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RESUMO

O objectivo deste trabalho consistiu na sintese de N-glicopéptidos
fluorescentes com potencial actividade biolégica.

Inicialmente preparou-se uma glucosilamina a qual foi ligada a corantes,
aminoacidos e a péptidos pela posicdo anomérica, originando uma ligagdo amida entre
0 acgucar e o grupo carboxilico do composto a ligar.

Sintetizou-se o péptido Gly-Phe-Pro por sintese sequencial e foram ainda feitas
tentativas de preparacdo de um glicopéptido fluorescente por sintese convergente.

Como unidades fluorescentes utilizaram-se os corantes &cido 4-(nafto[1,2-d]
[1,2,3]triazol-2-il)benzdico e o acido cumarina-3-carboxilico, anteriormente estudados
pelo nosso grupo de investigacao, que foram ligados a glucosilamina, a glicina ou a
extremidade glicina do péptido Gly-Phe-Pro.

Foi realizada a desproteccdo do aguUcar ligado aos fluoréforos e também
quando ligado a péptidos fluorescentes por um método catalitico em condi¢bes
moderadas.

A formacdo da ligacdo amida foi realizada em solugcdo por métodos
convencionais usados em sintese peptidica.

Na pesquisa de novos fluoréforos foram feitos estudos com corantes
vinilsulfénicos tendo sido sintetizado um composto pela ligacdo de um corante deste
tipo a cisteina.

Foram realizadas reac¢des de aza-Michael com a metilvinilsulfona comercial e
com um precursor de um corante vinilsulfénico.

Os compostos foram purificados por cromatografia em coluna e/ou

recristalizagéo e caracterizados pelas técnicas analiticas habituais.
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ABSTRACT

The aim of this work was the synthesis of fluorescent N-glycopeptides with
potential biological activity.

The project began with the synthesis of a glucosylamine that was used to
perform amide linkage by the anomeric position with a carboxylic group from dyes,
amino acids or peptides.

The tripeptide Gly-Phe-Pro was synthesised by sequential approach. Several
attempts were carried out in order to prepare a fluorescent glycopeptide by convergent
synthesis methodology.

4-(naphtho[1,2-d] [1,2,3]triazol-2-yl)benzoic and cumarine-3-carboxylic acids
were used as fluorophores. These compounds were previously studied by our research
team. In the present work they were reacted with the glucosylamine mentioned above,
with glycine and with Gly-Phe-Pro by the glycine unit.

Removal of the acetyl groups from sugar moiety was carried out by a catalytic
method under mild conditions.

All reactions involving the formation of an amide bond were performed using the
conventional methods of peptide synthesis.

Some studies were done using vinyl sulphonic dyes. A new compound was
prepared by reaction with cysteine.

Several products were prepared by aza-Michael reactions using methyl vinyl
sulphone and a precursor of a vinyl sulphonic dye as acceptors.

All new compounds were purified by column chromatography and/or

recrystallisation and fully characterized by the usual analytical techniques.
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Introducaao

1- ALGUMAS MOLECULAS QUE FIZERAM HISTORIA

Desde a pré-histéria que o homem utiliza compostos organicos, de origem
animal ou vegetal, e as suas reacc¢des com diversos fins. No antigo Egipto usavam o
indigo 1, extraido da planta do mesmo nome (fig. 1) e a alizarina 2 como corantes, e 0
famoso purpura real 3, utilizado pelos fenicios, era também uma substancia organica

proveniente de moluscos (fig. 2).

© New, Daal Films, Inc.

Figura 1. Planta do indigo, pigmento e plantacéo®

O OH
I l OH
(0]
1 - indigo 2 - Alizarina
2,2'-Bis(2,3-di-hidro-3-oxoindolilideno) 1,2-di-hidroxi-9,10-antracenodiona

Figura 2. Murex brandaris

Universidade do Minho 2



Introducaao

3 - Parpura Real

6,6'-dibromoindigo

A fermentacdo das uvas para produzir alcool etilico e as propriedades
alcoodlicas do vinho sédo descritas na Biblia e, provavelmente, eram ja conhecidas
anteriormente®. No entanto, a Quimica Organica como ciéncia tem menos de 200 anos
e a producao industrial de compostos organicos teve o0 seu grande desenvolvimento
durante o século XX. Entre os varios ramos da Industria Quimica podem salientar-se a
producdo de corantes e farmacos, compostos que aparentemente se encontram em
extremos opostos do espectro industrial, mas que no fundo estédo intimamente ligados.
Apesar da sintese quimica tradicional nas duas areas ser fundamentalmente diferente,
assim como o0s conceitos no que diz respeito a pureza do produto, a relacdo aparece
guando se constata que a Indastria Farmacéutica surge a partir da industria dos

corantes exactamente antes da Il Guerra Mundial®.

Entre os pioneiros que, no século XIX, participaram num projecto de
desenvolvimento de drogas baseadas em corantes encontra-se Christian Gram que
introduziu um método de diferenciacdo de bactérias utilizando corantes sintéticos. A
classificagdo em gram positivas e gram negativas, utilizada até hoje, baseia-se na
diferente coloracéo apresentada pelas bactérias que resulta de grandes diferencas na
estrutura da parede celular. Entre os cientistas que desenvolveram trabalhos nesta
linha est4 Paul Ehrlich que, no final do século XIX, com um trabalho verdadeiramente
revolucionario, verificou que certos corantes apresentam selectividade para os
organismos patologicos. A partir deste trabalho de corantes e pigmentos surgem 0s

termos “ toxicidade selectiva” e “quimioterapia™.

Durante o século XX, nomeadamente durante as | e Il Guerras Mundiais,
utilizaram-se tratamentos com drogas derivadas de corantes, entre 0s quais se
destacaram dois derivados da acridina, proflavina 4 e acriflavina 5, que se revelaram
fundamentais no tratamento dos ferimentos de guerra com resultados muito melhores
gue os obtidos com os antissépticos conhecidos na época. Estes tratamentos eram

referidos como “dye therapy”.
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Ehrlich e seus seguidores fizeram ainda pesquisas no ambito do tratamento de
doencas tropicais com corantes e coloracdo selectiva, particularmente com corantes
azo e seus derivados. Um dos exemplos mais marcantes destes corantes usados em
terapia deve ser seguramente o Prontosil, o primeiro antibidtico antibacteriano
disponivel comercialmente, que foi desenvolvido pela equipa de investigacdo dos
Laboratérios Bayer. A descoberta e o desenvolvimento deste composto, reconhecido
como pro-farmaco para as sulfamidas, e o seu langcamento sob forma clinica iniciou a
chamada “ldade de Ouro dos Antibi6ticos” alguns anos antes do lancamento da
penicilina®. A sulfamidocrisoidina (KI-730) 6 foi inicialmente sintetizada por Joseph
Clarer e Fritz Mietzsch sendo reconhecida como eficaz, para o tratamento de algumas
infeccbes bacterianas importantes em ratos, por Gerhard Domagk, que subsequen-
temente recebeu o Prémio Nobel de Medicina, em 1939, por este trabalho. O Prontosil
resultou de cinco anos de investigacao e testes envolvendo milhares de compostos
relacionados com os corantes azo. Este medicamento foi utilizado em larga escala no

tratamento de varias doencas bacterianas.
H,N

/N
N/

NH,
SO,NH,

6 (Prontosil rubrum)

Como curiosidade pode referir-se que o impressionante sucesso clinico deste
medicamento, com divulgacéo por toda a Europa, comecou principalmente a partir da
noticia da cura, em 1936, de Franklin Delano Roosevelt Jr., filho do entdo Presidente
dos Estados Unidos Franklin Roosevelt, com injec¢Bes hipodérmicas de Prontosil e

doses orais de um modificado de nome Protolyn.
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Apesar de toda a notoriedade alcancada, Domagk nao foi autorizado pelo
regime Nazi alem&o a deslocar-se a Estocolmo para receber o prémio. S6 em 1947
recebeu a medalha, mas em virtude do tempo decorrido ndo p6de receber o prémio

monetario®.

Nos dias de hoje com os problemas decorrentes do uso indiscriminado de
antibiéticos, nomeadamente a resisténcia microbiana as drogas e as mutacdes das
espécies, os investigadores tentam encontrar respostas fora das drogas tradicionais o
gue inclui a utilizacdo de corantes. Além da Terapia Fotodindmica utilizada ja em
varios campos, oftalmoldgicos, oncoldgicos e outros, ha tentativas de utilizacdo de
corantes no combate a outras patologias tais como: a doenca de Hensen (lepra) com
corantes de fenazina 7 e clofazimina 8; o MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus
aureus) no Japao com o violeta de cristal 9; a malaria com azul-de-metileno 10 e
derivados da acridina e mais recentemente a doenca de Creutzfeld-Jacob (nova

variante) conhecida como “doenca das vacas loucas” com corantes azo?.

cl
N
\
/ Y
N N = N
7 - Fenazina
P
N NH

~ 8 - Clofazimina

Cl
N
O \ )
H3C /E I I ]\ ® ~CHs
\N \ﬂl;)l/ _ \N S X N/ c
cl | |
| CH3 CH3
9 - Violeta de cristal (methyl violet 10B) 10 -Azul de metileno
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A utilizacdo dos corantes com fins medicinais tem, no entanto, alguns
problemas associados. Tendo o0s corantes como propriedades Obvias a sua
capacidade para dar cor, a coloracdo da pele dos doentes sujeitos a tratamentos com
estes produtos aparece como primeiro inconveniente tendo ainda de se considerar
sempre a possivel toxicidade destes produtos. Estes inconvenientes dependem das
propriedades fisicas e quimicas dos corantes e ainda da concentracdo em que s&o

utilizados e da forma de administracéo.

Na procura de novas drogas mais eficazes no combate as doencas 0s
investigadores tentam encontrar analogos que, mantendo a actividade caracteristica,
nao se apresentem prejudiciais pois o tratamento de doencas que sdo ainda hoje
responsaveis por uma grande mortalidade, aliada a urgéncia de ultrapassar o
problema da resisténcia bacteriana aos medicamentos, justifica uma investigacéo
aturada neste campo. Um dos aspectos importantes desta investigacao € a procura de
compostos que apresentem, simultaneamente, uma maior eficacia do produto activo e

uma menor toxicidade para proteccdo dos organismos saudaveis.

Diversos compostos, nomeadamente N-glicoconjugados fluorescentes
permitem aliar as propriedades promissoras dos corantes com biomoléculas que
poderdo ser, pelas suas caracteristicas, a parte fundamental de novos medicamentos

no que diz respeito a assimilacdo, eliminacdo pelo organismo e baixa toxicidade.

2 - BIOMOLECULAS

Todas as formas de vida sdo materiais. Isto significa que todos os organismos

vivos s8o constituidos por substancias quimicas organicas e inorganicas*

Apesar da grande diversidade dos organismos vivos e da sua complexa
constituicdo celular, todos eles sdo compostos pelo mesmo tipo de substancias que

realizam os mesmos tipos de funcdes gerais.

As substancias organicas que entram na constituicdo dos seres vivos Sao
normalmente classificadas em quatro grandes grupos: proteinas, &cidos nucleicos,
hidratos de carbono e lipidos. Além destas biomoléculas ha uma substancia
inorgéanica, fundamental para a vida e que ocorre em todos 0s organismos vivos, que é

a agua.
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Apesar de todas as biomoléculas serem importantes as proteinas e os acidos
nucleicos destacam-se pois transportam a informacdo que determina o que acontece

na célula®.

2.1 — PROTEINAS

As proteinas sdo constituintes essenciais de todos 0s organismos vivos uma
vez que estao envolvidas numa grande diversidade de funcdes, tais como regulacéo
do metabolismo, transporte, defesa e catalise, sendo além disso materiais estruturais

de todos eles.

A diversidade funcional exibida por esta classe de biomoléculas esta
directamente relacionada com as possibilidades de combinacdo das unidades

monoméricas que as constituem, os aminoacidos”.

2.1.1- Aminoécidos

Os vinte amino&cidos fundamentais encontrados normalmente nas proteinas
tém todos a mesma estrutura geral. S&o moléculas com um atomo de carbono central,
denominado carbono a, ao qual estdo ligados um grupo amino, um grupo carboxilo,
um atomo de hidrogénio e um radical, cadeia lateral, que determina as diferentes
caracteristicas de cada aminoacido. A excepcéo a esta estrutura comum € a prolina
com um grupo amina secundario formado por um anel fechado entre a cadeia lateral e
0 atomo de azoto da amina. Em virtude desta constituicdo a prolina confere rigidez a

cadeia peptidica porque fica impedida a rotacdo em torno do carbono a.

Além da funcdo primaria como constituintes das proteinas os aminoacidos
desempenham ainda varias funcfes biolégicas. Assim, por exemplo, a glicina, a
serotonina e a melatonina sdo neurotransmissores e a tiroxina € uma hormona. Sao
precursores de moléculas complexas componentes dos nucleétidos e dos acidos

nucleicos e podem ainda actuar como intermediarios metabdlicos.

Em virtude da sua estrutura poder conter um carbono assimétrico, o carbono a,
0s aminoacidos podem apresentar estereoisomeros, com excepg¢do da glicina.
Geralmente os estereoisomeros dos aminoécidos sdo designados por D e L, por

analogia com a estrutura do D-gliceraldeido e do L-gliceraldeido (fig. 3)
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C:ZHO (:: HO
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D-Gliceraldeido L-Gliceraldeido

Figura 3

Nos organismos vivos € frequente encontrar-se apenas uma das formas
isoméricas das moléculas assimétricas e, por exemplo, os aminoacidos constituintes
das proteinas sdo, com raras excepcdes, L-aminoacidos. A quiralidade tem um efeito
profundo nas propriedades estruturais e funcionais das biomoléculas. Uma evidéncia
disto € o facto das enzimas, sendo moléculas quirais, somente se ligarem a substratos
numa das formas enantioméricas. Por exemplo, as proteases, enzimas que degradam
as proteinas por hidrélise da ligacao peptidica, ndo conseguem degradar polipéptidos

sintetizados em laborat6rio compostos por D-amino&cidos.

Os grupos funcionais das moléculas organicas determinam o tipo de reaccdo
em que essas moléculas participam. Os amino&cidos, com 0s seus grupos carboxilo e
amino, podem intervir em numerosas reacc¢des quimicas. Entre estas é de salientar a
formacao da ligacdo peptidica que € a base da formacéo dos polipéptidos, polimeros

lineares de aminoécidos.

2.1.2 — Péptidos

Os péptidos sdo moléculas de constituicdo semelhante a das proteinas mas
mais pequenas. Os termos péptido e proteina sdo usados na literatura um pouco
indiscriminadamente, sendo normalmente aceite que proteina € uma macromolécula

incorporando cerca de 5000 ou mais residuos de aminoacido.

Designa-se por polipéptido qualquer cadeia linear simples de aminoé&cidos,
ligados entre si por ligacdo peptidica, que se estabelece entre o grupo carboxilo
terminal de um aminoécido e o grupo amino terminal de outro aminoacido, com a

libertacdo de uma molécula de 4gua (esquema 1).
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Esquema 1

Uma vez que as ligacdes entre os residuos de aminoacidos sdo ligacbes
simples era previsivel que os péptidos apresentassem variacbes de conformacado
pela rotacdo em torno dessas ligacdes. No entanto verificou-se que a ligacao peptidica
€ rigida e planar em virtude da ligagdo C-N entre os aminoacidos apresentar
caracteristicas parciais de dupla ligacdo®. Por convencdo, o aminoacido com o grupo
amino livre € chamado residuo N-terminal e é escrito a esquerda, e 0 que apresenta o

carboxilo livre é indicado como C-terminal e aparece a direita.

Os polipéptidos tém estruturas tridimensionais bem definidas que séo
consequéncia directa da sequéncia dos aminoacidos constituintes. O numero de
residuos constituinte de um péptido é, por vezes, designado por um prefixo — por
exemplo, tripéptido, trés residuos. Para simplificar a representacdo das estruturas dos
péptidos desenvolveu-se um sistema de formulas abreviadas em que cada aminoécido
tem um cédigo de trés letras, derivado do seu nome trivial. A simplificacdo assim

obtida é ilustrada na figura 4 em que se representa a estrutura completa A e a

abreviatura B da glutationa®.

Glu Cys
A A Cly

NH,

' ||
CH—CH,—CH,;—C——N——CH—C——NH—CH,—C——O0H

o—=cC o} CH,

OH SH
A

B v-Glu-Cys-Gly

Figura 4. Glutationa
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Os péptidos, com estruturas menos complexas que as das proteinas, tém
actividades biologicas importantes, pois intervém na regulacdo de fungbes téo
diversificadas como peso corporal (apetite e assimilacdo), pressdo sanguinea e
sensibilidade a dor. Assim, por exemplo, a glutationa (y-Glu-Cys-Gly) esta envolvida
na sintese do ADN sendo além disso um importante antioxidante em virtude do poder
redutor do grupo S-H da cisteina; a oxitocina (Cys-Tyr-lle-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-
NH, (cisteinas ligadas entre si por uma ligacdo dissulfureto) é responsavel pela
contraccao do utero durante o trabalho de parto e a producao de leite; a vasopressina,
também chamada hormona antidiurética, de estrutura semelhante a oxitocina, mas
onde a isoleucina € substituida por fenilalanina e a leucina por arginina, estimula a
retencdo de agua pelo rim e, sendo um vaso constrictor, aumenta a pressao arterial; a
neuropeptina Y (NPY) e a galanina sédo estimulantes do apetite estando, portanto,

ligadas ao problema da obesidade que &, hoje em dia alvo de muitos estudos”.

A procura de péptidos e proteinas é ja elevada e cresce todos os dias. As
fontes naturais fornecem uma grande variedade mas as quantidades isoladas séo por
vezes minusculas. Assim a sintese quimica peptidica € fundamental para o
desenvolvimento em campos relevantes como a medicina, a engenharia genética e a

biologia molecular®.

2.1.3- Sintese peptidica

Como foi referido anteriormente, a obtencdo de péptidos de fontes naturais
apresenta limitagdes tanto no que diz respeito a pureza dos produtos obtidos como a
guantidade isolada de cada um deles. Assim, a sintese quimica de péptidos possibilita
a caracterizacdo dos compostos, o estudo dos mecanismos moleculares de actuacao
desses compostos e o desenvolvimento de péptidos miméticos. Estes sdo obtidos,
normalmente, a partir da modificacdo de péptidos existentes com vista a alteracdo da
estabilidade ou actividade biol6gica da molécula o que desempenha um papel

importante na pesquisa de compostos para uso terapéutico’.

