidade de purificacdo dos compostos obtidos, por
cromatografia em coluna. Sendo que no geral as sequéncias utilizadas mostram ser
eficazes para a obtencdo de novos derivados de dipéptidos, quando o Aib é o residuo no
terminal amina.

Os dipéptidos preparados podem ser utilizados como precursores para a sintese
de novos péptidos com potencial atividade bioldgica. Estes dipéptidos apresentam dois
aminodcidos ndo naturais com elevada restricdo conformacional, pelo que uma vez
inseridos em péptidos podem provocar modificagdes estruturais que potenciam a sua

atividade biolégica.
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Capitulo 4. Parte experimental

4.1 Procedimentos gerais

Os espetros de RMN de 'H e de 3C foram determinados num aparelho Bruker
Avance llla 400 e 100,6 MHz, respetivamente, usando o pico de solvente residual como
referéncia interna. A constante de acoplamento (J) foi obtida em Hertz (Hz) e o
deslocamento quimico (8) em partes por milhdo (ppm). A atribuicdo completa dos sinais
de protdo e carbono foi feita recorrendo a técnicas de correlagdo heteronuclear
bidimensional, nomeadamente HSQC e HMBC. Os solventes deuterados utilizados
foram dimetilsulféoxido (DMSO-ds) e cloroférmio (CDCls). Os espetros de massa foram
obtidos no aparelho LC-MS Finnigan LXQ spectrometer. Os pontos de fusdo foram
determinados num aparelho Gallenkamp e ndo foram corrigidos.

Cromatografia em coluna foi realizada em silica MN Kieselgel 60M (230 a 400
mesh). As anadlises de TLC foram efetuadas em placas de silica gel Merck-Kieselgel 60
F254. As placas de TLC foram reveladas no ultravioleta (v = 50 Hz) numa camara CN-6 de
luz ultravioleta e, por vezes, usada a revelagdao com iodo.

Os reagentes utilizados foram produtos “pro analysis” ou para sintese das marcas
Sigma Aldrich, Acros Organics e Panreac. Os solventes foram usados sem purificacdo
exceto o diclorometano (DCM) e o acetonitrilo (ACN). O DCM foi seco com cloreto de
calcio e hidreto de calcio e posteriormente destilado e armazenado em crivos
moleculares. O acetonitrilo foi tratado com silica e hidreto de calcio, destilado e
armazenado em crivos moleculares. O éter de petrdleo utilizado refere-se a fracdo com
ponto de ebulicdo entre 40-60°C. As fases organicas foram secas usando sulfato de

magnésio anidro.
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4.2 Sintese de ésteres metilicos de B-hidroxiaminoacidos

4.2.1 Sintese do éster metilico da L-serina

CIH.H,N
o

OH

Adicionou-se cloreto de tionilo (50 mmol, 3,63 mL) gota a gota, ao metanol (50
mL) num banho de gelo e sal durante 20-30 minutos. Juntou-se lentamente o cloridrato
do aminodcido L-serina (50 mmol, 5,25 g) e deixou-se em agitacdo a 40°C durante 4
horas. Terminada a reacdo levou-se a mistura reacional a secura em vacuo. A
recristalizacdo foi efetuada com metanol e éter etilico. Obteve-se um sélido branco com
um rendimento de 89%, cujo espectro de 'THRMN estava de acordo com o descrito.”’

IHRMN (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 3,74 (s, 3H, OCHs), 3,75-3,85 (m, 2H, BCH.),
4,11 (s, 1H, aCH), 5,58 (s largo, 1H, BOH), 8,47 (s, 3H, aNHs*) ppm.

4.2.2 Sintese do éster metilico da L-treonina

CIH.H,N
2 O/

OH

Adicionou-se cloreto de tionilo (50 mmol, 3,63 mL) gota a gota, ao metanol (50
mL) num banho de gelo e sal durante 20-30 minutos. Juntou-se lentamente o cloridrato
do aminoacido L-treonina (50 mmol, 5,96 g) e deixou-se em agitacdo a 40°C durante 4
horas. Terminada a reacao levou-se a mistura reacional a secura em vacuo. Obteve-se
um Aleo que resistiu a recristalizacdo com um rendimento de 71%.

IHRMN (400 MHz, DMSO-de): & = 1,19 (t, 3H, J = 2,4 Hz, yCH3), 3,13 (s, 3H, OCH3),
3,87 (s, 1H, aCH), 4,07-4,12 (m, 1H, BCH), 4,39 (s largo, 1H, BOH), 8,52 (s, 3H, aNH3*)
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4.2.3 Sintese do éster metilico da D,L-B-hidroxifenilalanina

o)
CIH.HoN _

OH

Adicionou-se cloreto de tionilo (33 mmol, 2,39 mL) gota a gota, ao metanol (33
mL) num banho de gelo e sal durante 20-30 minutos. Juntou-se lentamente o cloridrato
do aminodcido D,L-B-hidroxifenilalanina (33 mmol, 5,98 g) e deixou-se em agitacdo a
40°C durante 4 horas. Terminada a reacdo levou-se a mistura reacional a secura em
vacuo e dissolveu-se na quantidade minima de metanol e éter etilico. Obteve-se um
sélido branco com um rendimento de 96%.

HRMN (400 MHz, DMSO-de): 6 = 3,32 (s, 3H, OCH3), 4,16 (d, 1H, J = 5,6 Hz, aCH),
5,02 (dd, 1H,J=4,4Hz e J=9,6 Hz, BCH), 6,54 (d, 1H, J = 4,4 Hz, BOH), 7,32-7,39 (m, 5H,
Ar-H), 8,41 (s, 3H, aNHz*) ppm.

4.2.4 Sintese do éster metilico da C*?-dimetilglicina

o)
CIH.H,N _

Adicionou-se cloreto de tionilo (50 mmol, 3,63 mL) gota a gota, ao metanol (50
mL) num banho de gelo e sal durante 20-30 minutos. Juntou-se lentamente o cloridrato
do aminoacido C**-dimetilglicina (50 mmol, 5,16 g) e deixou-se em agitacdo a 40°C
durante 4 horas. Terminada a reacdo levou-se a mistura reacional a secura em vacuo. A
recristalizacdo foi efetuada com metanol e éter etilico. Obteve-se um sélido branco com
um rendimento de 92%, cujo espectro de *HRMN estava de acordo com o descrito.”’

IHRMN (400 MHz, DMSO-ds): & = 1,47 [s, 6H, (CHs)2], 3,74 (s, 3H, OCH3), 8,73 (s,
3H, aNHs*) ppm.
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4.3 Sintese de ésteres metilicos de N-acildipéptidos

4.3.1 Sintese de Boc-L-Phe-L-Ser-OMe 1a

OH
0]
H
O\”/N N O\
H
) )

Dissolveu-se Boc-L-Phe-OH (10 mmol, 2,65 g) em ACN (30 mL) e arrefeceu-se a

mistura num banho de gelo. Adicionou-se HOBt hidratado (10 mmol, 1,35 g), DIC (10
mmol, 1,55 mL), éster metilico da L-serina (10 mmol, 1,55 g) esperando cerca de 15
minutos entre cada adicdo. Ao fim de 1 hora adicionou-se EtsN (10 mmol, 1,39 mL) e
deixou-se em agitacdo a temperatura ambiente durante cerca de 12 horas. Terminada
a reacdo evaporou-se o solvente e dissolveu-se em acetato de etilo (100 mL) e lavou-se
com uma solucdo de KHSO4 (1 mol/L), com uma solug¢do de NaHCOs (1 mol/L) e com uma
solucdo saturada de NacCl (3x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressao reduzida. Obteve-se um sélido branco com um rendimento de 99%, cujo
espectro de 'HRMN estava de acordo com o descrito.”®

IHRMN (400 MHz, CDCl3): & = 1,42 [s, 9H, (CHs)s], 3,05-3,15 (m, 2H, BCH2-Phe),
3,77 (s, 3H, OCHs), 3,83-3,91 (m, 2H, BCH2-Ser), 4,32 (q, 1H, J = 7,2 Hz e J = 13,6 Hz,
aCH-Ser), 4,59 (q, 1H, J = 3,2 Hz e J = 7,2 Hz, aCH-Phe), 5,01 (s largo, 1H, NH-Phe), 6,78
(d, 1H, J = 6,8 Hz, NH-Ser), 7,21-7,32 (m, 5H, Ar-H) ppm.

4.3.2 Sintese de Boc-Aib-L-Ser-OMe 1b

OH

Dissolveu-se Boc-Aib-OH (10 mmol, 2,03 g) em ACN (30 mL) e arrefeceu-se a
mistura num banho de gelo. Adicionou-se HOBt hidratado (10 mmol, 1,35 g), DIC (10

mmol, 1,55 mL), éster metilico da L-serina (10 mmol, 1,55 g) esperando cerca de 15
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minutos entre cada adi¢cdo. Ao fim de 1 hora adicionou-se a EtsN (10 mmol, 1,39 mL) e
deixou-se em agitacdo a temperatura ambiente durante cerca de 12 horas. Terminada
a reacdo evaporou-se o solvente e dissolveu-se em acetato de etilo (100 mL) e lavou-se
com uma solu¢do de KHSO4 (1 mol/L), com uma solug¢do de NaHCOs (1 mol/L) e com uma
solucdo saturada de NaCl (3x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressdo reduzida para dar o composto com um rendimento de 98%. Por recristalizacdo
com acetato de etilo e n-hexano obteve-se um sélido branco com um rendimento de
71%.

p.f. =120-122°C

HRMN (400 MHz, CDCl3): 6 = 1,42 [s, 9H, C(CH3)s], 1,50 [s, 6H, C(CH3)2], 3,37 (s,
1H, BOH), 3,79 (s, 3H, OCHs), 3,80-3,87 (m, 2H, BCH2), 4,10-4,17 (m, 1H, aCH), 5,08 (s,
1H, NH-Aib), 7,07 (d, 1H, J = 6,4 Hz, NH-Ser) ppm.

13CRMN (100,6 MHz, CDCls): & = 24,43 [C(CH3)], 26,44 [C(CHs)s],], 52,62 (OCH3),
55,24 (aCH), 56,73 [C(CH3)2], 61,94 (BCH>), 80,93 [C(CH3)3], 155,41 (C=0), 171,01 (C=0),
173,98 (C=0) ppm.

MS (ESI) Calculado para C13H2a4N206Na 327,34; Obtido 327,18.

4.3.3 Sintese de Boc-Aib-L-Thr-OMe 1c

OH
0]

H
O\H/N N O
H
0o 0

Dissolveu-se Boc-Aib-OH (3 mmol, 0,61 g) em ACN (30 mL) e arrefeceu-se a
mistura num banho de gelo. Adicionou-se HOBt hidratado (3 mmol, 0,41 g), DIC (3 mmol,
0,46 mL), éster metilico da L-treonina (3 mmol, 0,33 g) esperando cerca de 15 minutos
entre cada adicdo. Ao fim de 1 hora adicionou-se EtsN (3 mmol, 0,42 mL) e deixou-se em
agitacdo a temperatura ambiente durante cerca de 12 horas. Terminada a reacdo
evaporou-se o solvente e dissolveu-se em acetato de etilo (100 mL) e lavou-se com uma
solucdo de KHSO4 (1 mol/L), com uma solug¢do de NaHCOs (1 mol/L) e com uma solugdo

saturada de NaCl (3x30 mL cada).
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A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressao reduzida para dar o composto com rendimento quantitativo. Por recristalizagao
com acetato de etilo e n-hexano obteve-se um sélido branco com um rendimento de
97%.

p.f. =110-112°C

HRMN (400 MHz, CDCl3): 6 = 1,24 (d, 3H, J = 6,4 Hz, yCH3), 1,48 [s, 9H, C(CH3)s],
1,53 [s, 6H, C(CHs)2], 3,75 (s, 3H, OCH3), 4,22-4,25 (m, 1H, BCH), 4,57 (dd, 1H, J = 3,2 Hz
e J=8,8 Hz, aCH), 5,08 (s, 1H, NH-Aib), 7,05 (d, 1H, J = 8,0 Hz, NH-Thr) ppm.

13CRMN (100,6 MHz, CDCls): & = 20,04 (yCHs), 24,90 [C(CHs)2], 26,25 [C(CH3)s],
52,41 (OCHs), 56,87 [C(CH3).], 57,52 (aCH), 68,68 (BCH), 80,46 [C(CH3)3], 154,77 (C=0),
171,48 (C=0), 174,68 (C=0) ppm.

MS (ESI) Calculado para C14H26N206Na 341,37; Obtido 341,20.

4.3.4 Sintese de Boc-Aib-D,L-Phe(B-OH)-OMe 1d

CeH OH
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Dissolveu-se Boc-Aib-OH (10 mmol, 2,03 g) em ACN (30 mL) e arrefeceu-se a

Iz

mistura num banho de gelo. Adicionou-se HOBt hidratado (10 mmol, 1,36 g), DIC (10
mmol, 1,55 mL), éster metilico da D,L-B-hidroxifenilalanina (10 mmol, 2,31 g) esperando
cerca de 15 minutos entre cada adi¢do. Ao fim de 1 hora adicionou-se EtsN (10 mmol,
1,39 mL) e deixou-se em agitacdo a temperatura ambiente durante cerca de 12 horas.
Terminada a reagdo evaporou-se o solvente e dissolveu-se em acetato de etilo (100 mL)
e lavou-se com uma solug¢do de KHSO4 (1 mol/L), com uma solugdo de NaHCOs (1 mol/L)
e com uma solugdo saturada de NaCl (3x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressao reduzida para dar o composto com rendimento quantitativo. Por recristalizagdo
com éter etilico obteve-se um sélido branco com um rendimento de 80%.

p.f. =100-102°C
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IHRMN (400 MHz, CDCl3): 6 = 1,45 [s, 9H, C(CH3)s], 1,42 [s, 6H, C(CHs).], 3,64 (s,
3H, OCH3s), 4,90 (s largo, 1H, aCH), 5,00 (s largo, 1H, BCH), 5,08 (s, 1H, NH-Aib), 7,11 [d,
1H, J = 4,8 Hz, NH-Phe(B-OH)], 7,27-7,39 (m, 5H, Ar-H) ppm.