A formacao da ligacdo amida, que é a etapa chave na sintese peptidica, requer
a activacdo do grupo carboxilo. Como os aminoacidos tém, pelo menos, um grupo
amino e um grupo carboxilo, podem patrticipar em reacc¢des de acilacdo e qualquer
dos compostos pode ser acilado ou actuar como reagente de acilacdo, conduzindo a
uma mistura de polipéptidos. Para evitar esta policondensa¢gdo usam-se aminoacidos

protegidos, deixando activos apenas 0s grupos envolvidos na reaccao desejada.
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A sintese peptidica envolve quatro etapas consecutivas fundamentais:

1 — Protecg¢éao dos grupos funcionais;
2 — Activacéo do grupo carboxilo do componente N-protegido;
3 — Formacdao da ligacéo peptidica;
4 — Remocéao dos grupos protectores.
Assim, para sintetizar uma determinada cadeia peptidica, € necessério
escolher a estratégia de sintese, seleccionar 0s grupos protectores necessarios e o

método de acoplamente mais indicado.

Os grupos protectores tém como funcdo impedir a formacdo de ligacdes
indesejaveis durante a reaccdo e para tal devem apresentar caracteristicas
especificas, tais como: relativa facilidade de introducdo na molécula, estabilidade nas
condicbes de formacdo da ligagdo amida e durante a purificacdo dos produtos
sintetizados, baixa tendéncia para originar fendmenos de racemizacao e, finalmente,
devem ser facilmente removidos no final do processo de sintese, em condi¢cbes que
ndo causem efeitos adversos na restante estrutura nomeadamente mantendo a

integridade dos centros quirais®.

Os grupos protectores utilizados para bloquear a funcdo amina dos
aminoacidos e péptidos podem ser, genericamente: sais, grupos acilo, uretano, alquilo

e arilo.

Os grupos uretano sdo dos mais usados em sintese peptidica pois sdo
efectivos na proteccdo contra a acilacdo e suprimem a racemizacdo. Entre estes

podem destacar-se o benziloxicarbonilo (grupo Z) e o terc-butoxicarbonilo (grupo Boc).

A clivagem do grupo Z pode ser feita por varios métodos mas a hidrogendlise e

reaccdo com brometo de hidrogénio em solu¢do sao os mais usados.

O grupo Boc € resistente a hidrogenacdo catalitica mas é rapidamente
removido com acido. A clivagem do grupo Boc em meio acido envolve a formacéo de
catidbes terc-butilo que se convertem em isobuteno com a saida de um protdo
(esquema 2)®. A presenca destes caties pode facilitar a ocorréncia de reaccdes
secundarias indesejaveis o que pode ser evitado pela adicdo de compostos que

reajam rapidamentes com os catifes durante a sua formacao.
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Esquema 2

A proteccdo da funcdo carboxilo tem como objectivo ndo somente impedir a
reaccdo do grupo carboxilo com o agente acilante como também aumentar a
solubilidade dos reagentes e facilitar a purificacdo dos produtos. Esta proteccdo €
usualmente conseguida por esterificacdo ou através da formacdo de sais, sendo no
entanto a esterificagdo o método mais utilizado. Os ésteres sdo normalmente obtidos
por reaccao entre o derivado do aminoacido e o alcool, em presenca de um &cido
como catalisador. A remocao dos grupos éster faz-se por hidrélise basica como, por
exemplo, os ésteres etilicos e metilicos, ou por hidrélise &cida noutros casos como
com o terc-butilo que, sendo mais sensivel a ac¢cdo dos 4cidos, pode ser removido

com &cido trifluoroacético em diclorometano®.

Tal como foi referido anteriormente a etapa subsequente a proteccdo dos
grupos funcionais é a formacao da ligacdo amida, que envolve a activacdo da funcao
carboxilo do aminoacido N-protegido, seguido do ataque nucleofilico do componente

amino do outro aminodcido (ou péptido) (esquema 3).

/_TZN—R

RCOOH —_— RCOT'X —>» RCONHR + HX

Esquema 3

A activacdo do grupo carboxilo pode ser conseguida pela utilizacdo de
reagentes de acoplamento apropriados. Entre esses reagentes podem referir-se:
haletos de acilo, azidas, anidridos, ésteres activos, carbodiimidas, sais de fosfonio,
sais de uronio, entre outros. Nos ultimos anos tém sido desenvolvidos novos
reagentes de acoplamento o que tem permitido um avanco significativo nas reaccdes
de sintese de péptidos. Um dos aspectos importantes foi a descoberta de supressores

de racemizacédo. A racemizacao pode ocorrer no aminoacido C-terminal no decurso da
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reaccdo de acoplamento devido a ionizacdo do hidrogénio-a e a formacdo de uma
oxazolinona intermédia. Com um reagente que impeca esta racemizacado e outras

reaccoes laterais pode garantir-se a integridade 6ptica dos centros quirais™.

Todos estes reagentes apresentam, como € légico, vantagens e desvantagens
sendo no entanto importante a consideracdo de determinados factores como as

reaccdes laterais, a possibilidade de racemizacéo e o custo.

Entre os agentes de acoplamento mais utilizados estdo as carbodiimidas que
apresentam a vantagem de serem muito simples de utilizar e de baixo custo.
Apresentam, no entanto, o inconveniente da ocorréncia de reac¢des secundarias pois
os intermediarios formados durante a reaccao, as O-acilisoureias, sdo muito reactivos.
As ureias que se formam como subproduto apresentam também alguns problemas de
solubilidade. Para combater estes problemas foi introduzido, com sucesso, o aditivo
1-hidroxibenzotriazole (HOBt) 11 que juntamente com a N,N’-diciclo-hexilcarbodiimida

(DCC) 12 faz diminuir a racemizacdo e aumenta a velocidade da reacc&o™.

N N

N, C © ©: N,

/ N=C=N /

N R
\ N PFg
OH I

O\+
11 - HOBt 12 - DCC C(NMey),

13 -HBTU
Um outro método muito utilizado é o do anidrido misto, com uma reacg¢do muito
limpa, mas que esta limitado a utilizacdo de péptidos com glicina ou prolina no C-

terminal para evitar a racemizacao.

Actualmente os sais de fosfonio e amoénio/uronio, derivados do hidroxibenzo-
triazole, sdo muito utilizados pois revelaram-se poderosos reagentes de acoplamento
e desde a introducdo, em 1978, do hexafluorofosfato de O-benzotriazolil-N,N,N’,N’-
tetrametilurénio (HBTU) 13, o primeiro sal de urdnio, que muitos analogos tém sido

preparados e investigados, tendo-se revelado muito eficientes.

Em termos estratégicos, a sintese peptidica pode ser sequencial ou
convergente. A sintese sequencial consiste em partir de um aminoacido ao qual sé&o
ligados sucessivamente outros aminoacidos de modo a formar-se a cadeia peptidica

desejada. Com esta estratégia corre-se o risco de poder ocorrer racemizag¢do no
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residuo C-terminal excepto quando esse residuo é glicina ou prolina. A sintese
convergente envolve a preparagdo de diversos segmentos do péptido, seguida do seu
acoplamento de modo a dar origem ao produto desejado. Nesta estratégia reduz-se o
risco de racemizacdo exigindo, no entanto, uma escolha cuidada dos grupos

protectores.

Na sintese de péptidos pequenos (contendo cerca de 20-30 aminoacidos) a
estratégia mais adequada é em fase soélida. Os péptidos maiores e as proteinas
devem ser sintetizados por uma abordagem convergente, envolvendo a sintese de
segmentos peptidicos protegidos em fase sélida, e a combinagéo destas unidades em

solucéo™.

Uma area em crescimento continuo é a dos compostos peptidomiméticos, onde
tem sido desenvolvido um trabalho intenso nos ultimos anos vocacionado para a
sintese de aminoacidos nado naturais, como primeira etapa na introducéo de elementos
gue levem a obtencéo de compostos miméticos muito diversos e com capacidade para
gerar estruturas de ordem elevada que possam melhorar as propriedades cataliticas e

de reconhecimento dos péptidos naturais, isto €, que possam actuar como novas

drogas que ultrapassem as suas limitagdes farmacoldgicas™.

2.2— HIDRATOS DE CARBONO

A palavra agucar € associada, normalmente, a alimentacdo mas a superficie de
qgualquer célula do nosso corpo é revestida com um grande numero de moléculas de
aclcares assim como de proteinas que permitem as células comunicar com outras

células e invadir agentes patogénicos™.

Sabe-se actualmente que os hidratos de carbono desempenham um papel
fundamental no processo de reconhecimento biolégico. Sendo moléculas com varios
grupos hidroxilo, tém uma grande capacidade para formar pontes de hidrogénio que
sdo0 uma caracteristica de compostos complexos formados pela ligacdo de hidratos de

carbono a proteinas™*.
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A sintese de aclUcares miméticos é um dominio importante da glicoquimica e

levou ao desenvolvimento de farmacos'® tais como o Glucobay™ 14 (acarbose)?,
Zavesca™ 15 (miglustato: 1-butil-2-(hidroximetil)piperidina-3,4,5-triol)° ou Tamiflu™ 16

(oseltamivir:  (3R,4R,5S)-4-acetilamino-5-amino-3-(1-etilpropoxi)-1-ciclo-hexeno-1-car-

boxilato de etilo)®.
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15 - Miglustato 16 - Oseltamivir

a - farmaco inibidor da a-glicosidase, enzima entérica que liberta glucose de hidratos de carbono maiores,

usado no tratamento de diabetes mellitus

b - inibidor da enzima glicocerebrosidase, utilizado no tratamento da doenc¢a de Gaucher

¢ - antiviral utilizado no tratamento e profilaxia da Influenza A e B, inibidor da neuraminidase
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Como foi referido anteriormente, os compostos peptidomiméticos revestem-se
de particular importancia. Os aminoacidos derivados de hidratos de carbono (CAAs-
carbohydrate amino acids) tém mostrado alto potencial como modelos rigidos na
inducdo de conformacgdes especificas em péptidos miméticos. As moléculas destes
compostos combinam as caracteristicas estruturais dos aminoacidos com as dos

hidratos de carbono originando fragmentos polifuncionais e altamente substituidos'®.

Entre os CAAs identificados na natureza pode referir-se o acido sialico, 0 mais
abundante e que ocorre em muitos polissacaridos, glicoproteinas e glicolipidos em
animais e bactérias. O &cido sidlico € um termo genérico para os derivados N ou O
substituidos do &cido neuraminico, um monossacarido com uma cadeia de nove
carbonos. E também o nome do membro mais comum deste grupo o &cido N-

acetilneuraminico 17*’.

HO

HQ COOH

= OH
0

HO

17- 4cido N-acetilneuraminico

O derivado de hidantoina 18 e a siastatina B 19 sao derivados do acido sialico.

HO HN% OH
o NH COOH
\ HO -
OH OH NHAGC
18 - Hidantocidina 19 - Siastatina B

O primeiro CAA a ser sintetizado foi 0 4cido glucosaminurénico 20, na década
de 50, na tentativa de identificar a estrutura dos componentes da parede celular
bacteriana e sintetizar anélogos. A sintese destes compostos parte normalmente de
monossacaridos disponiveis comercialmente tais como a glucose, a glucosamina ou a

galactose, introduzindo subsequentemente as fun¢des amina e acido carboxilico.
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Pode afirmar-se que os CAAs sdo uma importante classe de compostos com
potencial importéncia bioldégica a véarios niveis. Em particular os &-aminoacidos
derivados de hidratos de carbono tém sido investigados como peptidomiméticos

promissores ( por exemplo 20 e 21)*°.

HOOC HOOC
o)
HO Q HO
HO OH MeO
NH, FmocHN OMe
20 - Acido glucosaminurénico 21- Acido 1,3-dimetil-2-desoxi-2-N-Fmoc-glucurénico

Os hidratos de carbono sdo moléculas muito abundantes, por vezes mais
acessiveis que o petrdleo que é, como se sabe, a matéria-prima mais utilizada na

indUstria quimica e particularmente em quimica organica'®.

Considerando a politica econémica ligada ao petréleo, ao seu preco crescente,
e as diversas crises que tém vindo a acontecer nas ultimas décadas, € importante
poder utilizar outros recursos que se insiram também nas actuais preocupa¢cfes com o

ambiente.

Atendendo ao facto da diminuicéo irrevogavel das reservas de materiais fosseis
e a pressdo crescente do impacto ambiental provocado pela utilizacdo desses
materiais, € urgente a transicdo do sistema actual de producéo industrial baseada no
gas natural e no petréleo para um sistema de utilizacdo de biomateriais renovaveis. No
entanto, existem varios obstaculos a esta viragem, tanto econémicos como
tecnoldgicos, pois os materiais fosseis estdo ainda disponiveis a preco reduzido e os
processos para a sua utilizagdo em quimica organica estdo excessivamente bem
desenvolvidos e sdo basicamnete diferentes dos requeridos para a transformacédo de
hidratos de carbono em produtos com perfil de aplicacdo industrial. Esta situacéo
deriva da complexidade da estrutura quimica dos materiais como a biomassa terrestre,
com constituintes tdo diversos como acucares, aminodcidos, lipidos e biopolimeros
tais como celulose, hemiceluloses, quitina, lenhina e proteinas. De longe a mais
importante classe de compostos organicos, em termos de quantidade produzida, é a
dos hidratos de carbono, nomeadamente os polissacaridos, ainda que a sua utilizagdo

ndo alimentar esteja confinada as industrias téxtil, de papel e de revestimentos™®.
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Os hidratos de carbono tém varias vantagens sobre o petroleo, além das
relacionadas com os custos e a poluicdo, de funcionalidade, quiralidade e variacdes

estruturais.

O factor essencial da actual evolugdo de uma “quimica industrial” aponta no
desenvolvimento de caminhos para a obtencdo de algumas moléculas gerais flexiveis
e com larga &rea de aplicabilidade. Isto corresponde, na tradicional industria baseada
no petréleo, a compostos como benzeno, etileno e acetileno®®. No caso dos hidratos
de carbono os materias disponiveis que podem servir de base a processos quimicos
industriais sdo as unidades constituintes dos polissacaridos, glucose (celulose e

amido), frutose (inulina), xilose e sacarose™.

Assim tem-se desenvolvido processos de “cracking” de obtencdo dessas
moléculas a partir dos hidratos de carbono que possam eventualmente tornar-se na
base essencial da industria quimica. Um dos aspectos em que estes compostos tém
uma potencial vantagem é o da quiralidade que se tem revelado como um dos
principais objectivos no desenvolvimento da tecnologia quimica, especialmente em
areas como a sintese de farmacos, onde o uso de intermediarios opticamente puros e
a conservacdo da integridade dos centros quirais em transformacgfes subsequentes
tem apresentado constrangimentos técnicos e econdmicos importantes no

desenvolvimento de novos compostos, potenciais candidatos a farmacos.

Até ha alguns anos a abordagem quiral foi dominada por métodos envolvendo
aminoacidos, que sdo moléculas de estrutura simples e facilmente manipuladas,
sendo um importante ponto de partida na biotecnologia. Em pesquisas recentes o0s
hidratos de carbono tém-se revelado como 0s compostos mais promissores no meio
quiral até por serem os constituintes maioritarios de muitas moléculas dos sistemas
vivos. Ocorrem em polimeros tais como amido, pectina, celulose e quitina. S&o
componentes chave do ADN e do ARN; podem representar uma grande propor¢ao na
composicado de algumas glicoproteinas e sdo constituintes fundamentais da parede
celular de bactérias e outros microorganismos, e podem ainda ser moléculas
mensageiras nos processos de armazenagem de energia nas células na forma de

ATP, GTP, amido e glicogénio®®.

As principais vantagens da utilizacdo destes compostos como matéria-prima
sdo 0 baixo custo, a abundéancia e a facilidade com que podem ser obtidos em estado

puro e em quantidades apreciaveis, homeadamente maltose, sacarose, lactose e
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glucose. A elevada solubiidade em &gua de muitos destes compostos, €
decididamente um ponto a favor na perspectiva, actualmente muito importante, da
“quimica verde”. Estes factores sdo as vantagens-chave que os hidratos de carbono

oferecem ao desenvolvimento de uma quimica quiral relevante comercialmente.

Ha no entanto alguns obstaculos a utilizagdo dos hidratos de carbono em
sintese estereosselectiva. Em primeiro lugar a solubilidade limitada em solventes
préticos muito polares restringe o espectro de transformacdes quimicas em que
podem intervir. A alta densidade e redundancia dos grupos funcionais podem também
ser uma desvantagem. Num hidrato de carbono tipico quase todos os carbonos dos
anéis sao centros assimétricos e muitos dos grupos funcionais sao hidroxilos o que
leva a que a especificidade e selectividade das reac¢bes seja muito dificil de

conseguir.

2.3— GLICOPEPTIDOS

A transferéncia de informacdo é um processo fundamental da vida e central
para todos os sistemas celulares. Duma perspectiva biologica, a informacédo tem de
ser intracelular e intercelular e passa de geracdo em geragdo. Os trés maiores
biopolimeros, proteinas, acidos nucleicos e glicoconjugados, sdo o0s principais
responsaveis pela transferéncia de informagdo, mas enquanto que a importancia
biolégica dos primeiros est4 ha muito tempo estudada, os oligossacaridos na forma de
glicoconjugados estdo menos bem compreendidos e sé nos Ultimos anos tém sido alvo

de maior interesse®.

Os glicopéptidos sdo, como o0 home indica, moléculas resultantes da ligacdo de
péptidos a hidratos de carbono e que, consequentemente, conjugam caracteristicas

desses dois grupos de compostos.

O interesse pelos glicopéptidos aumentou a partir do reconhecimento da sua
importancia nos mais diversos processos bioquimicos como regulagéo do crescimento
das células, ligacdo a estas de agentes patogénicos, comunicagdo intercelular e

metastases?®’.

Os hidratos de carbono alteram muitas vezes a estrutura e fungcédo do
péptido/proteina, pois ligando-se na superficie desta podem servir como elemento de

reconhecimento quer a nivel molecular, entre moléculas e células, ou a nivel
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intercelular e o seu papel pode variar durante o tempo de vida da célula. Uma
glicosilacdo defeituosa pode modificar o reconhecimento intracelular e tem sido
associada a distdrbios sérios incluindo doencas auto-imunes, infeccdes e cancro®.
Estruturas especificas de hidratos de carbono tém sido identificadas como marcadores
para certos tipos de tumores enquanto outras apresentam pontos de ligacdo para

patogenias viricas e bacterianas®.

Para reconhecer o papel dos glicopéptidos em biologia e utilizar o seu
comportamento para fins médicos € necessario identificar em primeiro lugar a
estrutura detalhada dos glicoconjugados em sistemas bioldgicos representativos®. A
dificuldade desta identificacdo passa pelas quantidades reduzidas de material
disponivel na natureza e pela complexidade de separac¢do dos seus constituintes, pela

sua heterogeneidade e diversidade, nomeadamente, na extensao de glicosilacao.

Destes factos resulta a importancia da sintese de compostos miméticos
potencialmente muito Uteis porque rivalizam com os compostos naturais, mas com boa
estabilidade. Nao se pode, no entanto, esquecer que muitos dos compostos
preparados por sintese quimica ndo tém contrapartida na natureza o que nao invalida

a sua potencial utilidade na compreensdo dos compostos naturais.

O desenvolvimento sofrido pela sintese e aplicacdo dos glicoconjugados foi
determinado pelo comportamento ubiquo destes compostos na natureza, aliado a
conviccdo partilhada pelos cientistas de que a manipulacdo dos glicoconjugados
podera, a seu tempo, permitir um controlo apurado dos factores de comunicagdo

biol6gica®.

Desde a publicacao da primeira revista sobre glicopéptidos, em 1939, um longo
caminho foi percorrido sendo particularmente sensivel a evolu¢do ocorrida durante os
ultimos anos do século XX. Este foi um periodo durante o qual o objectivo da quimica
da glicolisacdo mudou. No inicio a importancia dos agUcares foi dirigida para métodos
de ligacdo entre eles. O facto de esta quimica ter atraido a atencdo de muitos

investigadores atesta a riqueza da quimica dos hidratos de carbono.

Todavia sentem-se ainda algumas dificuldades neste campo e pode dizer-se
gue a quimica da glicosilacdo ndo € uma rotina acessivel em geral. Durante o século

XX catalogaram-se muitos métodos de sintese de glicdsidos, mas quase todos partem
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de uma ligagdo comum com a quimica de Fisher e Koenigs e Knorr que data do final

do século XIX®,

A O e a N- glicosilacédo sdo maodificagbes importantes pois, tal como foi referido,
influenciam as propriedades dos péptidos e das proteinas tais como a solubilidade,
estabilidade térmica e proteolitica assim como a conformacao e a flexibilidade. Afecta
ainda as fungdes bioldgicas das proteinas. Estima-se que mais de 50% das proteinas
humanas séo glicosiladas. Isto sugere um enorme potencial dos glicoconjugados na
investigacdo de novos farmacos, particularmente porque a unidade agucar exibe
propriedades ligantes reforcadas. Um dos campos onde é importante compreender o
papel dos oligossacaridos é na interac¢cdo com 0s anticorpos pois isso serve de base

na procura de vacinas ou inibidores de processos patolégicos?.

Os glicoconjugados isolados de fontes naturais ou produzidos por tecnologia
genética sdo micro-heterogéneos. As diferentes propriedades exibidas por cada
componente nessas misturas dificulta a compreenséo da funcdo exacta nas relacdes
estrutura/actividade. Consequentemente tém sido desenvolvidas diversas metodolo-
gias na obtencdo de miméticos homogéneos e estdveis quer pela via tradicional,

convergente ou por blocos, quer pela via enzimatica®’.

A sintese tipica de glicoconjugados adopta uma de duas estratégias. A primeira
€ a formacédo da ligagdo ao hidrato de carbono, numa primeira fase, dando origem a
fragmentos glicosilados, por exemplo com um aminoacido, que sejam posteriormente
acoplados originando o glicoconjugado pretendido. Os aminoacidos ligados quer a
monossacaridos quer a oligossacéridos podem ser utilizados em sintese de
glicopéptidos tanto em solugdo como em fase soélida. No entanto, em casos em que
as reaccOes de acoplamento envolvem fragmentos volumosos, podem originar baixos
rendimentos. Para evitar este problema é por vezes melhor estratégia formar a ligacao
amida entre um aminodcido e um acUcar relativamente simples e, em seguida,
expandir a parte do hidrato de carbono por sintese quimica ou enziméatica®®. A
segunda estratégia é a formacédo da ligacdo ao hidrato de carbono como etapa final

directamente no péptido ou proteina desejados.

Dada a instabilidade que pode estar associada com a ligacdo e os requisitos
para proteccao, tanto no péptido como no acucar, qgue devem ser considerados no uso

de fragmentos glicosilados, é claro que a segunda estratégia tém-se revelado

frequentemente como a op¢ao mais atractiva.
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Nesta abordagem tenta-se a maxima convergéncia com a construcdo, em
primeiro lugar, de um glicésido complexo e entdo a sua incorporagdo é feita

directamente no péptido.

Esta técnica tem sido seguida por varios investigadores com bons resultados o
gue demonstra que o método da glicosilacdo directa do péptido promete ser

consensual na sintese de glicopéptidos?®.

3 - CORANTES FLUORESCENTES

O fendmeno da fluorescéncia encontra-se amplamente descrito na literatura,
sendo uma consequéncia das transi¢cdes electronicas entre estados excitados e o
estado fundamental. Um aspecto muito importante dessas transi¢des electrénicas é o
modo como a energia de excitagdo é perdida. A fluorescéncia e a fosforescéncia sao
exemplos da perda de energia por emissdo espontinea de uma radiacdo. Na
fluorescéncia a radiagdo emitida cessa imediatamente a seguir a radiacdo de
excitacao se extinguir, o que sugere que este fendbmeno é uma conversao imediata da
luz absorvida na luz emitida®’.

Quando uma molécula absorve luz é excitada de niveis vibracionais mais
baixos, no seu estado fundamental (Sp) para uma variedade de niveis vibracionais no
primeiro estado excitado de singleto (S:*). No caso dos corantes organicos é
geralmente uma transicdo electronica m—1*. A fluorescéncia ocorre se a molécula
emite luz quando reverte do estado excitado para os niveis vibracionais do estado
fundamental. Como consequéncia da dissipacdo de energia no estado excitado a
emissao fluorescente ocorre a comprimentos de onda maiores que a absor¢do. Assim
todos os materiais fluorescentes absorvem luz a um dado comprimento de onda e

emitem a comprimentos de onda mais altos (radiacdes de menor energia).

A diferenca entre os comprimentos de onda maximos de emisséo e absor¢ao é
denominada desvio de Stokes. A intensidade de emissdo de luz de um corante
fluorescente é caracterizada pelo rendimento quantico que é a razao entre a energia

emitida e absorvida.

S&o reconhecidos alguns aspectos estruturais dos corantes que influenciam a
intensidade da fluorescéncia como sistemas conjugados extensos, aneis fundidos e

rigidez da molécula®.

Universidade do Minho 22



Introducaao

E desejavel que os corantes fluorescentes absorvam na regido do visivel e
exibam emissdes intensas. Para obter o efeito de fluorescéncia a fonte de luz incidente
tem de ter energia correspondente aos comprimentos de onda apropriados aos

corantes envolvidos.

Ha ainda diversos estudos que abordam a influéncia dos solventes nas

caracteristicas de fluorescéncia dos corantes®..

Os corantes fluorescentes tém, actualmente, uma vasta area de aplicabilidade
tanto na industria como na biologia e medicina. Assim, utilizam-se corantes
fluorescentes nas industrias alimentares, de tintas, cosmética e téxtil, em
biodiagndstico e experiéncias de ressonancia fluorescente (FRET — Fluorescence
Ressonance Energy Transfer), uma técnica usada para medi¢cdo de distancias a

escala nanométrica muito utilizada em Biologia, e como marcadores biologicos®.

Na medicina os corantes fluorescentes ganharam um papel de destaque no
momento em que mostraram as suas potencialidades no diagndstico precoce do
cancro que, sendo umas das doencas mais graves e de maior ocorréncia na

humanidade, mobiliza a atencdo de muitos investigadores em todo o mundo.

O Instituto Nacional Americano do Cancro (NCI — National Cancer Institute) e a
Administracdo Americana de Alimentos e Drogas (FDA — Food and Drug
Administration) tém investido nos Ultimos anos grandes quantias monetérias no

desenvolvimento de marcadores bioldgicos baseados em corantes fluorescentes®,

A tecnologia dos marcadores fluorescentes, tendo sido aplicada com sucesso
no reconhecimento do cancro e da sida, é considerada universalmente como um dos

métodos efectivos ndo radioactivo na marcacao de células tumorais.

Esta técnica baseia-se na ligagdo do componente fluorescente ao objecto a
marcar, por uma accdo fisica ou quimica, formando um complexo fluorescente.
Medindo a intensidade de fluorescéncia obtém-se informacdes qualitativas e
guantitativas sobre o0 objecto marcado. Usa-se na determinacéo de varias espécies de
substancias tais como poluentes ambientais, drogas, aminoacidos, moléculas quirais,

nucleotidos, materiais do interior e do exterior das células.
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Os corantes fluorescentes, usados como meio de diagndstico, apresentam

aspectos muito positivos, tais como rapidez de deteccdo, boa reprodutibilidade, baixa

dosagem e auséncia de radioactividade®.

Os corantes fluorescentes podem dividir-se em dois grupos dependo do tipo

de ligacdo do corante a célula a marcar. No primeiro grupo a ligagéo é feita por um

grupo activo e inclui corantes como as rodaminas 22 e 23, naftalimidas 24 e 25,

fluoresceinas 26, acridina 27, fluorenos 28 e estilbenos 29 e 30.

COOH

22 - Rodamina B

24 - 1,8-naftalimida

COOH
\O
o o

26 - Fluoresceina

HO

/O\/
(e}

10

0 jH

23 - Rodamina 6G

O

25 - N-aril-1,8-naftalimida

X

FZ
N

27 - Acridina

o

28 - Fluoreno
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Aoy QO

29 - E-estilbeno

30 - Z-estilbeno

No segundo grupo o marcador liga-se a estrutura do ADN por afinidade como
acontece com o Thiazole orange-TO 31, Oxazole yellow-YO 32 e seus derivados e 0s
corantes de cianina 33. Estes ultimos tém algumas vantagens pois nédo interferem no
processo de deteccdo e tém mais afinidade para as células tumorais que para as

normais.

CH3CH; CHs

— CHs
N/
s
31 - Thiazole orange 33 - Cianina

— 3 3 —

o c 0
>7CH N—(CH —®ll\l— CH —@IL— CHp)s— CH—<
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N N
\ /

CHs CHs
CHg HC

32 - Oxazole yellow

Embora os corantes fluorescentes tenham, normalmente, baixa selectividade
quando fixados em suportes biologicamente activos, podem reconhecer células

aberrantes selectivamente usando as caracteristicas proprias dos suportes bioactivos.

A modificacdo dos corantes fluorescentes pode melhorar as suas propriedades
de aplicacdo no desenvolvimento de marcadores biolégicos pelo que é actualmente

muito referida®.

Universidade do Minho 25



Introducaao

Para tentar obter sondas fluorescentes com boas propriedades tem de se
identificar as relacbes entre as propriedades dos corantes e as suas estruturas
moleculares. Alguns factores sdo determinantes nas aplicagfes biolégicas tais como
as propriedades de fluorescéncia, solubilidade, sensibilidade a solugbes de pH baixo,
possibilidade de preparacéo de diferentes tipos de derivados activos, baixa toxicidade

interna e boa bioactividade®.

Os objectivos de pesquisa actual no campo das sondas biol6gicas
fluorescentes sdo melhorar a solubilidade em &agua dos corantes, aumentar a
sensibilidade e a estabilidade Optica e obter bons tecidos biolégicos para padrées de

marcacao.

As sondas fluorescentes preparadas a partir do ADN e de corantes activos
modificados pelos derivados de amina ou azida, podem melhorar muito a sensibilidade
dos marcadores de células, o que dificimente se encontrava nos métodos

tradicionais®.

Os corantes fluorescentes com grupos activos podem ser orientados para
superficies celulares contendo azida sendo incorporados nas células por uma reaccao
de Staudinger, passando a fornecer informacdes sobre a célula ligada. Aumentando a
compatibilidade entre as sondas fluorescentes e o tecido humano melhora-se o
desempenho dessas sondas aumentando a solubilidade e diminuindo a toxicidade dos

corantes™.

Recentemente tém surgido varias referéncias®® mostrando o interesse
crescente em corantes fluorescentes modificados com polissacéridos bioactivos. Estes

compostos podem levar a novos caminhos no diagndstico e tratamento de tumores.

Pela sua importancia nos organismos vivos 0s polissacaridos tém atraido a
atencdo de bidlogos, quimicos e farmacologistas, sendo mesmo referido, por
especialistas, 0 século XXI como a era dos polissacéaridos. Dentre estes compostos 0s
mais representativos séo o alginato de sodio e o quitosano 34, actuando este ultimo
como uma ponte entre os ligandos e 0s corantes, pois aumenta a compatibilidade
celular com os corantes diminuindo a toxicidade. A combinacdo do quitosano com
moléculas de corantes aumenta ainda a fluorescéncia o que é Util pois aumenta a

sensibilidade e diminui a quantidade necessaria de marcador fluorescente®.
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34 - Quitosano

O quitosano € um polissacarido composto por unidades repetitivas de 3-(1-4)-2-
amino-2-desoxi-D-glucopiranose com uma pequena quantidade de N-acetil-D-
glucosamina.

O alginato de sbédio € um polimero linear cujos monémeros sdo os acidos
gulurénico e manuroénico. Devido as suas propriedades coloidais € muito usado em
indUstria quimica corrente de tingimento (espessante para corantes reactivos),
estamparia e manufactura farmacéutica, e ainda como floculante no tratamento de
aguas. Pode ainda ser utilizado na imobilizacdo de enzimas por inclusdo, no estudo de
genes e na distribuicdo de farmacos como uma espécie de transportador porque

contém grupos hidroxilo, carboxilo e aldeido que participam nas reaccdes®.

Os estudos sobre a quitina e o quitosano foram intensificados a partir de 1990
em virtude das suas propriedades biol6gicas tais como, a biodegradacao no corpo
humano, as caracteristicas imunoldgicas e antibacterianas. Recentemente o quitosano
foi considerado um bom candidato como material de suporte na distribuicdo de genes,
cultura celular e engenharia de tecidos. Foi ainda utilizado na preparacdo de novos
polimeros funcionais, nomeadamente a partir da sua ligacdo, ao &cido sidlico para a
obtencdo de uma nova familia de &cidos sialicos contendo polimeros. Apesar das sua

potencialidades a utilizacdo destes compostos esta ainda pouco desenvolvida®.

Encontram-se também referéncias® a ligacdo de hidratos de carbono com
corantes reactivos — monoclorotriazinas, diclorotriazinas e vinilsulfonicos - em
tingimento de couro e fibras naturais com a finalidade de melhorar a fixacdo dos

corantes.

Desde que os corantes reactivos foram descobertos em 1954, por Rattee e
Stephen®®, que se estuda a sua interaccdo com o colagénio e outras proteinas

relacionadas, sendo referido que se formam ligagbes covalentes entre 0s grupos
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amino terminais dos residuos de aminoéacidos, e-amino da lisina, hidroxilisina, arginina

e hidroxiprolina do colagénio e as moléculas de corante.

As reaccdes de Maillard que ocorrem entre a L-lisina e os monossacaridos
foram detectadas por L.C. Maillard em 1912. A partir dai muitos foram os estudos para
aumentar a afinidade da |4 para os corantes o que foi conseguido inicialmente pela
interacgdo com a glucose. A incorporacdo dos hidratos de carbono permite activar a
estrutura da fibra e construir grupos funcionais especificos com vista a economizar o
consumo de corante e suavizar as condigdes de tingimento em virtude de aumentar a
afinidade da fibra para o corante melhorando a estabilidade térmica e favorecendo a

penetracdo e difusdo dos corantes®.

Os corantes vinilsulfénicos, também conhecidos pelo nome comercial
Remazol?, como por exemplo o 35 e o 36, sdo corantes que reagem com a fibra e
podem ser usados no tingimento de seda, |& e algoddo, linho e outras fibras
celulésicas. Estes corantes contém um grupo precursor caracteristico, o 2-
sulfatoetilsulfonilo, e tém uma actividade intermédia entre os sistemas heterociclicos
altamente reactivos, tais como as diclorotriazinas (tipo Procion MX), e as espécies de

baixa reactividade como a aminoclorotriazina (Procion H)¥'.

Il
NaO3SOCH,CH,~$ N—N SO;3Na ° NH,
(6] SO3Na
HO
SO,CH,CH,0S0O3Na
o]
Il
H3C—C—NH

35 - Remazol Orange 3R 36 - Remazol Blue R

Estes corantes reagem com a fibra por um mecanismo de adi¢do nucleofilica
uma vez que possuem uma dupla ligacdo polarizada adjacente ao grupo sulfonilo
fortemente retirador de electrbes. A reaccdo ocorre por adicdo de Michael: o ataque
nucleofilico da-se no atomo de carbono electrofilico da dupla ligacédo, de acordo com o
esquema 4, onde W-Nu representa o grupo nucleofilico da fibra e D o residuo

cromoforo sulfonado.
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e} O
| 5+
D_ﬁ_CH:CHz + W-NuH ———> D—S—CH,—CH,—Nu-W
I
fe) O
Esquema 4

Os corantes séo sintetizados na forma sulfonada que sofre uma B-eliminagao
durante o tingimento a pH 5-7 para originar a forma vinilsulfonica reactiva como se

mostra no esquema 5.
D_SOZ_CH20H2_0803_ _— D_SOZCH=CH2 + HSO4_
Esquema 5

Como parte de um projecto relacionado com a sintese de N-glicopéptidos
fluorescentes foi preparada a p-aminofenilvinilsulfona 37, como precursor de um
corante vinilsulfénico fluorescente, e utilizada na sintese de varias aminas pela

reaccdo de aza-Michael®’.