13CRMN (100,6 MHz, CDCls): 6 = 22,36 [C(CH3)2], 25,60 [C(CH3)s], 52,34 (OCHs),
56,85 [C(CHs)2], 58,64 (aCH), 74,77 (BCH), 80,69 [C(CHs)s], 128,04 (CH-Ar), 128,27
(CH-Ar), 128,61 (CH-Ar), 139,40 (C-Ar), 155,09 (C=0), 171,02 (C=0), 174,42 (C=0) ppm.

MS (ESI) Calculado para Ci9H2sN206Na 403,44; Obtido 403,24.

4.3.5 Sintese de Z-Aib-L-Thr-OMe 1e
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Dissolveu-se Z-Aib-OH (4,7 mmol, 1,12 g) em ACN (30 mL) e arrefeceu-se a

mistura num banho de gelo. Adicionou-se HOBt hidratado (4,7 mmol, 0,63 g), DIC (4,8
mmol, 0,73 mL), éster metilico da L-treonina (4,7 mmol, 0,51 g) esperando cerca de 15
minutos entre cada adicdo. Ao fim de 1 hora adicionou-se EtsN (4,7 mmol, 0,65 mL) e
deixou-se em agitacdo a temperatura ambiente durante cerca de 12 horas. Terminada
a reacdo evaporou-se o solvente e dissolveu-se em acetato de etilo (100 mL) e lavou-se
com uma solucdo de KHSO4 (1 mol/L), com uma solu¢do de NaHCOs (1 mol/L) e com uma
solucdo saturada de NaCl (3x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressao reduzida. Obteve-se um dleo com um rendimento de 81%, cujo espectro de
HRMN estava de acordo com o descrito.”’

IHRMN (400 MHz, CDCl3): & = 1,38 (d, 3H, J = 6,4 Hz, yCH3), 1,54 [s, 6H, C(CH3)a],
3,76 (s, 3H, OCHs), 4,25 (dd, 1H, J = 2,8 Hz e J = 6,4 Hz, BCH), 4,57 (dd, 1H,J=2,8 Hz e J
= 9,2 Hz, aCH), 5,22 (s, 2H, CHa), 5,43 (s, 1H, NH-Aib), 6,91 (d, 1H, J = 8,8 Hz, NH-Thr),
7,27-7,37 (m, 5H, Ar-H) ppm.
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4.3.6 Sintese de Boc-L-Ser-Aib-OMe 1f

o)
H
O\[rN N O
H
o o)
OH

Dissolveu-se Boc-L-Ser-OH (10 mmol, 2,05 g) em ACN (30 mL) e arrefeceu-se a

mistura num banho de gelo. Adicionou-se HOBt hidratado (10 mmol, 1,35 g), DIC (10
mmol, 1,55 mL), éster metilico da C*%-dimetilglicina (10 mmol, 1,55 g) esperando cerca
de 15 minutos entre cada adi¢do. Ao fim de 1 hora adicionou-se a EtsN (10 mmol, 1,39
mL) e deixou-se em agitacdo a temperatura ambiente durante cerca de 12 horas.
Terminada a reagao evaporou-se o solvente e dissolveu-se em acetato de etilo (100 mL)
e lavou-se com uma solugdo de KHSO4 (1 mol/L), com uma solugdo de NaHCOs (1 mol/L)
e com uma solugao saturada de NaCl (3x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressao reduzida. Obteve-se um éleo que resistiu a cristalizacdo com um rendimento de
89%.

1HRMN (400 MHz, CDCls): & = 1,45 [s, 9H, C(CHs)s], 1,53 [s, 6H, C(CH3)2], 3,74 (s,
3H, OCHs), 3,77-3,84 (m, 2H, BCH2), 4,04-4,07 (m, 1H, aCH), 5,58 (d, 1H, J = 5,2 Hz,
NH-Ser), 7,13 (s, 1H, NH-Aib) ppm.

13CRMN (100,6 MHz, CDCl3): 24,86 [C(CH3)2], 28,20 [C(CH3)3], 42,32 (aCH), 52,69
(OCHs), 56,59 [C(CHs)2], 62,88 (BCH2), 80,45 [C(CHs)3], 157,11 (C=0), 170,95 (C=0),
1734,79 (C=0) ppm.

4.3.7 Sintese de Boc-L-Thr-Aib-OMe 1g
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Dissolveu-se Boc-L-Thr-OH (10 mmol, 2,19 g) em ACN (30 mL) e arrefeceu-se a

mistura num banho de gelo. Adicionou-se HOBt hidratado (10 mmol, 1,35 g), DIC (10
mmol, 1,55 mL), éster metilico da treonina (10 mmol, 1,55 g) esperando cerca de 15
minutos entre cada adi¢do. Ao fim de 1 hora adicionou-se a EtsN (10 mmol, 1,39 mL) e

deixou-se em agitacdo a temperatura ambiente durante cerca de 12 horas. Terminada
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a reacdo evaporou-se o solvente e dissolveu-se em acetato de etilo (100 mL) e lavou-se
com uma solucdo de KHSO4 (1 mol/L), com uma solug¢do de NaHCOs (1 mol/L) e com uma
solucdo saturada de NaCl (3x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressdo reduzida. Obteve-se um éleo que resistiu a cristalizacdo com um rendimento de
69%.

HRMN (400 MHz, CDCl3): 6 = 1,18 (d, 3H, J = 6,4 Hz, yCH3), 1,45 [s, 9H, C(CH3)s],
1,54 [s, 6H, C(CH3)2], 3,73 (s, 3H, OCH3), 4,02-4,04 (m, 1H, BCH), 4,30-4,35 (m, 1H, aCH),
5,55 (d, 1H, J = 7,6 Hz, NH-Thr), 7,15 (s, 1H, NH-Aib) ppm.

13CRMN (100,6 MHz, CDCl3): 17,91 (yCHs), 24,85 [C(CH3)2], 28,25 [C(CH3)3], 52,64
(OCHs), 56,48 [C(CH3).], 57,94 (aCH), 66,83 (BCH), 80,43 [C(CH3)3], 156,60 (C=0), 171,01
(C=0), 174,65 (C=0) ppm.