/—ﬁ NH»

37

3.1- REACCOES DE AZA-MICHAEL

A reaccdo de aza-Michael envolvendo a adicdo conjugada de um azoto
nucleofilico a compostos a,B-insaturados, de carbonilo ou nitrilo, constitui um método
sintético muito atil na construcdo da ligacdo C-N para a preparagédo de compostos de
B-aminocarbonilo ou nitrilo*. Estes tém sido usados como fragmentos na sintese de
varios compostos com importancia bioldgica, tais como, B-aminoalcodis, 1,2-diaminas

e B-lactamas.

Durante muito tempo foram desenvolvidos varios métodos de preparacao de B-
aminocarbonilo mas as reacc¢des de aza-Michael revelaram-se uma alternativa muito
interessante devido a sua simplicidade operacional. Este tipo de reaccdes esta bem

documentado na literatura sob condicBes experimentais que utilizam catalise 4cida ou
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basica. Para impedir os problemas associados a utilizacdo de acidos e bases fortes,
que pode favorecer reaccbes laterais, foram introduzidos outros catalisadores,
particularmente acidos de Lewis. Véarios métodos foram utilizados para promover esta
reacgdo com reagentes tais como sélidos idnicos ou liquidos heterogéneos, ou ainda
temperaturas elevadas sem solvente. Muitos destes procedimentos apresentam, no
entanto, alguns inconvenientes nomeadamente o preco e a toxicidade dos catalisado-
res. Adicionalmente, a maior parte dos métodos descritos sdo somente bem sucedidos

com aminas alifaticas e falham ao serem aplicados a aminas arométicas®.

Recentemente, na procura de um catalisador para as reacgbes de aza-Michael
mais simples, mais verde e mais eficiente, tém sido desenvolvidos varios métodos
utilizando liquidos i6nicos*, &gua*, Cu-nanoparticulas®®, DBU*, CAN** e de

catalisadores bipirrolidina-tioureia®.

Com a quimica verde a tornar-se uma das prioridades do século XXI, o
desenvolvimento da adicdo de aza-Michael com um catalisador reciclavel e sem
utilizacdo de solventes prejudiciais é essencial. Nesta linha encontram-se estudos da
utilizacdo da agua como solvente seguro, econdmico e amigo do ambiente,
nomeadamente na adicdo de varias aminas a alcenos conjugados em condicbes

biomiméticas usando catélise supramolecular envolvendo ciclodextrinas®’.

Num trabalho sobre a aplicacdo do catalisador Amberlyst-15 no
desenvolvimento de metodologias sintéticas Uteis, foi observado que ele pode catalisar
eficientemente as reacc¢des de aza-Michael de aminas com compostos a,B-insaturados
de carbonilo e nitrilo, a temperatura ambiente e na auséncia de solventes. Inicialmente
a reaccao foi conduzida na presenca de varios solventes mas os rendimentos
encontrados foram superiores na auséncia dos mesmos. Pode verificar-se que as
aminas alifaticas primérias e secundarias reagem em condi¢cdes experimentais suaves

(temperatura ambiente e tempo de reaccdo curto) com rendimentos razoaveis*.

Este meétodo encontra-se referido num trabalho recente utilizando a
metilvinilsulfona comercial 38 e a p-aminofenilvinilsulfona 37 como aceitadores de
Michael. As vinilsulfonas 37 e 38 reagem com varias aminas alifaticas primarias e
secundarias, concluindo-se que este método limpo, simples e econdmico se revelou
eficiente para a adicdo de aza-Michael usando vinilsulfonas como aceitadores e
aminas alifaticas, primarias e secundarias, como nucledéfilos. As aminas aromaticas

revelaram-se menos reactivas talvez devido a serem nucleéfilos mais fracos®°.

Universidade do Minho 30



Introducdo

o\\ //o

S
ch/ \c

38

H==CH,

3.2 — GLICOPEPTIDOS FLUORESCENTES

Tal como foi referido anteriormente, os corantes fluorescentes séo utilizados
frequentemente em métodos de diagnéstico e de terapia proporcionando alta
especificidade e sensibilidade. Estas aplicagbes envolvem, em geral, a ligacdo das
moléculas de corantes a substancias como péptidos, células ou microorganismos e
subsequente deteccdo por técnicas fluorimétricas ou microscoépicas. Assim a ligacao
dos corantes a biomoléculas aparece com o objectivo de aliar as propriedades

importantes dos dois grupos de compostos.

A bioconjugacao tem surgido recentemente como uma tecnologia em rapido
crescimento e que afecta quase todos os campos de estudos dos organismos Vivos.
Baseia-se na ligagdo de duas ou mais moléculas para formar um novo composto,
logicamente mais complexo, com propriedades combinadas dos componentes
individuais. Uma aplicacdo importante da bioconjugacao € a modificacao selectiva dos
componentes, como sondas fluorescentes para investigacdo em biologia celular. E
empregue vulgarmente um procedimento em etapas sequenciais no qual a entidade
celular é primeiramente ligada ao corante fluorescente seguindo-se a purificacdo do
produto obtido e posterior detec¢ao.

A cumarina é muitas vezes escolhida como fluoréforo uma vez que a sua
molécula tem um tamanho reduzido, é biocompativel e facil de manusear

sinteticamente”®.

Além da cumarina, as rodaminas e as fluoresceinas s&o outros corantes
utilizados para a ligacdo a péptidos, embora hoje em dia se encontrem estudos
envolvendo outros tipos de corantes com o mesmo fim. No entanto as cumarinas
ocupam um lugar de destaque pois constituem um dos mais investigados e
comercialmente significativos grupos de materiais organicos fluorescentes. Além da
sua utilizagdo em fibras sintéticas e como pigmentos para tintas fluorescentes tem

também interesse em utilizagbes bioldégicas e medicinais. Muitos derivados da
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cumarina, vulgarmente contendo substituintes hidroxilo, sdo compostos naturais e
alguns desses produtos exibem efeitos fisiolégicos marcantes, por exemplo,
anticoagulantes, antitumorais, antifingicos e antibidticos. Sao também referidas
técnicas analiticas, envolvendo o uso de derivados fluorescentes das cumarinas, com
importancia consideravel em pesquisa biolégica e médica providenciando ferramentas
Uteis na procura de novos compostos biologicamente activos e no desenvolvimento de

novos meios de diagnéstico™®.
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Discussdo de resultados

Nota introdutéria:

Para a atribuicdo dos nomes aos diferentes compostos ndo foram seguidas
rigorosamente as regras de nomenclatura. Optou-se por nomear 0s compostos de modo a
clarificar a sua estrutura.

As escolha dos localizadores foi feita de modo a que 0s grupos que se repetem
(corantes, glucosilamina e sulfonas) tenham sempre a mesma atribuicao qualquer que seja

a estrutura de que fagam parte.
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Como foi referido na introducdo o interesse pelos glicopéptidos tem vindo a
crescer em virtude da tomada de consciéncia da importdncia destes compostos nos

mais diversos processos bioquimicos.

A dificil identificagdo dos produtos naturais, torna a sintese destes compostos
fundamental, pois s6 assim se podem obter compostos puros e em quantidades
apreciaveis que possibilitem a investigacdo de aplicagcdes uteis, nomeadamente no

campo da medicina.

Um outro aspecto em desenvolvimento é a ligacao de glicopéptidos a corantes
fluorescentes com o objectivo de obter compostos fluorescentes com aplicagdes em
biologia e medicina, que apresentem boa compatibilidade com sistemas biolégicos,

facil aplicabilidade e baixa toxicidade.

Neste trabalho sintetizaram-se novos N-glicopéptidos fluorescentes pela
formacdo de uma ligacdo amida entre uma glicosilamina e aminoacidos ou péptidos
fluorescentes. Foram utilizados diversos corantes e procedeu-se ainda ao estudo e
preparacao de fluoro6foros com possibilidades de ligacdo a péptidos e a hidratos de

carbono.

Como o objectivo do presente trabalho envolvia a formagdo de uma ligacéo
amida entre um aminoécido, péptido ou corante com a funcao acido carboxilico e um
derivado de acucar contendo o grupo —NH,, foi necessério iniciar o trabalho pela

formacéo da ligacéo N-glicosidica investigada em trabalhos anteriores™.

A estratégia envolveu a preparacdo da a-acetobromoglucose, a sua conversao
a azida e a redugédo desta a glucosilamina correspondente, substrato a ser usado nas

reaccOes com corantes e péptidos estudados.
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1 — SINTESE DE GLICOCONJUGADOS FLUORESCENTES

Tal como foi referido na introducao os corantes podem ligar-se a polissacaridos
ou a péptidos com o intuito de melhorar as suas propriedades de aplicacdo®. Os
corantes utilizados neste trabalho séo fundamentalmente corantes contendo um grupo
activo - o grupo acido carboxilico — que pode ligar-se aos grupos amino livres dos
péptidos ou da glucosilamina por formacédo de uma ligagdo do tipo —C(=X)NH em que
X=0, S, NH. A formacado da ligacdo amida (X=0) pode ser obtida pelo método de
activacdo do grupo carboxilo por carbodiimida, pelo método do anidrido misto®* ou
ainda seguindo os métodos de acoplamento utilizados na formacdo da ligacao

peptidica.

Com objectivo de testar as metodologias de sintese e avaliar a influéncia do
aminoacido e/ou do agucar nas propriedades de fluorescéncia do fluoréforo
prepararam-se compostos com um aminoacido fluorescente obtido por introducéo dos
marcadores fluorescentes no C-terminal da glicina com formacdo de uma ligacdo
amida. Foram utilizados dois fluor6foros, o acido 4-(nafto[1,2-d][1,2,3]triazol-2-
illbenzéico 42 e o &cido cumarina-3-carboxilico 48. As propriedades de absorcéo e

fluorescéncia destes compostos foram medidas em acetonitrilo e comparadas®?.

1.1- PREPARACAO DE 2,3,4,6-TETRA- O-ACETIL-B-D-GLUCOPIRANOSIL-
AMINA 41

A a-acetobromoglucose 39 foi preparada pelo método descrito na literatura®. A
sintese inicia-se pela preparacdo do penta-acetato da D-glucose por reac¢do desta
com anidrido acético, utilizando acido perclérico como catalisador. Este composto, ndo
isolado, reagiu com HBr (gerado in situ por reaccdo entre Br, e fosforo vermelho)
originando o brometo. Apés recristalizacao, obteve-se o composto 39 na forma de um
sélido branco cristalino com um rendimento razoavel (64%) e com ponto de fusdo
(88,7-89,4°C) concordante com o da literatura (88-89°C)* (Exp. 2.1.1)

Um método importante de obtencdo das glucosilaminas consiste na utilizacéo
das glucosilazidas como precursores sendo estas facilmente preparadas por reaccao
entre um haleto de glucosilo e o ido N3. As glucosilazidas apresentam a vantagem de
serem estaveis face a diversas manipulacbes de proteccdo de grupos, sendo

facilmente convertidas em glucosilaminas por hidrogenacéao catalitica.
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A glucosilazida 40, foi preparada por reaccdo entre a a-acetobromoglucose 39
e azida de sodio, em refluxo de acetona seca, durante 7h>* (esquema 6), tendo sido
obtida na forma de um sélido branco cristalino, depois de sujeita a uma cristalizagado

de éter dietilico, com um rendimento de 86% (Exp. 2.1.2).

OAc

OAc
ACO % _ NaNs Q
AcO
AcO Acetona ACO N3
AcO
Br AcO
39 40

Esquema 6

No espectro do composto 39 identificou-se perfeitamente o protdo anomeérico
pois, devido a sua proximidade ao atomo de oxigénio do anel e por ser geminal ao
atomo de bromo, € mais desprotegido, e, em consequéncia, 0 que aparece a campo
mais baixo. O protdo anomérico do composto 40 também sofre influéncia do atomo de
oxigénio do anel, mas sendo geminal com -N3, que exerce um efeito retirador inferior
ao bromo, aparece a um desvio quimico menor, isto €, campo mais alto. Este protédo
aparece acoplado a um Unico protdo (H-2) originando um dupleto (desdobramento
simples) permitindo uma analise de 12 ordem e um célculo exacto da constante de

acoplamento®.

Para além da informacdo obtida com base nos desvios quimicos, a
espectrormetria de ressonancia magnética nuclear de protao constitui uma boa técnica
para o estudo da configuracdo anomérica de glucésidos, podendo obter-se informacédo
sobre a estereoquimica relativa dos protdes vicinais com base nas suas constantes de
acoplamento. A anélise dos espectros de 'H-RMN dos compostos 39 e 40 permite
concluir que, durante esta reaccdo, ocorreu inversdo completa da configuracdo do
carbono anomérico tendo sido a reaccao de preparacao da azida 40 completamente

estereosselectiva, com formacado exclusiva do anémero B, conforme é evidenciado

pelo espectro de *H-RMN.

Efectivamente, para o composto 39 o sinal do protdo anomérico era um dupleto
com constante de acoplamento de 4,0 Hz, o qual evidencia o acoplamento Hequatorial (1)

— Haxa (2). Por sua vez no espectro da azida 40 o sinal correspondente ao protao
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anomeérico era um dupleto de constante de acoplamento 9,0 Hz devido a Haya (1) —
Haxial (2)

O espectro de IV do composto 40 apresenta uma banda de fraca intensidade a

2115 cm™ correspondente & vibracdo das ligacdes do grupo —Na.

O mecanismo proposto para esta reacc¢ao, representado no esquema 7, explica

a inversao da configuracéo referida.

OAc OAc OAc
®
AcO Q — = | AcO 0\ AcO 0\
AcO AcO AcO
AcO (0] O
Br H 3C\< H BC%
L o e}
OAC
OAc
®
AcO O\
AcO Q -
N3 A

AcO o)

cO

<0
\ OAC
AcO

AcO Na

OAc
Esquema 7

O composto 40 foi posteriormente hidrogenado, na presenca de um catalisador
de Pd/C 5% (esquema 8) originando a correspondente glucopiranosilamina 41, de
acordo com o procedimento descrito na literatura®, com um rendimento de 94% (Exp.
2.1.3).
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OAc OAc
0 H Q
AcO Ns —0> AcO NH
AcO Pd/C 5% AcO 2
OAcC
40 41 OAc
Esquema 8

Pela anélise do espectro de 'H-RMN da amina 41 comprovou-se a existéncia
de um singleto largo, a 2,02-2,10 ppm, que integra para dois, correspondente aos
protdes do grupo -NH,, 0 que estd de acordo com o desaparecimento deste sinal por
adicdo de D,0O. Os restantes sinais do composto 41 permaneceram idénticos aos do
composto 40, com excepgdo do sinal correspondente ao protdo anomérico que
aparece a 4,2 ppm, desvio quimico ligeiramente inferior ao do composto 40, o que
indica que se encontra mais protegido devido ao menor poder retirador do grupo —NH,

em comparagao com o grupo -N.

No espectro de IV verificou-se 0 aparecimento de uma banda intensa a 3337

cm™ devido ao grupo —NH,.

1.2 - SINTESE DE GLICOCONJUGADOS FLUORESCENTES UTIL IZANDO
O FLUOROFORO ACIDO 4-(NAFTO[1,2- d][1,2,3]TRIAZOL-2-IL)BENZOICO

Em trabalhos anteriores foi utilizado o método do anidrido misto (método A)
para ligar corantes carboxilicos a aminas com a formac¢éo de uma ligacdo amida o que
permitiu transformacées posteriores sem quebra da ligacdo®. A activacdo do corante
foi feita com cloroformiato de etilo que se revelou um método eficaz pois todos os
corantes foram activados com facilidade ao fim de 5-30 minutos. A reaccdo foi

efectuada em condi¢des anidras para evitar a hidrélise da forma activada do corante.

A purificacdo das amidas resultantes foi feita por cromatografia em coluna tipo
“flash”. O produto pretendido foi obtido com bom grau de pureza mas baixo
rendimento. A proposta de mecanismo para a reac¢do utilizando este método

encontra-se descrita no esquema 9.
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Esquema 9

Numa tentativa de melhorar o rendimento desta reaccao utilizou-se o método
de acoplamento com HBTU e DIPEA em DMF (método B), o qual se revelou simples

de realizar e originando melhores rendimentos que o anterior®.

Neste método a escolha da base é um factor importante a ter em conta. A
escolha de aminas terciarias como a DIPEA baseia-se nas propriedades nao

nucleofilicas da propria base™.

O corante reagiu com a amina segundo o procedimento descrito na

bibliografia®* e 0 mecanismo proposto para a reaccdo é apresentado no esquema 10°.
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Esquema 10

1.2.1 — Preparacédo de N-(2',3',4’,6'-tetra- O-acetil- B-D-glucopiranosil)-4-(2 H-
nafto[1,2- d] [1,2,3]triazol-2-il-benzamida 43

O composto 43 foi obtido a partir da reaccdo entre a glucosilamina 41 e o

fluoréfuro 42, pelos dois métodos referidos anteriormente de acordo com o esquema

11 (Exp. 2.2.1).

OAc
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o N
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41 OAc 42
OAc
H
AcO Q |
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A: Et3N, CICO,Et, DMF, TA, 48 h, 13%
B: HBTU, DIPEA, DMF, TA, 18 h, 23%
Esquema 11
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O método B originou melhores rendimentos com menor tempo de reac¢do. Em
ambos os métodos a purificagdo foi feita por cromatografia em coluna tipo “flash”

seguida de recristalizacao.

Pela interpretacdo do espectro de '"H-RMN pode comprovar-se a formagéo da
ligacdo pretendida. A andlise revela o desaparecimento do sinal a 2,02-2,10 ppm em
forma de singleto largo, correspondente ao grupo NH,, e a existéncia de um sinal a
7,16 ppm na forma de dupleto, correspondente ao NH, que acopla com o protdo
anomérico com uma constante de acoplamento de 9,0 Hz. O deslocamento do sinal do
protdo anomérico de 4,20 ppm para 5,48 ppm explica-se pela proximidade do grupo

carbonilo que sendo muito electronegativo o desprotege.

No espectro de infra-vermelho para além da banda do grupo carbonilo
caracteristica de ésteres (1748 cm™) aparece uma outra banda a menor n° de onda
(1680 cm™) correspondente a vibracéo de estiramento da ligacdo C=0 numa amida.
Este espectro apresenta também uma banda de absorcéo intensa (3430 cm™) devido

a ligacdo N-H do grupo amida.

O espectro de massa de alta resolucdo obtido pela técnica FAB para o
composto 43 apresenta um ido M*+1, a 619,2051 compativel com a férmula molecular
C31H30N4C)10-

1.2.2 — Sintese de N-(B-D-glucopiranosil)-4-(2 H-nafto[1,2- d] [1,2,3]triazol-2-
il-benzamida 44

A proteccao e desproteccdo de grupos funcionais € uma das etapas-chave na
sintese organica. Um dos grupos utilizados para proteger os hidratos de carbono € o
grupo acetilo e a correspondente desproteccédo, sob condicdes moderadas, ndo é s6
fundamental para a sintese de alguns glicésidos naturais, mas é também importante
na sintese em geral uma vez que os produtos obtidos podem ter utilidade como
intermediarios versateis®.

Conhecem-se vérios métodos e reagentes de desacetilacdo™® mas no
presente trabalho utilizou-se o método descrito por Hong-Min Liu e colaboradores que
utiliza o Oxido de dibutilestanho (Bu,SnO) como catalisador na hidroélise
guimiosselectiva do grupo acetilo na unidade glicosilo. O método descrito consiste no

aquecimento em refluxo do glicosido per-O-acetilado em metanol seco, na presenca
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de 10% mol de Bu,SnO durante um tempo médio nao inferior a 8 h, dependendo da
estrutura do composto. O autor refere que aumentando a concentracdo do catalisador

para 50% mol o tempo diminui®®.

A remocéo dos grupos acetilo do composto 43 foi realizada segundo 0 método
referido®® com 200% mol de catalisador durante 17 h, de acordo com o esquema 12. O
residuo obtido foi purificado por cromatografia em coluna tipo “flash” (Exp. 2.2.2)
tendo-se isolado o composto 44 na forma de um sélido cor-de-rosa com um
rendimento de 40%, cujo espectro de 'H-RMN mostrou que a desprotec¢éo foi
conseguida. Os sinais correspondentes aos grupos acetilo, entre 2,07 e 2,11
(composto 43) desapareceram e 0s sinais dos protdes da glucose deslocaram-se para
campo mais alto, em virtude da substituicAo dos grupos OAc por OH (maior
proteccdo). O protdo do OH ligado na posicdo 6’, a 4,54 ppm, é perfeitamente
identificavel pois aparece na forma de um tripleto. O produto desacetilado € soltvel em
agua o que vem ao encontro dos objectivos deste trabalho tal como se refere na

introducéo.

OAc

N
o T / Bu,SnO, MeOH
AcO N\ —
AcO N\C N refluxo, 17 h
OAcC (l

OH
N
o o | _
SO

N
OH o)
44

Esquema 12

O espectro de infra-vermelho do composto 44 apresenta duas diferencas
fundamentais em relagcédo espectro do composto 43, o desaparecimento da banda do
grupo carbonilo caracterista dos ésteres (1748 cm™) e aparecimento de uma banda

correspondente ao grupo OH (3609 cm™) o que evidencia a desacetilaco.
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1.2.3 — Sintese do éster metilico do acido 4-nafto[ 1,2-d][1,2,3] triazol-2-il-

benzoilamino acético 45

A ligacédo do éster metilico da glicina ao fluoréforo 42 foi realizada pelo método
B (Esquema 13). O residuo soélido obtido foi purificado por cromatografia em coluna
tipo “flash”, seguida de cristalizacdo (Exp. 2.2.3) obtendo-se o composto 45 na forma

pura como um sélido de cor laranja e com um rendimento de 45%.

/N\ OH
N
~ / Y + H2N CH2 COOCH3

N
HBTU, DIPEA
42 DMF, TA,
N= durante a noite
N Q

0]

H
)K/ |
N
HaCO

45

Esquema 13

A andlise do espectro de 'H-RMN revela o aparecimento de um sinal a 9,19
ppm, na forma de um tripleto, com uma constante de acoplamento de 5,7 Hz,
caracteristica de um NH da glicina que evidencia o acoplamento deste protdo com os

protdes do grupo CH, da glicina e a formagé&o da ligacdo amida.

O espectro de infra-vermelho para este composto evidencia bandas de
absorcdo a 3362 e 1643 cm™ devidas as vibracdes de alongamento das ligacées N-H

e C=0, respectivamente, em amidas.

1.2.4 — Sintese do acido 4-2-[4-(2 H-nafto[1,2- d][1,2,3]triazol-2-il) benzami-

do]acético 46

Para ligar o composto 45 a glucosilamina foi necessario desproteger o grupo
carboxilo da glicina pelo que se realizou a hidrélise basica do composto®® obtendo-se o
acido correspondente 46, na forma pura, com um rendimento de 87% (Exp. 2.2.4) de

acordo com o esquema 14.
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50
. ] N\N/

| NaOH, MeOH
JK/N TA,4h
H,CO
o 45
N=—
N

0 ||4 N
)k/N
HO
o 46

Esquema 14

Pela analise dos espectros de *H-RMN do composto 46 pode comprovar-se o
desaparecimento do sinal a 3,67 ppm na forma de um singleto, que integrava para 3
protdes, correspondente ao grupo O-CH; e o aparecimento de um sinal a 12,80 ppm

na forma de um singleto largo, correspondente ao protao do grupo acido carboxilico.

O espectro de massa de alta resolucdo obtido pela técnica El para o composto
46 apresenta um ido molecular, M*, a 346,1062 compativel com a férmula molecular
C19H14N403-

1.25 - Sintese de N-[N-(2',3",4',6'-tetra- O-acetil- B-D-glucopiranosil)car-
bamoilmetil]-4-(2 H-naftol[1,2- d][1,2,3]triazol-2-il)-benzamida 47

O composto 47 foi sintetizado de acordo com o esquema 15. Para esta ligacéo
optou-se pela utilizagdo do método de acoplamento com HOBt e DCC, referido na

introducéo, que se revelou eficiente e econémico.
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N=—
/ HOBt, DCC
N

- Vs DMF, 24 h

o) T N

J N
HO
o 46
OAcC
H (o]
AcO Q ,l\l
AcO
OAc

) ~

Esquema 15

A proposta de mecanismo para a reac¢do de acoplamento entre um composto
com um grupo carboxilo e uma amina na presenca de HOBt/DCC encontra-se descrita
no esquema 16.

R
|
~
o H/_\H— o

0
Corante-GIy—C// + C + \ DMF J
N\ [ N ——> Corante-Gly—cC N—
5HJN / 24 h \e
.o N H _C
| \ Q
" N NH
)
R-ciclo-hexil (8
\
N
N/
) A
/49 N
Corante-Gly—=¢C N—R C} o
| \(010// -~ R-NH, + Corante-GIy—c\ N—R
e S -
| | TN
R’ TH
l L
i o
Corante-Gly— C—nNH-R' + RHN—Q—NHR

Diciclo-hexilureia

Esquema 16

Universidade do Minho 46



Discussdo de resultados

O residuo obtido foi purificado por cromatografia em coluna tipo “flash” e em
seguida cristalizado obtendo-se o composto 47 puro na forma de um sdélido cor de

laranja (Exp. 2.2.5), com um rendimento de 23%.

A andlise do espectro de "H-RMN comprova a formacéo da ligacdo amida pelo
aparecimento de um sinal a 7,51 ppm, na forma de um dupleto devido ao acoplamento
com o protdo anomérico, com constante de acoplamento de 9,0 Hz correspondente ao
protéo do grupo NH. Por irradiagédo a 3,90 ppm, correspondente ao protédo 5’, verificou-
se que o sinal a 5,10 ppm passou de tripleto a dupleto o que o identificou como
correspondente ao protdo 4’, sendo o sinal a 5,02 ppm o correspondente ao protdo 2'.
Irradiou-se em seguida a 5,10 ppm e verificou-se a alteracédo do sinal a 5,34 ppm o

gue o identificou como sendo correspondente ao protéo 3'.

O espectro de IV evidencia a presenca dos grupos amida na molécula devido
as bandas de absorcéo a 3413 (NH) e 1607 (C=0) cm™.

Tal como foi referido na introducdo a fluorescéncia de um composto esti
relacionada com a sua estrutura. A absorcao de energia por uma dupla ligacdo C=C
excita um electrdo 1 para uma orbital T antiligante. A actividade do croméforo é
assim devida a uma transi¢do TT—1* correspondendo a uma energia de absorcéo de
180 nm (U.V), para uma dupla ligagdo ndo conjugada. Quando a dupla ligagdo € parte
de uma cadeia conjugada, as energias das orbitais moleculares estdo mais préximas
umas das outras e a transicdo TT—T1* move-se para um comprimento de onda mais
alto e pode chegar a regido do visivel se o sistema conjugado for suficientemente
longo. A transicao responsavel pela absor¢do nos compostos de carbonilo pode ser
devida aos electrbes livres do atomo de oxigénio. Um desses electres pode ser
excitado para a orbital Tm* vazia do grupo carbonilo o que leva a uma transicdo n—Tr*.
As energias de absorcao tipicas neste caso correspondem a radiacbes de cerca de
290 nm?°.

O espectro de absorcdo UV/vis do fluor6foro 42 mostra uma estrutura
vibracional a 340 (Emax. = 24500 dm®mol*cm™) e 360 nm (fig. 5). A substituicdo do
grupo carboxilo pelos grupos amido nos compostos 43, 45 e 47 nédo teve efeito
significativo na posicdo nem na absortividade molar das bandas de absor¢cédo de alto

comprimento de onda.
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Figura 5. Espectros de absor¢éo (curva 1) e de emisséo (curva 2)

do corante 42

O espectro de fluorescéncia do estado estacionario do corante 42 mostra uma
banda de emissédo, também com estrutura vibracional, com méaximos a 370 e 380 nm.
A transformacé&o do grupo carboxilo (42) em grupos amido (43, 45 e 47) néo afecta a
forma nem a posicao da banda de fluorescéncia mas tem um efeito consideravel no
rendimento quéntico (53% para 0 42 e perto de 100% para 0s outros compostos, com

um desvio padrao < 2%).

O coeficiente de absorcéo relativamente alto da 12 banda de absor¢do do
composto 42 e o alto rendimento quantico levam a conclusdo que a 12 banda de
absorcdo dos derivados de triazole estudados tém um caracter de transicdo S0-S1
(TT—T7*). Para além disso, o alto rendimento quantico mostra que nenhum dos estados
tripletos possiveis n—1r* (electrbes nao ligantes dos dois atomos de N-heterociclicos e
os electrbes nado ligantes do grupo carbonilo) estdo situados abaixo do estado S1

(T—TT%)°2,

1.3 — SINTESE DE GLICOCONJUGADOS FLUORESCENTES UTIL IZANDO
O FLUOROFORO ACIDO CUMARINA-3-CARBOXILICO

Tudo o que foi referido no ponto 1.2 se aplica aqui pois também este fluoréforo

tem, como o nome indica, um grupo carboxilo e pode ser ligado a aminoacidos,
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péptidos ou a glucosilamina pelos métodos de acoplamento comuns na sintese

peptidica.

1.3.1 — Sintese de N-(2',3",4’,6'-tetra- O-acetil- B-D-glucopiranosil)-(2-oxo-

2H-cromeno)-3-carboxamida 49

O composto 49 foi preparado a partir da reacgéo entre a glucosilamina 41 e o
fluor6furo 48 de acordo com o esquema 17, utilizando o método A, descrito na sintese

do composto 43, mas utilizando acetona seca como solvente e em refluxo durante 3 h.

ACO _EtgN, CICO,Et_
AcO acetona ACO
COOH refluxo, 3h AcO

Esquema 17

O residuo obtido foi purificado por cromatografia em coluna tipo “flash” e
recristalizado originando o produto 49 na forma de um soélido branco, com um
rendimento de 23% (Exp. 2.3.1).

No espectro de *H-RMN o protdo do grupo NH da ligacdo amida aparece a 9,31
ppm na forma de um dupleto, com uma constante de acoplamento de 9,6 Hz,
compativel com o acoplamento com o protdo anomérico.

O espectro de IV apresenta uma banda a 3306 cm™ do NH e outra a 1610 cm™

correspondente ao grupo C=0 da amida.

1.3.2 — Sintese de N-(B-D-glucopiranosil)-(2-oxo-2 H-cromeno)-3-carboxa-
mida 50

O composto 49 foi tratado pelo método utilizado na obtencdo do composto 44,
na presenca de catalisador (100% mol) em refluxo durante 5 h, de acordo com o

esquema 18.
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OAc OH

o) o) o) o)

Bu,SnO, MeOH
AcO R H — > HO Q H
AcO N XN refluxo, 5 h HO N N
OAc OH
0 0
49 50

Esquema 18

O residuo obtido foi purificado por cromatografia em coluna tipo “flash”
originando o composto 50 com um rendimento de 67% (Exp. 2.3.2). Este composto, tal

como o 44, é soluvel em agua.

O espectro *H-RMN evidencia o desaparecimento dos sinais correspondentes
aos grupos acetilo e o deslocamento dos sinais correspondentes aos protdes da

glucosilamina para campo mais alto.

O espectro de IV apresenta também uma banda de absorcdo a 3476 cm™

devido aos grupos OH.

1.3.3 — Sintese do éster metilico do acido [(2-ox0- 2H-cromeno-3-carbonil)-

amino]-acético 51

A preparacdo do composto 51 foi realizada em condi¢cdes experimentais
semelhantes as descritas para o composto 47, a partir da reaccédo do fluoréforo 48

com o aminoacido HGly-OMe.HCI na presenca de HOBt e DCC (esquema 19).

o o) Q o o)
I HOBYDCC, Et;N Q i
| HCI.NH,—CH,—C—OH ——=2= =30, )K/|
ACOEt, TA,24 h N
Z COOH H3CO N
48 o} 51

Esquema 19

O residuo foi cristalizado de acetato de etilo-éter de petr6leo originando o
composto 51 na forma de um soélido branco com um rendimento de 30% (Exp. 2.3.3).
O espectro de 'H-RMN mostra que se formou a ligacdo amida pelo aparecimento do

sinal a 9,26 ppm, na forma de um singleto largo, correspondente ao NH.

Universidade do Minho 50



Discussdo de resultados

O espectro de IV evidencia a formacao da ligacdo amida devido a presenca de
bandas de absorcdo a 3332 (NH) e 1607 (C=0) cm™.

Realizou-se em seguida a hidrolise basica do composto 51 por um
procedimento experimental idéntico ao utilizado na preparacdo de 46 obtendo-se o

acido 52 com um rendimento de 86% (Exp. 2.3.4).

O desaparecimento do singleto a 3,81 ppm, correspondente ao grupo OCHz;, no
espectro de 'H-RMN, e o aparecimento de um sinal a 12,8 ppm na forma de um
singleto largo, correspondente ao grupo OH, mostram que a reac¢ao ocorreu e que o

composto obtido é o pretendido.

Para além disso, o espectro de IV do composto 52 apresenta uma banda de
vibracao larga a 3315 cm™ devido ao grupo OH e ainda uma banda a 1760 cm™ devida

ao grupo C=0 da func¢ao acido carboxilico.

1.3.4 — Sintese de [N-(2,3",4’,6'-tetra- O-acetil- B-D-glucopiranosil)-(2-oxo-

2H-cromeno-3-carbonil)-amino]-acetamida 53

A sintese do composto 53 foi realizada em condicfes experimentais idénticas
as utilizadas na preparacdo do composto 47, por reaccdo entre o acido 52 e a

glucosilamina 41 e de acordo com o esquema 20.

O residuo obtido foi purificado por cromatografia em coluna tipo “flash” e
recristalizado de diclorometano-éter de petréleo originando o produto 53 na forma de

um sélido branco, com um rendimento de 20% (Exp. 2.3.5).

O espectro de 'H-RMN evidenciou a formacdo da ligacdo amida pelo
aparecimento de um sinal a 7,01 ppm, na forma de um dupleto, com uma constante de
acoplamento de 9,3 Hz, correspondente ao protdo NH, compativel com o acoplamento

com o protdo anomérico.
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OAc
+
ACO 0 HOBt/DCC
AcO NH; DMF, TA, 48 h
OAc
41
OAC
o o}
AcO H
AcO N /
OAc |
o) H
o (o)
53
Esquema 20

O espectro de absorcdo UV/vis do fluoréforo 41 mostrou uma banda larga a

300 (&max = 11400 dm3.mol'1.cm'1) e um “shoulder” por volta de 330 nm, ndo havendo

alteracdo significativa na posicdo das bandas de absorcdo de alto comprimento de

onda para os derivados 49, 51 e 53. O espectro de fluorescéncia do estado

estacionario do corante 48 mostrou uma banda de emissdo larga com um maximo a

400 nm (“shoulder” a 370 nm) idéntico aos espectro de emissao dos derivados 49, 51

e 53 (fig. 6) O rendimento quantico de fluorescéncia foi de 1,8% (desvio padrdo de
0,1%) para 0 48 e 2,1-2,4% para os compostos 49, 51 e 53°.

Absorgiofemissan

(L]

0.2 4

250

250
Comprimento de onda (nm)

(k)

450

Figura 6. Espectros de absor¢éo (curva 1) e de emisséo (curva 2)

do derivado da cumarina 53
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O espectro de massa de alta resolucdo obtido pela técnica FAB para o
composto 53 apresenta um ido M*+1 a 577,1671 compativel com a férmula molecular
C26H28N2C)l3-

O espectro de IV apresenta uma banda de absorcdo a 3413 cm™ e outra a
1610 cm™® devido as vibracdes de estiramento da ligacdo N-H e C=0,

respectivamente, em amidas.

1.4 - SINTESE DE N-GLICOPEPTIDOS FLUORESCENTES CONTENDO O
TRIPEPTIDO Gly-Phe-Pro

Como foi referido na introducdo a sintese peptidica pode seguir duas
estratégias distintas, sequencial ou convergente. Na primeira os aminoacidos sao
ligados sequencialmente até se obter a cadeia peptidica desejada. Com esta
estratégia ha a possibilidade de controlar a racemizacgéo através da escolha adequada
do grupo protector da funcdo amino e do grupo activador do grupo carboxilo e os
rendimentos atingidos sdo, normalmente, superiores aos obtidos na sintese
convergente. Nesta sdo preparados varios segmentos de péptidos que, por

subsquente acoplamento, originam o produto pretendido.

Neste trabalho pretendeu-se sintetizar, inicialmente o tripéptido Gly-Phe-Pro
por sintese sequencial de N—C. Uma vez que o residuo C-terminal € a prolina ndo se

corre o risco de ocorrer racemizacao.