4.4 Sintese dos ésteres metilicos de N-acildesidrodipéptidos

4.4.1 Sintese de Boc-L-Phe-AAla-OMe 2a

QVOTH%J%O\

Dissolveu-se Boc-L-Phe-L-Ser-OMe (9,88 mmol, 3,62 g) em ACN seco (10 ml) e

adicionou-se Boc;0 (9,88 mmol, 2,15 g), DMAP (0,99 mmol, 0,12 g, 0,1 equivalentes) e
deixou-se em agitacdo a temperatura ambiente seguindo a reacdo por TLC [acetato de
etilo-éter de petréleo (1:1)]. Apds todo o reagente ter sido consumido adicionou-se TMG
(2%) e deixou-se em agitacdo seguindo a reacdo por TLC [acetato de etilo-éter de
petréleo (1:1)]. Terminada a reacdo evaporou-se o solvente e dissolveu-se em acetato
de etilo (100 mL) e lavou-se com uma solu¢do de KHSO4 (1 mol/L), com uma solucdo de
NaHCOs (1 mol/L) e com uma solugdo saturada de NaCl (3x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a

pressdo reduzida para dar o composto com rendimento quantitativo. Por recristalizacdo
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com acetato de etilo e n-hexano obteve-se um sélido branco com um rendimento de
78%.

p.f. = 162-164°C

IHRMN (400 MHz, CDCl3): & = 1,40 [s, 9H, C(CHs)3], 2,97-3,07 (m, 2H, BCH2-Phe),
3,88 (s, 3H, OCHs), 4,95-5,06 (m, 1H, aCH-Phe), 5,09 (s, 1H, NH-Phe), 5,90 (s, 1H,
BCH»-AAla), 6,60 (s, 1H, BCH2-AAla), 7,18-7,30 (m, 5H, Ar-H), 8,75 (s, 1H, NH-AAla) ppm.

13CRMN (100,6 MHz, CDCl3): 6 =28,16 [C(CH3)3], 38,14 (BCH»-Phe), 52,87 (OCH3),
55,81 (aCH-Phe), 79,53 [C(CHs)3], 109,33 (BCH2-AAla), 127,06 (CH-Ar), 128,75 (CH-Ar),
129,15 (CH-Ar), 130,54 (C-Ar), 136,18 (aC-AAla), 155,36 (C=0), 163,97 (C=0), 170,19
(C=0) ppm.

MS (ESI) Calculado para CisH24N20sNa 371,17; Obtido 371,18.

4.4.2 Sintese de Boc-Aib-AAla-OMe 2b

QVOTH)L” JHO(O\

Dissolveu-se Boc-Aib-L-Ser-OMe (3,0 mmol, 0,91 g) em ACN seco (10 mL) e

adicionou-se Boc,0 (3,0 mmol, 0,65 g), DMAP (0,3 mmol, 0,04 g, 0,1 equivalentes) e
deixou-se em agitacdo a temperatura ambiente seguindo a reagao por TLC [acetato de
etilo-éter de petrdleo (1:1)]. Apds todo o reagente ter sido consumido, adicionou-se
TMG (2%) e deixou-se em agitacdo seguindo a reacdo por TLC [acetato de etilo-éter de
petréleo (1:1)]. Terminada a reacdo evaporou-se o solvente e dissolveu-se em acetato
de etilo (100 mL) e lavou-se com uma solu¢do de KHSO4 (1 mol/L), com uma solugdo de
NaHCOs (1 mol/L) e com uma solugdo saturada de NaCl (3x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressao reduzida para dar o composto com um rendimento de 89%. Por recristalizagao
com éter etilico e n-hexano obteve-se um solido branco com um rendimento de 60%.

p.f. = 75-76°C

IHRMN (400 MHz, CDCl3): & = 1,43 [s, 9H, C(CHs)3], 1,51 [s, 6H, C(CHs)2], 3,83 (s,
3H, OCH3), 4,92 (s, 1H, NH-Aib), 5,89 (d, 1H, J = 1,2 Hz, BCH2), 6,60 (s, 1H, BCH2), 8,67 (s,
1H, NH-AAla) ppm.
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13CRMN (100,6 MHz, CDCl3): & = 25,55 [C(CHs)2], 28,18[C(CH3)3], 52,84 (OCHs),
57,52 [C(CHs)2], 80,58 [C(CH3)s], 108,45 (BCH,), 130,99 (aC), 154,39 (C=0), 164,50 (C=0),
173,42 (C=0) ppm.

MS (ESI) Calculado para C13H22N20sNa 371,17; Obtido 371,18.

4.4.3 Sintese de Boc-Aib-AAbu-OMe 2¢

Pty

Dissolveu-se Boc-Aib-L-Thr-OMe (3,0 mmol, 0,95 g) em ACN seco (10 mL) e

adicionou-se Boc,;0 (3,0 mmol, 0,65 g), DMAP (0,3 mmol, 0,04 g, 0,1 equivalentes) e
deixou-se em agitacdo a temperatura ambiente seguindo a reacdo por TLC [acetato de
etilo-éter de petréleo (1:1)]. Apds todo o reagente ter sido consumido adicionou-se TMG
(2%) e deixou-se em agitacdo seguindo a reacdo por TLC [acetato de etilo-éter de
petréleo (1:1)]. Terminada a reagdo evaporou-se o solvente e dissolveu-se em acetato
de etilo (100 mL) e lavou-se com uma solu¢do de KHSO4 (1 mol/L), com uma solugdo de
NaHCOs (1 mol/L) e com uma solugdo saturada de NaCl (3x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressao reduzida para dar o composto com um rendimento de 88%. Por recristalizagao
com acetato de etilo e n-hexano obteve-se um sélido branco com um rendimento de
35%.

p.f. =120-122°C

IHRMN (400 MHz, CDCls): & = 1,45 [s, 9H, C(CHs)s], 1,55 [s, 6H, C(CH3)2], 1,79 (d,
3H, J = 6,4 Hz, yCH3), 3,75 (s, 3H, OCHs), 4,94 (s, 1H, NH-Aib), 6,79 (g, 1H, J=6,8 Hz e J =
7,2 Hz, BCH), 7,86 (s, 1H, NH-AAbu) ppm.

13CRMN (100,6 MHz, CDCl3): & = 14,44 (yCHs), 24,93 [C(CH3)2], 25,60 [C(CH3)s],
49,11 (BCH), 52,20 (OCHs), 57,11 [C(CH3)2], 80,34 [C(CH3)3], 126,14 (aC), 154,68 (C=0),
164,90 (C=0), 172,78 (C=0) ppm.

MS (ESI) Calculado para C14H24N,0sNa 323,17; Obtido 323,16.
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4.4.4 Sintese de Boc-Aib-APhe-OMe 2d

Dissolveu-se Boc-Aib-D,L-Phe(B-OH)-OMe (3,69 mmol, 1,27 g) em ACN seco (10
mL) e adicionou-se Boc,O (3,69 mmol, 0,80 g), DMAP (0,369 mmol, 0,045 g, 0,1
equivalentes) e deixou-se em agitacao a temperatura ambiente seguindo a reagdo por
TLC [acetato de etilo-éter de petréleo (1:1)]. Apds todo o reagente ter sido consumido
adicionou-se o0 TMG (2%) e deixou-se em agitacdo seguindo a reacdo por TLC [acetato
de etilo-éter de petréleo (1:1)]. Terminada a reacdao evaporou-se o solvente e
dissolveu-se em acetato de etilo (100 mL) e lavou-se com uma solugdao de KHSOa (1
mol/L), com uma solugdo de NaHCOs (1 mol/L) e com uma solugdo saturada de NaCl
(3x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressdo reduzida para dar o composto com um rendimento de 85%. Por recristalizacdo
com acetato de etilo e n-hexano obteve-se um sélido branco com um rendimento de
62%.

p.f. = 158-160°C

IHRMN (400 MHz, CDCl3): & = 1,47 [s, 9H, C(CHs)s], 1,56 [s, 6H, C(CHs)2], 3,83 (s,
3H, OCH3s), 4,97 (s, 1H, NH-Aib), 6,15 (s, 1H, BCH), 7,30-7,54 (m, 5H, Ar-H), 8,20 (s, 1H,
NH-APhe) ppm.

13CRMN (100,6 MHz, CDCl3): & = 22,58 [C(CH3)2], 25,30 [C(CH3)s], 44,11 (BCH),
52,54 (OCHs), 57,22 [C(CHs)2], 80,51 [C(CHs)3], 124,15 (aC), 128,45 (CH-Ar), 129,28
(CH-Ar), 129,83 (CH-Ar), 133,78 (C-Ar), 154,87 (C=0), 165,73 (C=0), 173,11 (C=0) ppm.

MS (ESI) Calculado para Ci19H26N20sNa 385,42; Obtido 385,22.
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4.4.5 Sintese de Z-Aib-AAbu-OMe 2e

Dissolveu-se Z-Aib-L-Thr-OMe (3,8 mmol, 1,35 g) em ACN seco (10 mlL) e

adicionou-se Boc,0 (3,8 mmol, 0,83 g), DMAP (0,38 mmol, 0,05 g, 0,1 equivalentes) e
deixou-se em agitacdo a temperatura ambiente seguindo a reagao por TLC [acetato de
etilo-éter de petréleo (1:1)]. Apds todo o reagente ter sido consumido adicionou-se TMG
(2%) e deixou-se em agitacdao seguindo a reagdo por TLC [acetato de etilo-éter de
petrdleo (1:1)]. Terminada a reacdo evaporou-se o solvente e dissolveu-se em acetato
de etilo (100 mL) e lavou-se com uma solu¢do de KHSO4 (1 mol/L), com uma solugéo de
NaHCOs (1 mol/L) e com uma solugdo saturada de NaCl (3x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressdo reduzida. Obteve-se um 6leo com um rendimento de 69%, cujo espectro de
HRMN estava de acordo com o descrito.”’

IHRMN (400 MHz, CDCls): & = 1,54 [s, 6H, C(CHs)2], 1,60 (d, 3H, yCH3), 3,76 (s, 3H,
OCHs), 5,10 (s, 2H, CHz), 5,27 (s, 1H, NH-Aib), 6,81 (g, 1H, J = 7,2 Hz e J = 14,4 Hz, BCH),
7,27-7,36 (m, 5H, Ar-H), 7,70 (s, 1H, NH-AAbu) ppm.

4.5 Sintese de derivados B-bromados

4.5.1 Sintese de Boc-Phe-AAla(B,B-Br)-OMe 3a
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Dissolveu-se Boc-Phe-AAla-OMe (2,50 mmol, 0,87 g) em DCM (50 mlL) e

Irz

adicionou-se NBS (6,00 mmol, 1,11 g, 2,4 equivalentes) deixou-se em forte agitacdo e
protegido da luz, a temperatura ambiente durante 16 horas seguindo a reacao por TLC

[éter etilico-éter de petrdleo (1:1)]. Apds todo o reagente ter sido consumido
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adicionou-se EtsN (7,50 mmol, 0,52 mL, 3,0 equivalentes) e deixou-se em forte agitacao
durante 1 hora seguindo a reagdo por TLC [éter etilico-éter de petrdleo (1:1)]. Terminada
a reagdo adicionou-se mais 50 mL de DCM e lavou-se com uma solugdo de KHSOs (1
mol/L), com uma solugdo de NaHCOs (1 mol/L) e com uma solugdo saturada de NaCl
(3x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressdo reduzida para dar o composto com um rendimento de 87%. Por purificacdo por
cromatografia em coluna [éter etilico-éter de petrdleo (3:1)] obteve-se um sélido branco
com um rendimento de 70%.

IHRMN (400 MHz, CDCl3): & = 1,43 [s, 9H, C(CHs)3], 3,07-3,17 (m, 2H, BCH2-Phe),
3,87 (2s, 3H, OCHs), 4,44 (d, 1H, J = 6,0 Hz, aCH-Phe), 4,89 (s, 1H, NH-Phe), 7,21-7,36 (m,
5H, Ar-H), 8,05 [s, 1H, NH-AAla(j,B-Br)] ppm.

13CRMN (100,6 MHz, CDCl3): 6 = 28,22 [C(CH3)s], 36,94 (BCH2-Phe), 53,06 (OCH3),
55,42 (aCH-Phe), 81,13 [C(CHs)s], 85,75 [BC-AAla(B,B-Br)], 127,25 (CH-Ar), 128,90
(CH-Ar), 129,26 (CH-Ar), 131,92 (C-Ar), 136,01 (aC-AAla), 155,73 (C=0), 162,29 (C=0),
168,74 (C=0) ppm.

4.5.2 Sintese de Boc-Aib-AAla(B,B3-Br)-OMe 3b
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Dissolveu-se Boc-Aib-AAla-OMe (1,12 mmol, 0,32 g) em DCM (50 mL) e

adicionou-se NBS (2,69 mmol, 0,50 g, 2,4 equivalentes) deixou-se em forte agitacdo e
protegido da luz, a temperatura ambiente durante 16 horas seguindo a reacao por TLC
[éter etilico-éter de petrdleo (1:1)]. Apds todo o reagente ter sido consumido
adicionou-se Et3N (3,36 mmol, 0,23 mL, 3,0 equivalentes) e deixou-se em forte agitacdo
durante 1 hora seguindo a reacdo por TLC [éter etilico-éter de petrdleo (1:1)]. Terminada
a reacdo adicionou-se mais 50 mL de DCM e lavou-se com uma solucdo de KHSO4 (1
mol/L), com uma solu¢do de NaHCOs3 (1 mol/L) e com uma solugdo saturada de NaCl

(3%x30 mL cada).

72




Capitulo 4. Parte experimental

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressao reduzida para dar o composto com um rendimento de 67%. Por purificagdo por
cromatografia em coluna [éter etilico-éter de petrdleo (1:1)] obteve-se um sélido branco
com um rendimento de 43%.

p.f. = 138-140°C

HRMN (400 MHz, CDCls): 6 = 1,46 [s, 9H, C(CHs)3], 1,51 [s, 6H, C(CH3)2], 3,87 (s,
3H, OCHs), 4,87 (s, 1H, NH-Aib), 8,95 [s, 1H, NH-AAla(B,B-Br)] ppm.