1.4.1 — Sintese do tripéptido Gly-Phe-Pro

1.4.1.1 — Tentativa de sintese do tripéptido Z-Gly- Phe-Pro-OMe

Como primeira etapa pretendia-se preparar o dipéptido Boc-Phe-Pro-OMe
fazendo reagir Boc-Phe 54 com Pro-OMe.HCI 55. Para isso utilizou-se o0 método de
acoplamento B, com HBTU e DIPEA, em diclorometano, obtendo-se o dipéptido 56 na
forma de um 6leo, com um rendimento de 69%. Pela andlise do espectro de 'H-RMN
verificou-se, no entanto, o aparecimento de um sinal a 2,89 ppm, correspondente a um
sub-produto da reacc¢édo que se revelou dificil de eliminar. Repetiu-se entdo a reaccéo,

mas utilizando HOBt e DCC, em acetato de etilo, de acordo com o esquema 21,
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obtendo-se o produto 54, na forma de um 6leo, com um rendimento de 88,8%. O

composto obtido foi utilizado nas reacc¢fes seguintes sem qualquer purificacdo.

Pela anélise do espectro de "H-RMN pode comprovar-se a formacao da ligacéo
peptidica pelo desaparecimento do sinal por volta de 3,00 ppm, na forma de singleto
largo, correspondente ao grupo NH da prolina e a presenca de todos os sinais

caracteristicos dos dois aminoacidos constituintes do dipéptido.
CHg

|
H,C—C—0Q Q

l¢)
| H Il I HOBYDCC
CHg )—N—CH—C—OH + C—O0—CHjs

| ACOEt, TA, 24
o CH,
"CI*H,N
55

54
o]

(|3H3 C—O0—CHj
HsC—C—0 o

| H Il

CH3 N_(l:H_C_N

o CH,
56
Esquema 21

Para prosseguir foi necessario desproteger a fungcdo amina da fenilalanina para

fazer a ligagdo a glicina.

Tal como foi referido na introdu¢do um dos aspectos importantes da sintese
peptidica é a remocao dos grupos protectores. O grupo terc-butoxicarbonilo (grupo
Boc), usado frequentemente, é removido por ac¢do de um acido, normalmente o acido
trifluoroacético. O mecanismo proposto para esta reaccdo esta descrito no esquema
22.
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CHs

H3C—C|:—O o
CHz V\

H-N:
R—C—COOH

H

co,

CHs

H3C_C—CH2

isobuteno

H* CF;cO0® ———>

CHj

| /_\ 'rlﬁHz
+ H3C—%®—

Hs

|
H;C—C—0 o)
| \,4\(
CHg N)
® |H2

R—C—COOH

H + R—C—COOH

H

estabilizado por eliminagéo

+

NH, CF;co00°
+ R—C—COOH
H
Esquema 22

Procedeu-se a remocao do grupo Boc do dipéptido 56, por acgdo do acido

trifluoroacético de acordo com o esquema 23, obtendo-se o produto 57 na forma de

um Oleo.

<|3H3 C—O—CHjs
H3C—|C—O |C|)

H
by JH—ene—y e
o CH,
56
Esquema 23

C—O0—CHjs

57

A anélise do espectro de 'H-RMN comprova a remogdo do grupo Boc pois

desapareceu o sinal a 1,39 ppm, na forma de singleto e que integrava para nove.

Para a sintese do tripéptido pretendido, Z-Gly-Phe-Pro-OMe, utilizou-se o

dipéptido 57 sem qualquer purificacdo e tentou fazer-se a ligagdo a glicina 58,

protegida pelo grupo benziloxicarbonilo (Z), por um procedimento experimental

idéntico ao seguido na preparacdo do composto 56, de acordo com o esquema 24.
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C—O—CHj
° I
CHZ—O—C—N—TH—C—OH + H2N—(|ZH—C—N
H CH2
58
HOBt/DCC 57
AcOEt, TA, 22 h

O
Il
C—O—CHj

0 0
o)
Q I H I W [
CHZ—O—C—N—TH—C—N—TH—C—N
H

CH,

59
Esquema 24

Verificou-se que a reaccao ocorreu em pequena extensdo e o produto obtido

revelou-se de dificil purificacao.

Admite-se que este resultado seja explicado pela formacdo duma
dicetopiperazina do péptido 57, que ocorre por reac¢ao intramolecular entre o grupo
amino da fenilalanina e o grupo carbonilo da prolina (esquema 25). Os ésteres
metilicos constituem uma boa protec¢cdo da funcdo carboxilica mas podem surgir
problemas quando se trabalha com dipéptidos pois o éster metilico livre de um

dipéptido pode ciclizar facilmente formando uma dicetopiperazina®.

1N

/\ C—O—CHs
] oS
—_—

A C N
H,N—CH—C—N | |
NH C
CH, \C|:H/ o
CH,

57

Esquema 25

Universidade do Minho 56



Discussdo de resultados

1.4.1.2 — Sintese do dipéptido Z-Phe-Pro-OBu |

Para ultrapassar o problema, e atendendo a que o0s ésteres terc-butilicos
impedem a reacc¢édo intramolecular decidiu usar-se como produto de partida a prolina
61, com o grupo acido protegido na forma de éster terc-butilico, obtida pela

desproteccdo do composto Z-Pro-OBu' 60.

Como foi referido na introducdo o grupo Z pode ser removido por hidrogenacéo
catalitica. Assim, tentou desproteger-se 0 grupo amino do composto 60 por reaccdo
com hidrogénio em presenca de Pd/C (10%), em metanol seco, a temperatura
ambiente. Ao fim de 4 h a mistura foi filtrada sobre Celite e evaporada. O residuo
obtido revelou-se muito dificil de secar e no final verificou-se ser uma quantidade muito
reduzida o que revelou ter sido a reaccdo muito pouco efectiva. Depois de varias
tentativas infrutiferas optou-se por utilizar um método diferente que consiste em fazer
a reaccao entre o aminoacido protegido 60 e monoformiato de hidrazina em metanol
na presenca do catalisador Pd/C (10%). A reac¢do decorreu a temperatura ambiente e
completou-se numa hora (Esquema 26)%, originando o composto 61 com um
rendimento de 85% (Exp. 2.4.1).

I
C_O_C(CH3)3

C—O—C(CH
o (CHa3)3

I NH,NH,.HCOOH
CH,—/O0—C—N Pd/C (10%), TA, 1 h HN

60 61

Esquema 26

O composto 61 ligou-se entdo a benziloxicarbonil-fenilalanina 62, em presenca
de HOBt e DCC, formando-se o dipéptido 63 (62%) de acordo com o esquema 27
(Exp. 2.4.2). O produto obtido foi utilizado, nas reac¢cBes posteriores, sem qualquer

purificacéo.

A anélise do 'H-RMN mostra um sinal a 5,50 ppm, na forma de um dupleto,
correspondente ao grupo NH da amida e o desaparecimento do sinal a 3,0 ppm do NH

da prolina.
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] I ]
QCHZ—O—C—NH—TH—C—OH + C—O0—C(CHg);

CH,

HN

61
62

HOBt/DCC
AcOEt, TA, 19 h

C_O_C(CH3)3

I ||
QCHZO—C—NH—TH—C—N
CH,
63
Esquema 27

1.4.1.3 — Sintese do tripéptido protegido Z-Gly-Phe  -Pro-OBu ' 65

De modo a poder efectuar a sintese do tripéptido 65, por reaccdo entre
Z-Gly e 63, foi necessario remover primeiro o grupo Z deste ultimo, de modo a obter o
grupo NH, da fenilalanina na forma livre. Esta desproteccao foi realizada por reaccdo

com hidrogénio em presenca de Pd/C (10%) de acordo com o esquema 28.

C—O0—C(CHy); C—O—C(CHa)3
I I I
@CHZ—O—C—NH—TH—C—N NHz—(|3H—C—N
CH; Hp, Pd/C (10%) CH>
MeOH, TA, 4 h
63
64
Esquema 28

O composto 64 foi obtido com 85% de rendimento e usado sem qualquer

purificacdo (Exp. 2.4.3).
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Pela analise do espectro de 'H-RMN verificou-se a remoc&o do grupo protector
pois desapareceram o0s sinais a 5,04 ppm correspondente ao CH,-Z, a 5,50 ppm
correspondente ao NH e os sinais de 7,26-7,27 ppm dos protdes arilicos. Por outro
lado, aparece um sinal a 6,40 ppm, na forma de singleto largo e que integra para dois

protdes, correspondente ao NH,.

Finalmente fez-se a ligacdo do composto 64 a glicina 58, em presenca de HOBt
e DCC (Esquema 29), obtendo-se o tripéptido 65 com um rendimento de 62% (Exp.
2.4.4).

A anélise do espectro de *H-RMN evidencia a formac&o da nova ligacdo amida
pela presenca do sinal a 8,23, que integra para um protao e que corresponde ao NH
da fenilalanina, na forma de dupleto com J=8,4 Hz, tendo desaparecido o sinal a 6,40

ppm, correspondente ao NH..

C_O_C(CH3)3

(0] o O
| Q I H |
NHZ_TH_C_N + CHZ_O_C_N_TH_C_OH

CH; H
58
64 HOBt/DCC
AcOEt, TA, 19
C_O_C(CH3)3

(@] H (@]
(@]
I H [ I

CHZ—O—C—N—TH—C—N—TH—C—N
H CH,
65
Esquema 29

1.4.2 — Sintese de nafto[1,2- d][1,2,3]triazol-2-il-benzamida-Gly-Phe-Pro-
OBu' 67

Tal como foi referido na introdugdo a ligacdo de corantes fluorescentes a
péptidos integra um campo de investigacdo em pleno desenvolvimento na procura de
compostos fluorescentes que apresentem boa compatibilidade com sistemas

biolégicos o que favorece a aplicacdo desses compostos.
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Neste trabalho foi ja referido a ligacdo de fluor6foros a glucosilamina e a glicina
passando a descrever-se nos pontos seguintes a ligacdo ao tripéptido preparado em
1.4.1.3.

Para ligar o péptido 65 a um corante com um grupo activo acido carboxilico é
necessario remover o grupo protector da fungdo amina (Z). O procedimento é o

mesmo que foi utilizado na preparac¢do do composto 64 de acordo com o esquema 30.
O tripéptido 66 foi obtido na forma de um sdélido branco (94%) tendo sido usado

sem qualquer purificacéo (Exp. 2.4.5).

C_O_C(CH3)3

7 (|)| T ﬁ
CHy—O— C—N— CH—C—N—CH—C—N Ha, Pd/C (10%)
| | MeOH, TA, 4 h
H

CH,

65

C—O0—C(CHy)s

o H 0

HZN—CH—C——ll\I—CH—ﬂ—N
H CH,

66

Esquema 30

A interpretacdo do espectro de 'H-RMN mostra o desaparecimento do sinal
correspondente ao grupo Z-CH, a 5,00 ppm, e o sinal a 7,18-7,33 ppm que
correspondia aos protbes do grupo arilo e ao NH da glicina que integrava para onze,
passa a integrar apenas para 5 protdes correspondente ao anel aromatico (a 6=7,27
ppm) da fenilalanina e a 3,27 ppm aparece um sinal, na forma de um singleto largo

integrando para dois protdes, correspondente ao grupo NH,.

Para a ligacdo do fluoréforo 42 ao péptido 66 seguiu-se um procedimento
experimental idéntico ao utilizado na preparacdo do composto 45, representado no

esquema 31. O método de acoplamento utilizado revelou-se muito eficaz e produto 67
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foi obtido puro, na forma de um sélido de cor rosa, com um rendimento de 87%. (Exp.
2.4.6).

A andlise do espectro de "H-RMN comprova que o produto é o pretendido com
0s sinais dos protdes do corante e do péptido praticamente sem alteragdo a excepgao
do desaparecimento do sinal a 3,27 ppm do NH, da glicina e o aparecimento de um
sinal a 8,85 ppm, na forma de um tripleto com constante de acoplamento de 5,7 Hz,

compativel com o NH da ligacdo amida.

C_O_C(CH3)3

L1 2 g
N
H,N—CH—C——N——CH—C—N + =~ 7/
| | N o]

66
HBTU, DIPEA
DMF, TA, 20 h
C_O_C(CH3)3
N 0 0 0
=\ | [ I
N C—NH—CH—C—N—CH—C—N
~. / | |
N H CH,
67
Esquema 31

1.4.3 — Sintese de nafto[1,2- d][1,2,3]triazol-2-il-benzamida-Gly-Phe-Pro 68

Para poder ligar o composto 67 a glucosilamina foi necesséario desproteger o

grupo carboxilo o que foi feito por accdo de TFA de acordo com o esquema 32.
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(o}

C—O0—C(CHa)3

C—NH—CH—C—N—CH—C—N

N O O (o]
/ \, <:> [ I on
~ /
N L (|:H2 TA, 2 h
67
|

C—OH

N 0 o o
=\ I [ I
N C—NH—CH—C—N—CH—C—N
~ / [ |
O N H CH,

68

Esquema 32

O composto 68 foi obtido com um rendimento de 77% apds recristalizagédo de

diclorometano-éter etilico (Exp. 2.4.7)

Pode comprovar-se a desproteccdo, no espectro de 'H-RMN, pelo
desaparecimento do sinal a 1,38 ppm, na forma de um singleto e integrando para 9,
correspondente ao grupo terc-butilo, e o aparecimento de um singleto largo a 12,52

ppm correspondente ao protdo do OH.

1.4.4 - Sintese de nafto[1,2- d][1,2,3]triazol-2-il-benzamida-Gly-Phe-Pro-

glucopiranosilamida 69

O composto 68 reagiu com a glucosilamina 41 pelo método B descrito em
1.2.1. de acordo com o esquema 33. O residuo obtido foi purificado por cromatografia
em coluna tipo “flash”, originando o produto 69, solido de cor rosa forte, com um
rendimento de 53% (Exp. 2.4.8).
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N o) o) o
=\ Il - w [ 0
N C—NH—CH—C—N—CH—C—N + AcO
~_ / | | AO NH,
41

HBTU, DIPEA
68 DMF, TA, 18 h

AcQ

N o o o Acd
=\ Il [ [ ¢
N C—NH—CH—C—N—CH—C—N
</ | |
O N H CH,

69

OAc
OAc

Esquema 33

O espectro de 'H-RMN revelou a formacéo de nova ligacdo amida entre o
tripéptido e a unidade glucose devido ao aparecimento, a 7,40 ppm, de um dupleto

com constante de acoplamento 9,3 Hz, correspondente ao NH da glucosilamida.

O espectro de IV apresenta uma banda a 1751 cm™ correspondente a vibracao

de estiramento da ligacdo C=0 dos grupos acetilo.

1.45 — Sintese de nafto[1,2- d][1,2,3]triazol-2-il-benzamida-Gly-Phe-Pro-
glucopiranosilamida desacetilada 70

O composto 69 foi submetido a um procedimento experimental idéntico ao
utilizado na preparacéo do composto 50 (Esquema 34), com Bu,SnO em metanol seco
e aquecido sob refluxo, durante 15 h, tendo originado o composto 70 na forma de um

sélido com um rendimento de 62% (Exp. 2.4.9).
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N 0 o) 0 Acd)
=\ [ [ | ¢
N C—NH—CH—C—N—CH—C—N
N H CH,
69

Bu,SnO,
MeOH, HQ
refluxo, 15 h

N 0 9 9 HO
=\ ll [ [
N C—NH—CH—C—N—CH—C—N
~ / | |
O N H CH,

O—0
(0]

70

Esquema 34

A interpretacdo do espectro de RMN de protdo mostrou que a desproteccéo foi
efectiva pois desapareceram os sinais de 1,91 a 2,07 ppm correspondentes aos
grupos acetilo. Por sua vez, os sinais correspondentes aos protdes do agucar
deslocaram-se para campo mais alto, sendo os maiores desvios correspondentes aos
protdes 2', 3’ e 4', seguidos dos 6’, 5’ e finalmente 1’ que foi o que sofreu menor
desvio. Também aqui o protdo do grupo OH ligado na posicéo 6’ originou um tripleto a
4,52 ppm, com J=5,7 Hz, enquanto que os outros, quando isolados, corresponderam a
dupletos ou a singletos. Todos o0s outros sinais se mantiveram semelhantes

evidenciando ter sido preservada a estrutura do péptido e do corante.

O espectro de IV comprovou a remocdo 0s grupos acetilo pois deixou de
apresentar a banda a 1751 cm™, correspondente ao C=0 do éster, e passou a

apresentar uma banda a 3583 cm-1 correspondente aos grupos OH.

1.4.6 - Sintese de (2-Oxo-2 H-cromeno-3-carbonil)-amido-Gly-Phe-Pro-
OBu'71

Tal como se descreveu no ponto 1.4.2 para ligar o péptido 65 a cumarina 48 foi
necessario desproteger a funcdo amina do péptido. Seguiu-se o procedimento

experimental descrito para a sintese do composto 67, acoplamento na presenca de
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HBTU e DIPEA, em DMF (esquema 35). O composto 71 foi obtido por precipitacdo
com agua, filtrado e seco com um rendimento de 86% (Exp. 2.4.10). O método de

acoplamento revelou-se eficaz, de facil execugéo e originando bom rendimento.

C—O—C(CHy)3

I
H,N— CH—C—N—CH—C—N

o o o)
(-
| | . W
H CH; COOH
48
66 ‘ B

o)
| o o)
I

c -
A \H_TH—C—N—TH—C—N
H CH,
o o

71

o

C—O—C(CHjy)3

Esquema 35

A formacado da ligacdo amida foi detectada pelo desaparecimento do singleto
largo, correspondente ao NH,, a 3,27 ppm, e 0 aparecimento do sinal a 9,22 ppm, na
forma de um tripleto com uma constante de acoplamento de 5,4 Hz, tipico do NH da

glicina.