13CRMN (100,6 MHz, CDCls): & = 25,34 [C(CH3)2], 28,27 [C(CH3)s], 52,97 (OCH3),
57,00 [C(CH3s)2], 81,30 [C(CH3)3], 132,79 (aC), 155,04 (C=0), 162,67 (C=0), 171,84 (C=0)
ppm.

MS (ESI) Calculado para Ci3Hz0 BraN2OsNa 467,12; Obtido 466,99.

4.5.3 Sintese de Boc-Aib-Z-AAbu(B-Br)-OMe 3c

Br
(@]
H
O\H/N N O\
H
o (@]

Dissolveu-se Boc-Aib-AAbu-OMe (0,82 mmol, 0,26 g) em DCM (25 mlL) e

adicionou-se NBS (0,98 mmol, 0,17 g, 1,2 equivalentes) deixou-se em forte agitacdo e
protegido da luz, a temperatura ambiente durante 16 horas seguindo a reacdo por TLC
[éter etilico-éter de petrdleo (1:1)]. Apds todo o reagente ter sido consumido
adicionou-se EtsN (1,23 mmol, 0,17 mL, 1,5 equivalentes) e deixou-se em forte agitacao
durante 1 hora seguindo a reagdo por TLC [éter etilico-éter de petrdleo (1:1)]. Terminada
a reacdo adicionou-se mais 50 mL de DCM e lavou-se com uma solucdo de KHSO4 (1
mol/L), com uma solu¢do de NaHCOs3 (1 mol/L) e com uma solugdo saturada de NaCl
(3%x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressao reduzida para dar o composto com um rendimento de 82%. Por purificagdo por
cromatografia em coluna [éter etilico-éter de petrdleo (1:1)] obteve-se um sélido branco
com um rendimento de 44%.

p.f. = 105-107°C
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HRMN (400 MHz, CDCls): 6 = 1,46 [s, 9H, C(CHs)3], 1,52 [s, 6H, C(CH3)2], 2,53 (s,
3H, yCHs), 3,80 (s, 3H, OCH3s), 4,88 (s, 1H, NH-Aib), 8,59 [s, 1H, NH-AAbu(B-Br)] ppm.

13CRMN (100,6 MHz, CDCls): & = 24,50 (yCHs), 27,87 [C(CHs)2], 28,31 [C(CHs)s],
35,52 (BC), 52,51 (OCHs), 56,87 [C(CH3)2], 84,67 [C(CH3)s3], 127,34 (aC), 154,80 (C=0),
163,06 (C=0), 172,73 (C=0) ppm.

MS (ESI) Calculado para C14H23BrN2OsNa 402,25; Obtido 401,09.

4.5.4 Sintese de Boc-Aib-Z-APhe(-Br)-OMe 3d

Dissolveu-se Boc-Aib-APhe-OMe (1,10 mmol, 0,40 g) em DCM (50 mL) e
adicionou-se NBS (1,32 mmol, 0,23 g, 1,2 equivalentes) deixou-se em forte agitacdo e
protegido da luz, a temperatura ambiente durante 16 horas seguindo a reagao por TLC
[éter etilico-éter de petrdleo (1:1)]. Apds todo o reagente ter sido consumido
adicionou-se EtsN (1,65 mmol, 0,23 mL, 1,5 equivalentes) e deixou-se em forte agitacao
durante 1 hora seguindo a reagdo por TLC [éter etilico-éter de petrdleo (1:1)]. Terminada
a reagao adicionou-se mais 50 mL de DCM e lavou-se com uma solugdo de KHSO4 (1
mol/L), com uma solugdo de NaHCOs (1 mol/L) e com uma solugdo saturada de NaCl
(3%x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressao reduzida para dar o composto com um rendimento de 80%. Obteve-se com um
rendimento de 50%, apods purificagdo por cromatografia em coluna [éter etilico-éter de
petrdleo (2:1)] e em seguida recristalizou-se o composto obtido com acetato de etilo e
n-hexano obteve-se um solido branco com um rendimento de 22%.

p.f. =167-169°C

IHRMN (400 MHz, CDCl3): 6 = 1,57 [s, 9H, C(CH3)s], 1,60 [s, 6H, C(CHs).], 3,52 (s,
3H, OCH3), 4,86 (s, 1H, NH-Aib), 7,32-7,37 (m, 5H, Ar-H), 8,74 [s, 1H, NH-APhe(B-Br)]

ppm.
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13CRMN (100,6 MHz, CDCl3): & = 25,46 [C(CH3)2], 28,34 [C(CH3)3], 52,44 (OCH3),
57,04 [C(CHs)2], 81,01 [C(CH3)s], 116,60 (aC), 128,22 (CH-Ar), 128,95 (CH-Ar), 129,23
(CH-Ar), 137,24 (C-Ar), 154,84 (C=0), 163,46 (C=0), 172,73 (C=0) ppm.

MS (ESI) Calculado para C19H25BrN2OsNa 464,32; Obtido 463,15.

4.5.5 Sintese de Z-Aib-Z-AAbu(B-Br)-OMe 3e

Iz

() (0]

Dissolveu-se Z-Aib-AAbu-OMe (1,2 mmol, 0,40 g) em DCM (25 mL) e adicionou-se
NBS (1,2 mmol, 0,25 g, 1,2 equivalentes) deixou-se em forte agitacdo e protegido da luz,
a temperatura ambiente durante 16 horas seguindo a reacdo por TLC [éter etilico-éter
de petréleo (1:1)]. Apds todo o reagente ter sido consumido adicionou-se EtsN (1,2
mmol, 0,25 mL, 1,5 equivalentes) e deixou-se em forte agitacdo durante 1 hora seguindo
a reacao por TLC [éter etilico-éter de petrdleo (1:1)]. Terminada a reacdo adicionou-se
mais 50 mL de DCM e lavou-se com uma solugdo de KHSO4 (1 mol/L), com uma solugdo
de NaHCOs3 (1 mol/L) e com uma solugdo saturada de NaCl (3x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressao reduzida para dar o composto com um rendimento de 92%. Por purificagdo por
cromatografia em coluna [éter etilico- éter de petréleo (1:1)] obteve-se um sdlido
branco com um rendimento de 70%.

p.f. =105-107°C

HRMN (400 MHz, CDCl3): & = 1,56 [s, 6H, C(CH3)2], 2,54 [s, 3H, yCH3], 3,78 (s, 3H,
OCHs), 5,11 (d, 2H, J = 7.6 Hz, CH), 5,33 (s, 1H, NH-Aib), 7,31-7,35 (m, 5H, Ar-H), 8,16 [s,
1H, NH-AAbu(B-Br)] ppm.

13CRMN (100,6 MHz, CDCl3): & = 24,54 [C(CH3)2], 25,20 (yCHs), 52,48 (OCH3s),
56,99 [C(CH3).], 81,30 (CH), 124,26 (aC ou BC), 126,96 (aC ou BC), 128,03 (CH-Ar),
128,17 (CH-Ar), 128,24 (CH-Ar), 128,51 (CH-Ar), 135,90 (C-Ar), 155,16 (C=0), 162,85
(C=0), 172,43 (C=0) ppm.
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4.6 Sintese de Boc-Aib-AAla(B,B-Ph)-OMe e Boc-Aib-Z-AAbu(B-Ph)-OMe

4.6.1 Sintese de Boc-Aib-AAla(B,B-Ph)-OMe 4b

CgH CgH
s 6M5
N
\’/OW O\
O 0]

4.6.1.1 Sintese de Boc-Aib-AAla(B,B-Ph)-OMe a partir de Boc-Aib-AAla(3,8-Br)-OMe

Iz

Dissolveu-se Boc-Aib-AAla(B,B-Br)-OMe (0,26 mmol, 0,12 g) em THF/H20 (1:1) e
adicionou-se acido fenilbordnico (0,79 mmol, 0,10 g, 3,0 equivalentes), PdCl.dppf CH2Cl,
(1:1) (0,026 mmol, 0,02 g, 10 mol%), Cs,CO3 (0,73 mmol, 0,24 g, 2,8 equivalentes) e
deixou-se em agitacdo a 90°C durante 3 horas, seguindo a reacao por TLC [éter
etilico-éter de petréleo]. Terminada a reacdo evaporou-se o solvente e dissolveu-se em
acetato de etilo (100 mL) A fase organica foi, sucessivamente, lavada com 4gua e
comuma solucdo saturada de NaCl (2x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressdo reduzida para dar o composto com rendimento quantitativo. Por purificacdo
por cromatografia em coluna [éter etilico-éter de petrdleo (1:2)] obteve-se um sélido

branco com um rendimento de 47%.

4.6.1.2 Sintese de Boc-Aib-AAla(B,B-Ph)-OMe a partir de Boc-Aib-Z-APhe(B-Br)-OMe

Dissolveu-se Boc-Aib-APhe(B-Br)-OMe (0,23 mmol, 0,10 g) em THF/H,0 (1:1) e
adicionou-se acido fenilbordénico (0,35 mmol, 0,04 g, 1,5 equivalentes), PdCl.dppf CH2Cl,
(2:1) (0,023 mmol, 0,02 g, 10 mol%), Cs2CO3 (0,32 mmol, 0,10 g, 1,4 equivalentes) e
deixou-se em agitacdo a 90°C durante 3 horas, seguindo a reacdo por TLC [éter
etilico-éter de petrdleo]. Terminada a reacdo evaporou-se o solvente e dissolveu-se em
acetato de etilo (100 mL) A fase organica foi, sucessivamente, lavada com agua e com
uma solucdo saturada de NaCl (2x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a

pressdo reduzida para dar o composto com rendimento quantitativo. Por purificacdo
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por cromatografia em coluna [éter etilico- éter de petréleo (1:2)] obteve-se um soélido
branco com um rendimento de 74%.

p.f. = 109-111°C

IHRMN (400 MHz, DMSO-ds): & = 1,28 [s, 9H, C(CHs)s], 1,37 [s, 6H, C(CH3).], 3,80
(s, 3H, OCHs), 6,73 (s, 1H, NH-Aib), 6,98-7,90 (m, 10H, Ar-H), 8,98 [s, 1H,
NH-AAla(B,B-Ph)] ppm.

13CRMN (100,6 MHz, DMSO-ds): & = 24,61 [C(CHs)2], 28,27 [C(CH3)s], 51,79
(OCHs), 55,66 [C(CH3)2], 78,24 [C(CH3)s], 125,98 (aC), 126,02 (BC), 126,75 (CH-Ar), 127,73
(CH-Ar), 127,86 (CH-Ar), 128,03 (CH-Ar), 128,10 (CH-Ar), 128,24 (CH-Ar), 128,53 (CH-Ar),
128,93 (CH-Ar), 129,77 (CH-Ar), 130,23 (CH-Ar), 138,77 (C-Ar), 140,11 (C-Ar), 154,41
(C=0), 162,15 (C=0), 165,92 (C=0) ppm.

MS (ESI) Calculado para C2sH3oN20sNa 461,52; Obtido 461,25.

4.6.2 Sintese de Boc-Aib-Z-AAbu(B-Ph)-OMe 4c

CgH
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Dissolveu-se Boc-Aib-Z-AAbu(B-Br)-OMe (0,5 mmol, 0,19 g) em THF/H,0 (1:1) e
adicionou-se acido fenilbordnico (0,75 mmol, 0,09 g, 1,5 equivalentes), PdCl.dppf'CHCl,
(1:1) (0,05 mmol, 0,04 g, 10 mol%), Cs,COs3 (0,7 mmol, 0,23 g, 1,4 equivalentes) e
deixou-se em agitacdo a 90°C durante 3 horas, seguindo a reacdo por TLC [éter
etilico-éter de petrdleo]. Terminada a rea¢do evaporou-se o solvente e dissolveu-se em
acetato de etilo (100 mL) A fase organica foi, sucessivamente, lavada com agua e com
uma solucdo saturada de NaCl (2x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressdo reduzida para dar o composto com rendimento quantitativo. Por purificacdo
por cromatografia em coluna [éter etilico- éter de petrdleo (1:1)] obteve-se um sdlido
branco com um rendimento de 72%.

p.f. = 140-142°C
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HRMN (400 MHz, CDCls): 6 = 1,49 [s, 9H, C(CHs)3], 1,58 [s, 6H, C(CH3)2], 2,29 (s,
3H, yCHs), 3,43 (s, 3H, OCHs), 4,92 (s, 1H, NH-Aib), 7,19-8,27 (m, S5H, Ar-H), 8,50 [s, 1H,
NH-AAbu(B-Ph)] ppm.

13CRMN (100,6 MHz, CDCl3): & = 21,25 (yCHs), 25,49 [C(CHs)2], 28,29 [C(CH3)s],
51,66 (OCHs), 56,54 [C(CHs).], 57,03 [C(CH3)3], 123,40 (aC ou BC), 124,10 (aC ou BC),
128,03 (CH-Ar), 130,94 (CH-Ar), 133,74 (CH-Ar), 140,96 (C-Ar), 155,22 (C=0), 165,77
(C=0), 173,09 (C=0) ppm.

MS (ESI) Calculado para CaoH2sN20s5Na 399,20; Obtido 399,23.