O espectro de infra-vermelho apresenta uma banda a 1641 cm™, que néo
estava presente no espectro do composto 66, e que corresponde ao grupo C=0 de

uma lactona, o que comprova a formacédo da ligagdo amida ao fluor6foro 48.
1.4.7 — Sintese de (2-Oxo0-2 H-cromeno-3-carbonil)-amido-Gly-Phe-Pro 72
O composto 71 foi tratado com TFA para remover o grupo protector do

carboxilo com um procedimento semelhante ao utilizado na preparacdo do composto

68 de acordo com o esquema 36 (Exp. 2.4.11).
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C—O—C(CHa)3

o)
| i 2
c
N7 O N—cH-c—R—cH-c—n TFA
Ho [ TA, 2 h
H CH,
o )
o)
71 — o—
o C—O0—o0H
| 2 2
c
X \H—TH—C—H—?H—C—N
H CH,
o o
72
Esquema 36

Pela analise do espectro de 'H-RMN pode comprovar-se a remogdo do grupo
protector pois desapareceu o sinal a 1,48 ppm, na forma de um singleto, que integrava
para 9, correspondente aos grupos CHj, tendo-se mantido todos os outros sinais
practicamente sem alteracdo. N&o foi detectado o sinal correspondente ao protdo do

grupo OH.

O espectro de IV evidencia a desprotec¢do do grupo acido carboxilico pois
apresenta uma banda a 3405 cm™ correspondente ao grupo OH, e outra a 1691 cm™

devido ao grupo C=O do acido.

1.48 - Sintese de (2-Oxo-2 H-cromeno-3-carbonil)-amido-Gly-Phe-Pro-

glucopiranosilamida 73

O composto 72 foi entdo ligado a glucosilamina 41. Mais uma vez foi
seleccionado o método de acoplamento com HBTU e DIPEA que se revelou razoavel
para esta sintese (esquema 37). O produto 73 foi precipitado da mistura reaccional por

adicao de agua, filtrado e seco (53%) (Exp. 2.4.12).
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o)
Il

o C—O0—OH

I c|3| <|3|

c

H
Xy N—CH-C—N—CH-C—N _HBTU, DIPEA
Ho [ DMF, TA, 20 h
H CH,
o) o)
72 AcO
Y
H 0O OAc
o)
\/ OAc
o c AcO
I I
H
X H—(l:H—C—N—(l:H—C—N
H CH,
o) o)
73
Esquema 37

A formagéo da ligacdo amida é evidenciada, no espectro de *H-RMN, pelo sinal
a 7,20-7,32 ppm, correspondente ao NH da amida que na glucosilamina aparecia a
2,02-2,10 ppm. O protdo anomérico que aparecia na amina 41 a 4,20 ppm aparece
agora a cerca de 5,28 ppm, campo mais baixo, o0 que é motivado pela proximidade de

um grupo electronegativo que o desprotege.

1.49 - Sintese de (2-Oxo-2 H-cromeno-3-carbonil)-amido-Gly-Phe-Pro-

glucopiranosilamida desacetilada 74

O composto 73 foi tratado de modo idéntico ao utilizado na preparacdo do
composto 70, com Bu,SnO para remoc¢ao dos grupos acetilo. O residuo obtido foi
purificado por cromatografia em coluna tipo “flash” originando o produto 74 com um
rendimento de 59% (Exp. 2.4.13).

O espectro de 'H-RMN evidencia a desproteccdo pois desapareceram 0s
sinais de 1,90 a 2,07 ppm, correspondentes aos grupos acetilo, e os sinais dos protdes
do acucar deslocaram-se para menores desvios quimicos sendo 0 menos afectado o

protdo anomérico tal como acontece no composto 70.
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HO,
H ° OH
O,
\C/ OH
o HO
I |

X H—(l:H—C—N—CH—C—N

H CH,
@) o

74

O espectro de fluorescéncia do corante 48 mostra uma banda de emisséo, com
estrutura vibracional, com maximo a 408,5 nm. A ligacao do corante a glucosilamina,
acetilada ou desprotegida (49 e 50), a péptidos (71) ou a glicopéptidos (73 e 74), ndo
afecta nem a forma nem a posi¢cdo da banda de fluorescéncia. Pela andlise dos
espectros, de absorcdo e de emissédo, verifica-se que tanto no corante como nos
compostos derivados a banda méaxima de excitagdo se situa por volta dos 340 nm e a

banda maxima de emissao entre os 400 e os 410 nm (Tabela 1).

A tabela 1 apresenta os comprimentos de onda maximos de excitacdo e de

emissao para os compostos referidos.

Tabela 1 — Comprimentos de onda maximos de excitacd 0 e de emissédo de

derivados de cumarina

Composto Maximo de excitagdo Maximo de emisséo

(nm) (nm)

48 339 408,5

49 340,5 406,5

50 338,5 404,5

71 337 403,5

73 339 402

74 339 403

Nas figuras seguintes sdo apresentados 0s espectros de excitacdo e de

emissao dos compostos.
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Figura 10. Espectro de emissao do composto 49 (Ana=406,5 nm)
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Figura 12. Espectro de emissao do composto 50 (Ana=404,5 nm)
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Em relacéo a intensidade dos espectros 0 modo de medicdo ndo permite fazer
comparacfes uma vez que a fluorescéncia varia com a temperatura, intensidade da

fonte e outros factores. Apenas o calculo do rendimento quantico permitiria tirar outras

conclusdes.
1.4.10 — Tentativa de prepagdo do composto (2-Oxo- 2H-cromeno-3-
carbonil)-amido-Gly-Phe-Pro-glucopiranosilamida 73 por sintese
convergente

Na sintese dos glicopéptidos fluorescentes foi adoptado o método de sintetizar
0 péptido fluorescente e s6 no final fazer a ligacdo com o agucar que, tal como foi

referido na introducéo, é um método muito utilizado.

Neste trabalho pretendia-se preparar os compostos 69 e 73 por sintese
convergente ligando, numa primeira etapa, o agucar a prolina, seguida da ligacao a
fenilalanina e na etapa final fazer a ligacdo ao bloco fluoréforo-Gly ja preparado

anteriormente (compostos 46 e 52).

Com este estudo pretendia-se comparar a facilidade de execucdo e os
rendimentos obtidos nos dois métodos com vista & obtencdo de outros glicopéptidos
fluorescentes pela escolha adequada de blocos constituidos por fluoréforos e/ou

aminoacidos diferentes.

Para atingir o objectivo pretendido ligou-se a Boc-Pro 75 a glucosilamina 41
utilizando o método de acoplamento com HBTU e DIPEA, em DCM, durante 24 h
(Esquema 38). No final a mistura reaccional foi lavada com solu¢do aquosa de HCI
1M, &gua, solugdo aquosa de NaHCO; a 10% e novamente com agua. Depois das
lavagens a solucdo foi seca (MgSQ,) e concentrada. O produto obtido, 76, aparecia
contaminado com o sub-produto da reac¢cdo com HBTU a que corresponde o sinal a

2,81 ppm no espectro de *H-RMN.

Tentou cristalizar-se o produto 76 mas néo se conseguiu obter o produto puro
em quantidade razoavel para prosseguir a sintese (0,084 g; 38%). Fez-se entdo uma
nova tentativa de sintetizar o produto mas utilizando DMF como solvente. No final
tentou cristalizar-se o produto com adi¢cdo de dgua de modo analogo ao utilizado em

reacgcOes anteriores (sintese do produto 73) mas encontrou-se alguma dificuldade. A
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solucéo foi deixada no frio durante 48 h e o produto 76 cristalizou na forma de um

sélido branco com um rendimento de 25%.

o
” AcO
C—OH
CHj Tl)
o
HyC——C—O0—C——N + HoN OAC?:AC HBTU,DIPEA
DCM, TA, 24 h
CHs AcO
75 41 ACO
AcO
o 0
0 Il w P OAc
Il w OAc C—N
C—N OAc
ore TH3 ﬁ AcO
AcO
TFA HC——C—0—C——N
HN 77 TA, 2h
CHs 76
+
]
CH,—O—C—NH—CH—C—O0H
CH,
62
AcO
o)
Iw P OAc
N OAc
Q o AcO
@ [T
CHz—O—C—N—TH—C—N
CH,
78
Esquema 38

Apesar dos baixos rendimentos prosseguiu-se com a sintese e para isso tratou-
-se 0 produto 76 com TFA a temperatura ambiente durante 2 h. O residuo obtido foi
lavado com éter etilico e éter de petréleo originando o produto 77 com um rendimento
de 55%. O passo seguinte seria a ligacao deste composto a Z-Phe 62 (esquema 38)
mas em virtude das dificuldades encontradas na purificacdo dos produtos e dos baixos
rendimentos decidiu-se abandonar o método pois entendeu-se ndo ser uma alternativa
promissora ha sintese destes compostos. Pode tentar explicar-se as dificuldades
encontradas pela alteracdo na solubilidade dos compostos ao introduzir a

glucosilamina.
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2 - REACCOES COM CORANTES DA CLASSE DOS
VINILSULFONICOS

Na introducéo foi referido o interesse e aplicacdo dos corantes reactivos e em

particular dos vinilsulfénicos.

Neste trabalho realizou-se o estudo da utilizagdo de um novo fluoréforo da
classe dos vinilsulfénicos, preparado em laboratério e obtido como uma mistura do

corante em 3 formas, como se ilustra em seguida.

Q\OZCHZCHZOSO3H S0,CH,CH,0H
SO,CH=CH,

N—N
79 -1

Para a ligacdo a aminodacidos, péptidos ou aclcares apenas interessa a forma
Il pelo que se tentou transformar as formas | e 1l na forma lll. Por aquecimento a 60°-
70°C, durante 2 horas a pH 8, transformou-se a forma | na forma 1. A forma II
tratada com trietilamina na presenca de cloreto de mesitilo (cloreto de metanosul-
fonilo), durante 10 minutos & temperatura ambiente, transforma-se na forma II1°®, a
qual foi obtida na forma de um soélido acastanhado com um rendimento de 42% (Exp.
2.5.1). Tentou entdo ligar-se o corante na forma lll a glicina e a outras aminas (4-
metoxianilina, 2,5-dimetoxianilina e glucosilamina 41) por uma reac¢do de adicdo a
dupla ligac&o®, mas as reaccdes foram muito incompletas e os produtos obtidos

dificeis de purificar.

A reaccao do corante 79- Ill com cisteina 80, por adicdo mediante o atomo de
enxofre®®, foi realizada em DMF, adicionando TEA a 0°C e deixando depois em
agitacdo a temperatura ambiente durante 24 h (esquema 38). Por adi¢cdo de agua a
mistura reaccional o composto 81 precipitou sendo posteriormente filtrado e seco
(92%) (exp. 2.5.2).
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S0O,CH=CH,
—N
7 \ +  H,N—CH—C—OH
N
Vi (|3H2
79- 1 TEA 80
TA, 24 h SH
NH,
S0,CH,CH,—S—CH,—CH
N—N c=0
I\ |
Y OH
81
Esquema 38

No prosseguimento deste estudo foram realizadas reaccfes de adicdo com o
composto 37, precursor do corante vinilsulfénico 83, que por reac¢fes idénticas as

descritas para transformar o corante 79 nas formas Il e lll, se transformam nas formas

vinilicas.
S0,CH,CH,0S03H
o O
N/
S\
CH,CH,0SO3H
N/N\
82
H,N / N
83

2.1 — REACCOES DE AZA-MICHAEL

Referiu-se na introducdo a importancia das reacc¢des de aza-Michael na sintese
orgéanica e varios métodos que tém sido desenvolvidos na realiza¢do destas reaccgoes.
Os compostos 37, 79 e 83, tal como se explicou no ponto anterior, podem ser
transformados nas respectivas formas vinilicas podendo intervir em reaccbes de aza-

Michael.
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2.1.1 — Reaccbes de adicdo a metilvinilsulfona 38

A metilvinilsulfona 38 reagiu com varias aminas primarias e secundarias, na
presenca do catalisador Amberlyst-15, a temperatura ambiente e pelo tempo

apropriado a cada composto.

Na tabela 2 apresentam-se as reaccdes realizadas, tempo de reaccédo e

rendimentos obtidos.

Tabela 2- Adicao conjugada de aminas a metilvinilsu  Ifona 38 catalisada por
Amberlyst-15

Entrada Amina Produto Tempo (h) Rendimento
(Exp.) (%)
1 \Y4 84
(2.6.1.1) CH3CH,CH2NH; H3C/ \CHZCHZNHCHZCHZCHa 24 84
2 AVARRR®
(2.6.1.2) HNCHZCH,OH he” N cHacrHHCH.CHOH 10 95
NH PN
(2.6.1.3) ’ e °”2°”2“”{> 0,5 51
4 \\s// 87  CH,CH,
(2.6.1.4) (CHsCHz)oNH e o 5 62
5 /CH3 o\\//o 88
HN S /CH3
(2.6.1.5) Nenc=cn e NCHaCHN 24 92
=
CH,C=CH
6 AV
NH AN _
(2.6.1.6) HiCT TCHCH, G 0,5 95
7 C)\\S//O 90
PN
(2.6.1.7) NH e Nomon—{ ) 24 74
8 VAR
(2.6.1.8) | MNCHCHCHNHz | 55 csmomornni, 3 90
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Os produtos correspondentes as entradas 1, 2, 5 e 6 foram obtidos numa forma
pura sem qualquer purificacdo, com bons rendimentos. Destes, 0s compostos 84, 85 e
88 foram obtidos utilizando um excesso de amina para permitir que a reaccao fosse
completa. Os produtos correspondentes as entradas 4, 7 e 8 foram purificados por
cromatografia em coluna tipo “flash” usando como eluente misturas de cloroférmio-

metanol nos dois primeiros 87 e 90 e acetona-etanol-agua no ultimo 91.

A andlise dos espectros de 'H-RMN mostra que os sinais correspondentes aos
protdes dos dois grupos CH; da metilvinilsulfona aparecem, para todos os compostos,

entre 2,84 e 3,30 ppm, 0 que evidencia a reac¢ao de adigcao.

As aminas alifaticas primarias (Tabela 2, entradas 1-3 e 8) reagiram em
condicbes moderadas (temperatura ambiente e tempo de reacc¢ao entre 30 minutos e

24 h) com rendimentos moderados a bons (51%-95%).

As aminas alifaticas secundarias aciclicas (dietilamina e propargilamina,
entradas 4 e 5, respectivamente) e ciclicas (pirrolidina e piperidina, entradas 6 e 7)
reagiram em condi¢cdes semelhantes. Surprendentemente a tentativa de reac¢édo com
a diisopropilamina originou um residuo constituido apenas pelos reagentes mesmo
depois de longos tempos de reaccdo. A auséncia de reactividade da diisopropilamina,
como nucledfilo, nestas reac¢fes de aza-Michael pode dever-se a questdes estéreas.
De facto, depois do procedimento final recuperou-se a metilvinilsulfona pura. A analise

do espectro de *H-RMN n&o evidenciou qualquer equilibrio de adigéo-eliminacao.

A reaccdo com a etanolamina (Tabela 2, entrada 2) foi completamente

guimiosselectiva originando a amina esperada 85 com rendimento elevado (95%).

Foram feitas tentativas de reaccdo com aminas aromaticas, anilina 92, p-
toluidina 93 e p-anisidina 94, e com a ftalimida 95, mas as reacc¢des nao ocorreram ou
ocorreram em muito pequena extensédo (anilina e p-anisidina). Estes resultados sao
consistentes com a baixa reactividade das aminas aromaticas em comparacdo com a
ciclo-hexilamina. Outros autores referem iguais dificuldades com as aminas aromaticas
mesmo utilizando métodos diferentes e diferentes agentes de adicdo****. Tentou ainda
ligar-se a metilvinilsulfona a amino&cidos e a glucosilamina 41 mas também aqui ndo
se conseguiram obter produtos em quantidades que permitissem uma caracterizacao

completa.
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o)
92
93 94 95 0

Para avaliar a influéncia do catalisador nestas reac¢des repetiu-se a reac¢ao

da metilvinilsulfona com a piperidina, na auséncia de catalisador, em condi¢cbes
experimentais idénticas as utilizadas quando na presenca de Amberlyst-15. Ao fim de
24 h verificou-se que o rendimento baixou de 74% (com catalisador) para 55% (sem
catalisador). Este resultado evidencia a eficiéncia do Amberlyst-15 para este tipo de

reaccoes.

Uma vez que B. Das™ refere no seu trabalho que o Amberlyst-15 é reciclavel
sendo possivel a sua utilizagdo trés vezes consecutivas com pequenas altera¢des nos
rendimentos das reacc¢Oes, decidiu investigar-se esse comportamento. Para isso
realizou-se a reacgdo da metilvinilsulfona com a propilamina usando o mesmo
catalisador por trés vezes. Por andlise do espectro de 'H-RMN verificou-se que o
produto formado na primeira utilizacdo ndo continha qualquer sulfona de partida. Na
segunda e terceira reac¢bes o residuo continha, respectivamente, 6% e 30% de
metilvinilsulfona. Estes resultados evidenciam que o catalisador perde eficiéncia ao fim

de um ciclo de reaccbes.

2.1.2 — Reaccbes de adicdo a p-aminofenilvinilsulfona 37

o\\s//o
NcH=cH,

H->N
2 37

A p-aminofenilvinilsulfona 37 reagiu com varias aminas alifaticas primarias e
secundarias, na presenca de Amberlyst-15, por um procedimento experimental

idéntico ao utilizado nas reacdes descritas em 2.5.1.

A Tabela 3 apresenta as reaccdes realizadas, os tempos de reaccédo e 0s

rendimentos obtidos.
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Tabela 3- Adicao conjugada de aminas a p-aminofenilvinilsulfona 37 catalisada

por Amberlyst-15

Entrada Amina Produto Tempo Rendimento
(Exp.) () (%)

1 Vi

S\\2 1 120 3
(2.6.2.2) CH3CH2CH2NH2 /3@1/ CH,CH,NHCH,CH,CH, 0,67 7
H,NT 4 2 ¢ 96

2 \\//
(2.6.2.3) H2NCH2CH2CH>NH: /O/ CH,CH;NHCH,CH,CH,NH, 0.17 100

3 o\\//o

(2.6_2_4) H2NCH>CH>OH /O/S\CHQCHZN:;HZCHZOH 4 23
H,N

4 > \\//
NH, T CH CH NH
(2.6.2.5) e 15 95

5 V
(2.6.2.6) NH O/ °“2°“2_ 05 87

6 V
(2.6.2.7) NH Q/ _ 2 34

7 \\// C2H5
(2.6.2.8) (CH3CH2)2NH /@/ C;O(;Hz . 5 100
8 /CH3 \\//
N

HN
(2.6.2.9) Nemcmcn /@/ fOH;CH N 10 57

Os produtos correspondentes as entradas 2, 4 e 7 foram obtidos no estado
puro sem qualquer purificacdo e com bons rendimentos. Destes 0s compostos 97 e
102 resultaram de reaccdes em presenca de excesso de amina para aumentar a

extensao da reaccéo.