4.7 Sintese de ésteres metilicos de N-(terc-butiloxicarbonil)-aminoacido

4.7.1 Sintese de Boc-L-Ser-OMe 5h

OH

Dissolveu-se éster metilico da L-serina (10 mmol, 1,55g) em DCM (50 mL) e
adicionou-se EtsN (22 mmol, 3,06 mL, 2,2 equivalentes). Arrefeceu-se a mistura num
banho de gelo e sal e adicionou-se lentamente Boc;O (11 mmol, 2,10 g, 1,1
equivalentes). Deixou-se a mistura em agitacdo a temperatura ambiente durante cerca
de 24 horas. Terminada a reacdo a mistura foi filtrada e evaporou-se o solvente. Em
seguida dissolveu-se em acetato de etilo (100 mL) e lavou-se com uma solucdo de KHSO4
(1 mol/L), com uma solugdo de NaHCOs3 (1 mol/L) e com uma solucdo saturada de NaCl
(3%x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressdo reduzida. Obteve-se um dleo com um rendimento de 62%, cujo espectro de
HRMN estava de acordo com o descrito.>

'HRMN (400 MHz, DMSO-de): 6 = 1,53 [s, 9H, C(CHs)s], 3,80 (s, 3H, OCHa),
3,90-4,00 (m, 3H, BCH; + aCH), 4,37 (s largo, 1H, NH) ppm.
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4.7.2 Sintese de Boc-AAla-OMe 6h

Dissolveu-se Boc-L-Ser-OMe (8,88 mmol, 1,95 g) em ACN seco (10 mL) e
adicionou-se Boc;0 (8,88 mmol, 1,94 g), DMAP (0,89 mmol, 0,11 g, 0,1 equivalentes) e
deixou-se em agitacdo a temperatura ambiente seguindo a reagao por TLC [acetato de
etilo-éter de petréleo (1:1)]. Apds todo o reagente ter sido consumido, adicionou-se
TMG (2%) e deixou-se em agitagdo seguindo a reagao por TLC [acetato de etilo-éter de
petréleo (1:1)]. Terminada a reacdo evaporou-se o solvente e dissolveu-se em acetato
de etilo (100 mL) e lavou-se com uma solu¢do de KHSO4 (1 mol/L), com uma solucdo de
NaHCOs (1 mol/L) e com uma solugdo saturada de NaCl (3x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressdo reduzida. Obteve-se um 6leo com um rendimento de 42%, cujo espectro de
HRMN estava de acordo com o descrito.®

IHRMN (400 MHz, DMSO-ds): & = 1,48 [s, 9H, C(CHs)s], 3,84 (s, 3H, OCH3), 5,73 (s,
1H, BCH>), 6,16 (s, 1H, BCH3), 7,01 (s, 1H, NH) ppm.

4.7.3 Sintese de Boc-AAla(B,B-Br)-OMe 7h

0]
o N
O
Br Br

Dissolveu-se Boc-AAla-OMe (3,71 mmol, 0,75 g) em DCM (50 mL) e adicionou-se

NBS (8,90 mmol, 1,58 g, 2,4 equivalentes) deixou-se em forte agitacdo e protegido da
luz, a temperatura ambiente durante 16 horas seguindo a reacdo por TLC [éter
etilico-éter de petrdleo (1:1)]. Apds todo o reagente ter sido consumido adicionou-se
EtsN (11,13 mmol, 1,55 mL, 3,0 equivalentes) e deixou-se em forte agitacdo durante 1
hora seguindo a reacdo por TLC [éter etilico-éter de petréleo (1:1)]. Terminada a reac¢do

evaporou-se o solvente e dissolveu-se em DCM (100 mL) e lavou-se com uma solucdo
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de KHSO4 (1 mol/L), com uma solucdo de NaHCOs3 (1 mol/L) e com uma solugdo saturada
de NaCl (3x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a
pressao reduzida. Por purificagdo por cromatografia em coluna [éter etilico-éter de
petréleo (1:1)] obteve-se um sdélido branco com um rendimento de 80%, cujo espectro
de 'HRMN estava de acordo com o descrito.8!

HRMN (400 MHz, CDCl3): 6 = 1,47 [s, 9H, C(CH3)s], 3,89 (s, 3H, OCHs), 6,37 (s, 1H,

NH) ppm.

4.8 Tentativa de sintese de ésteres metilicos de

N-(terc-butiloxicarbonil)-dipéptidos

4.8.1 Tentativa de sintese de Boc-AAla-Aib-OMe 2f

0
H
OTN q O
H
o 0

Dissolveu-se Boc-L-Ser-Aib-OMe (5,0 mmol, 1,46 g) em ACN seco (10 mL) e

adicionou-se Boc;0O (5,0 mmol, 1,09 g), DMAP (0,5 mmol, 0,06 g, 0,1 equivalentes) e
deixou-se em agitacdo a temperatura ambiente seguindo a reagao por TLC [acetato de
etilo-éter de petrdleo (1:1)]. Apds todo o reagente ter sido consumido, adicionou-se
TMG (2%) e deixou-se em agitacdo seguindo a reacdo por TLC [acetato de etilo-éter de
petréleo (1:1)]. Terminada a reacdo evaporou-se o solvente e dissolveu-se em acetato
de etilo (100 mL) e lavou-se com uma solu¢do de KHSO4 (1 mol/L), com uma solucdo de
NaHCOs (1 mol/L) e com uma solugdo saturada de NaCl (3x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a

pressdo reduzida e obteve-se um dleo transparente.
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4.8.2 Tentativa de sintese do Boc-AAbu-Aib-OMe 2g

iy

Dissolveu-se Boc-L-Thr-Aib-OMe (5,0 mmol, 1,59 g) em ACN seco (10 mL) e

adicionou-se Boc;0 (5,0 mmol, 1,09 g), DMAP (0,5 mmol, 0,06 g, 0,1 equivalentes) e
deixou-se em agitacdo a temperatura ambiente seguindo a reagao por TLC [acetato de
etilo-éter de petrdleo (1:1)]. Apds todo o reagente ter sido consumido, adicionou-se
TMG (2%) e deixou-se em agitacdo seguindo a reacdo por TLC [acetato de etilo-éter de
petréleo (1:1)]. Terminada a reagdo evaporou-se o solvente e dissolveu-se em acetato
de etilo (100 mL) e lavou-se com uma solu¢do de KHSO4 (1 mol/L), com uma solugdo de
NaHCOs (1 mol/L) e com uma solugdo saturada de NaCl (3x30 mL cada).

A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a

pressao reduzida e obteve-se um éleo transparente.

4.8.3 Tentativa de sintese de Boc-AAla(B,B-Br)-OH 8h

(@)
H
(@) N
\n/ | OH
O
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Dissolveu-se Boc-AAla(B,B-Br)-OMe (2,64 mmol, 0,95 g) em dioxano (13,2 mL) e

adicionou-se NaOH (1 mol/L) (8 mL). Deixou-se a mistura em agitacdo a temperatura
ambiente, seguindo a reacao por TLC [éter etilico-éter de petrdleo (1:1)].

Terminada a reac¢do acidificou-se com KHSO4 (1 mol/L) paraum pHentre2e 3 e
extraiu-se com acetato de etilo (3x10 mL). Recolheu-se as fases organicas e foram secas
com sulfato de magnésio anidro e levadas a secura a pressdo reduzida. Obteve-se um

solido branco.
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Tabela de Rendimentos dos derivados de dipéptidos com Aib no N-terminal
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Anexo 2: Espetro de RMN de 'H, 400 MHz em CDCls, do composto 3a
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Anexo 3: Espetro de RMN de 'H, 400MHz em CDCls, do composto 3¢
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Anexo 4: Espetro de RMN de H, 400MHz em CDCls, do composto 3d
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Anexo 5: Espetro de RMN de *H, 400MHz em CDCls, do composto 4c
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