Os produtos correspondentes as entradas 6 e 8 foram purificados por
cromatografia em coluna tipo “flash” usando como eluentes misturas de acetato de

etilo-éter etilico e acetato de etilo-metanol, respectivamente.
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Os produtos 96 e 101 (Tabela 3, entradas 1 e 6) foram purificados por
cristalizagdo de éter etilico-éter de petréleo e diclorometano-éter de petréleo,

respectivamente.

O produto correspondente a entrada 3 foi purificado por PLC sendo dificil a sua
extraccdo da silica o que justifica o baixo rendimento obtido. A dificuldade de
extraccdo da silica deve-se a presenca do grupo OH que confere ao composto uma

maior afinidade para a silica.

Os espectros de 'H-RMN mostram o desaparecimento dos sinais
correspondentes aos protdes do grupo vinilo e o aparecimento de um sinal a 2,31-3,00
ppm correspondente ao H-1 e outro sinal a 2,58-3,32 ppm correspondente ao H-2.

Ambos 0s sinais integram para dois 0 que evidencia a reaccéo de adicao.

As aminas alifaticas primarias (Tabela 3, entradas 1-4) reagiram em condicdes
moderadas e temperatura ambiente com rendimentos bons a excep¢dao do composto

98 (Tabela 3, entrada 3) pelos motivos indicados anteriormente.

As aminas alifaticas secundarias aciclicas (dietilamina e propargilamina,
entradas 7 e 8, respectivamente) e ciclicas (pirrolidina e piperidina, entradas 5 e 6)
reagiram em condigcbes semelhantes embora com rendimentos bastante diferentes
relacionados com as técnicas de purificacdo utilizadas. A semelhanca da

metilvinilsulfona 38 também a sulfona 37 ndo reage com a diisopropilamina.

Foram ainda feitas tentativas de reac¢do com a prolina e com a glucosilamina
gue nao foram bem sucedidas, tendo conduzido, em ambos 0s casos, a residuos em
que ndo se detectaram nem vestigios do composto de adicdo (por andlise de 'H-
RMN).

Com as aminas aromdticas anilina 92 e p-anisidina 94 as reac¢fes nao
ocorreram. Com a p-toluidina 93 a reac¢do ocorreu mas em pequena extensdo. O
residuo obtido foi purificado por cromatografia em coluna tipo “flash” e a segunda
fraccao isolada correspondia ao produto de adicdo (18%) mas em quantidade reduzida

gue ndo permitiu a caracteriza¢do completa do composto.

Como conclusdo pode dizer-se que o procedimento experimental descrito,

simples e econdmico, provou ser uma metodologia eficaz para as reac¢des de aza-
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Michael usando vinilsulfonas como aceitadores de Michael e aminas alifaticas
(primarias e secundérias) como nucledfilos. O catalisador representa um factor
importante na optimizacdo dos rendimentos. Embora o catalisador possa ser
reutilizado observa-se uma reducdo moderada progressiva dos rendimentos. As
aminas aromaticas sdo menos reactivas nestas condicdes experimentais

provavelmente devido ao seu baixo caracter nucleofilico.

O espectro de fluorescéncia da sulfona 37 mostra uma banda de emisséo, com
estrutura vibracional, com um méximo a 451,0 nm correspondendo a uma banda de
excitagdo com um maximo a 308,0 nm. Os compostos 96, 99, 100 e 102 resultantes
da adicdo da sulfona 37, respectivamente, a propanamina, a ciclo-hexilamina, a
pirrolidina e a dietilamina apresentam bandas de fluorescéncia com forma semelhante
e posicdo semelhante no que diz respeito as bandas de excitagdo com maximos de
308,0 nm para o composto 37 e cerca de 300 nm para os derivados. Quanto a posigao
das bandas de emissdo observa-se uma diferenca mais acentuada. A sulfona 37
apresenta um maximo de emissdo a 451,0 nm e os derivados 96, 99, 100 e 102

apresentam maximos de 325,0, 322,5, 316,0 e 331,5 nm, respectivamente.

A Tabela 4 apresenta apresenta os comprimentos de onda maximos de
excitacdo e de emissao para os compostos referidos e os espectros respectivos sdo

apresentados nas figuras 16 a 20.

Tabela 4 — Conprimentos de onda maximos de excitacd o0 e de emissao da p-

aminofenilvinilsulfona e de compostos de adicédo

Composto Maximo de excitacdo Maximo de emissao
(nm) (nm)
37 308 451,0
96 301,5 316,0
99 301,0 325,0
100 298,5 322,5
102 302 331,5
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Figura 16. Espectros de excitacdo e de emissdo do composto 37
(Amax de excitacdo=308,0 nm e Ana de emissdo=451,0 nm)
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Figura 17. Espectros de excitacdo e de emissao do composto 96
(Amax de excitagdo=301,5 nm e Apy de emissdo=316,0 nm)
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Figura 18. Espectro de excitagdo e de emissédo do composto 99
(Amax de excitacdo=301 nm e A« de emissdo=325 nm)
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Figura 19. Espectro de excitagdo e de emissédo do composto 100
(Amax de excitacdo=298,5 nm e Ana de emissdo=322,5 nm)
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Figura 20. Espectro de excitacdo e de emissdo do composto 102
(Amax de excitacd0=302 nm e A de emissdo=331,5 nm)

Também para estes compostos nao foi feito o calculo do rendimento quantico

pelo que ndo se podem tirar conclusdes quanto a intensidade da fluorescéncia.
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1- PROCEDIMENTOS GERAIS

1.1 - INSTRUMENTACAO

e Evaporacoes

As evaporacdes efectuaram-se em dois evaporadores rotativos, Blchi 461 e B-

480, sob presséao reduzida (trompa de agua).

o Revelacdo das placas de TLC

As placas de TLC foram reveladas numa camara CN-6 de luz ultra-violeta (Anax

254 nm) e huma camara de iodo.

e Pontos de fusdo

Os pontos de fusdo foram determinados num aparelho Stuart SMP3 e ndo foram

corrigidos.

e Espectroscopia de IV

Os espectros de IV foram registados hum espectrofotometro Bomen FTLA 2000.
As amostras foram preparadas com Nujol e em células de cloreto de sédio. No caso dos
Oleos foram preparadas sem solvente, por deposicdo de uma gota de composto sobre

células de cloreto de sodio.

e Espectrofotometria

Os estudos de fluorescéncia foram realizados conforme descricdo seguinte:

1°- Espectros descritos em 2.2 e 2.3: os espectros de absor¢cdo foram registados num
espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 35. Os espectros do estado estacionario de
fluorescéncia foram medidos num espectrofluorémetro Perkin-Elmer LS-5. Os
rendimentos quanticos foram determinados em acetonitrilo usando sulfato de quinino

como padrédo de fluorescéncia. O comprimento é de 1 cm em células de quartzo.

Universidade do Minho 86



Parte Experimental

2° - Os espectros de absorcdo e de emissdo apresentados em 2.4 e 2.6.2 foram
registados num espectrofluorimetro SPEX, modelo Fluoromax 2, com uma lampada de
arco de Xénon de 150 W.

e Espectrometria de RMN

Os espectros de 'H-RMN foram obtidos a 300 MHz num espectrémetro Varian
Unity Plus ou a 400 MHz num Bruker Avance II* 400, usando os sinais dos solventes
residuais (CHCIl; do CDCIl; ou DMSO do DMSO-dg) como referéncias internas. Os
espectros de *C-RMN foram obtidos a 75,4 MHz (espectrémetro Varian) ou a 100,62
MHz (espectrometro Bruker). A atribuicdo dos sinais foi confirmada pelas técnicas de
HMQC e HMBC, dupla ressonéncia e/ou por analogia com compostos do mesmo tipo e

previsdo de desvios quimicos.

e Espectrometria de massa

Os espectros de massa foram realizados pela técnica FAB ou El nos modos de

baixa e alta resolugdo num espectrometro de massa VG Autospec.

e Analise elementar

A composicdo elementar dos compostos foi determinada num analisador LECO
CHNS 932.

e Actividade Gptica

O poder rotatério 6ptico especifico foi medido num micro-polarimetro ACTIVITY-
AA-1000. As temperaturas a que foram feitas as medicbes sdo apresentadas, caso a

caso, na descricdo experimental.
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1.2 - CROMATOGRAFIA

Os materiais utilizados nas técnicas de cromatografia eram das marcas Merck ou

Macherey-Nagel.

e Cromatografia em camada fina

Esta técnica foi utilizada para controlar a evolu¢cdo das reaccbes. Para isso
utilizaram-se placas de silica com espessura 0,25 mm e com indicador de fluorescéncia
para revelacdo por luz ultravioleta (Merck Kieselgel 60 F254, Art. 5715 ou Macherey-
Nagel Ref2 812008). Os eluentes variaram de acordo com a solubilidade dos compostos
(acetato de etilo; acetato de etilo-éter etilico; acetato de etilo-metanol; éter etilico-éter de

petréleo; cloroférmio-metanol).

e Cromatografia _em coluna tipo “flash”

Nesta técnica utilizou-se silica gel com tamanho de particula 230-400 mesh
(Merck, Art. 9385 ou Macherey-Nagel Ref2 815381).

e Cromatografia em camada preparativa

Esta técnica foi efectuada utilizando placas de silica gel de 20x20 cm e 2mm de

espessura, com indicador para revelacéo no ultravioleta (Merck 5717).

e Filtracdo do catalisador Pd/C

As filtracdes efectuadas nas reaccdes envolvendo Pd/C foram realizadas sobre Celite
(Merck Art.8117).

1.3 - SOLVENTES E MATERIAIS DE PARTIDA

SOLVENTES

A maior parte dos solventes utilizados apresentava grau de pureza p.a., por iSso

foram utilizados sem purificacdo prévia. Contudo, em algumas prepara¢des usaram-se

solventes secos de acordo com os métodos seguintes:
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e acetona foi refluxada sobre sulfato de magnésio anidro durante 2-3 h, e agitada com
cloreto de calcio anidro, durante a noite. Apdés esta secagem prévia, foi refluxada
novamente 1 h sobre e destilada fraccionadamente de sulfato de magnésio anidro e

guardada sobre crivos moleculares;

e diclorometano foi refluxado e destilado de pentdxido de fésforo e guardado sobre crivos

moleculares.

e éter dietilico e éter de petréleo foram pré-secos sobre cloreto de calcio anidro e

guardados sobre fio de sodio;

e metanol foi seco agquecendo limalha de magnésio (5 g) e iodo (0,5 g) com 50-75 mL de
metanol até desaparecimento da cor do iodo e todo o magnésio ter sido convertido em
metoxido de magnésio. Fez-se a adicdo de metanol (até 1 L) o qual foi refluxado durante
3 h, destilado fraccionadamente e guardado sobre crivos moleculares®’.

REAGENTES

Os compostos de partida foram adquiridos no mercado e foram usados sem

purificacdo prévia a excepcao de:

e azida de sddio foi seca sob vacuo, a TA, numa pistola de secagem durante a noite.

Os corantes:

e sulfato de 2-(p-aminofenilsulfonil)etilo (PAFSES)

e Acido 4-(nafto[1,2-d][1,2,3]triazol-2-11)benzdico

e 2-(3-(2H-naftol[1,2-d][1,2,3]triazol-2-iNfenilsulfoniletanol

foram gentilmente cedidos pelo Professor Radim Hrdina
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2 — PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 - REACCOES COM A D-GLUCOSE ACETILADA

2.1.1 — Preparagédo de brometo de 2,3,4,6-tetra- O-acetil- a-D-glucopiranosilo
39

OAC

AcO
AcO

AcO

39

Adicionou-se acido perclérico a 60% (1,8 mL) a anidrido acético (300 mL) a
temperatura de 4°C. Apés esta mistura ter atingido a temperatura ambiente, adicionou-
se a-D-glucose seca (75 g, 0,42 mol) a uma velocidade tal que a temperatura da reaccao
se mantivesse entre 30-40°C. Depois de terminada a adicdo da glucose, e ap6s a mistura
reaccional ter arrefecido a 20°C, fez-se a adicao de fosforo vermelho (23,25 g, 0,75 mol).
Seguidamente adicionou-se bromo (135,75 g, 43,5 mL, 1,70 mol), gota a gota, de modo
a manter a temperatura reaccional abaixo de 20°C. Por fim, adicionou-se agua (27 mL)
durante cerca de 30 minutos, deixando a mistura reaccional a temperatura ambiente
durante 2 h. A mistura foi entdo diluida com diclorometano (225 mL) e filtrada sobre la de
vidro por um funil de gravidade. O filtrado foi lavado com &gua gelada (2x 600 mL) e
solucdo aquosa saturada de hidrogenocarbonato de sédio (375 mL), a qual se adicionou
gelo, até ndo se verificar a libertacdo de diéxido de carbono. A fase organica foi seca
sobre silica gel activada (7,5 g) e concentrada. O residuo foi triturado com uma mistura
de éter dietilico seco-éter de petroleo seco 1:2, filtrado, lavado com a mesma mistura de
solventes e finalmente com éter dietilico seco gelado (~37,5 mL). Por recristalizacdo com
éter dietilico-éter de petréleo secos obteve-se a a-acetobromoglucose 39 (64%) na forma

de um sélido branco cristalino.

p.f: 88,7-89,4°C (lit.> 88-89°C):;

Vmax (NUjol) 1744 (C=0O éster); 1248 (C-O-C assim); 1080-1040 (C-O-C sim) cm™;
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'H (300 MHz, CDCls) 2,05, 2,06, 2,11 e 2,12 (4s,12H, 4 x COCHa); 4,11-4,16 (m, 1H, H,-
6); 4,28-4,37 (M, 2H, H-5 e Hy-6); 4,85 (dd, J=10,0 e 4,0 Hz, 1H, H-2); 5,17 (t, J=10,0
Hz, 1H, H-4); 5,57 (t, J=10,0 Hz, 1H, H-3); 6,42 (d, J=4,0 Hz, 1H, H-1) ppm.

2.1.2 — Preparacgéao de 2,3,4,6-tetra- O-acetil- B-D-glucopiranosilazida 40

OAc

AcO
AcO

40 OAc

A uma solucéo de a-acetobromoglucose 39 (0,411 g, 1,0 mmol), em acetona seca
(40 mL), adicionou-se azida de sédio seca (0,163 g, 2,5 mmol) e refluxou-se durante 7 h.
No final fez-se a particdo da mistura reaccional entre diclorometano e agua ligeiramente
arrefecida. A fase aquosa foi extraida com diclorometano. A fase organica foi seca
(MgSO,) e evaporada, obtendo-se a azida impura como um soélido amarelo claro em
rendimento quantitativo. Por cristalizagdo com éter etilico obteve-se a azida 40 na forma

de um sdélido cristalino branco com um rendimento de 86%;

p.f.: 125,6-126,5°C (lit® 126-127°C);

[a]p?’= -29° (c 2,0, CHCly);

Vmax (Nujol) 2115 (N=N"=N"); 1746 (C=0); 1213 (C-O-C assim); 1105-1042 (C-O-C sim)

cm™;

IH RMN (300 MHz, CDCly): 2,02, 2,04, 2,09 e 2,11 (4s, 12H, 4 x COCH,); 3,81 (ddd,
J=10,0, 4,8 e 2,4 Hz, 1H, H-5); 4,18 (dd, J=12,6 e 2,4 Hz, 1H, H.-6); 4,29 (dd, J=12,6 e
4,8 Hz, 1H, Hy-6); 4,66 (d, J=9,0 Hz, 1H, H-1); 4,97 (t, J=9,3/9,0 Hz, 1H, H-2); 5,11 (t,
J=9,3/9,9 Hz, 1H, H-4); 5,23 (t, J=9,3 Hz, 1H, H-3) ppm;

3C RMN (75,4 MHz, CDCl;): 20,51, 20,53 e 20,67 (4 x CHs); 61,58 (C-6); 67,78 (C-4);
70,54 (C-2); 72,52 (C-3); 73,94 (C-5); 87,85 (C-1), 169,18, 169,28, 170,10 e 170,59 (4 x
C=0) ppm.
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2.1.3 — Preparacgéao de 2,3,4,6-tetra- O-acetil- B-D-glucopiranosilamina 41

OAc

AcO

AcO NH

41 OAc

A uma solucéo de glucopiranosilazida 40 (0,336 g, 0,9 mmol), em acetato de etilo-
metanol 1:1 (30 mL), foi adicionado Pd/C 5% (0,119 g). A mistura resultante foi agitada,
durante 30 minutos, sob uma corrente de azoto, sendo depois submetida a uma
atmosfera de hidrogénio, a pressao normal, durante 3 h. A mistura final foi filtrada sobre
Celite e concentrada, sob vacuo, sem aquecimento, originando um sélido branco

amarelado 41 (94%) que foi usado sem qualquer purificacéo;

p.f. : 105,0-106,1 °C;

[a]o’’= +16° (c 2,0, CHCIy);

Vmax (Nujol) 3337 (NH,); 1754 (C=0); 1224 (C-O-C assim); 1095-1062 (C-O-C sim) cm™;
'H RMN (300 MHz, CDCls): 2,02, 2,04, 2,08 e 2,10 (4s, 12H, 4 x COCHs); 2,02-2,10 (sob
sinais do acetilo, 2H, NH,), 3,70 (ddd, J=10,0, 4,8 e 2,4 Hz, 1H, H-5); 4,12 (dd, J=12,3 e
2,4 Hz, 1H, H,-6); 4,20 (d, J=8,7 Hz,1H, H-1); 4,24 (dd, J=12,3 e 4,8 Hz, 1H, H,-6); 4,84

(t, J=9,3/9,6 Hz, 1H, H-2); 5,05 (t, J=9,6 Hz, 1H, H-4); 5,25 (t, J=9,6 Hz, 1H, H-3) ppm;

Andlise elementar: C, 48,44; H, 6,09; N, 4,07. C14H,1NOg requer C, 48,41; H, 6,10; N,
4,03 %.

2.2 — SINTESE DE GLICOCONJUGADOS FLUORESCENTES UTIL IZANDO O
FLUOROFORO ACIDO 4-(NAFTO[1,2- d][1,2,3]TRIAZOL-2-IL)BENZOICO 42

/N\ !
N

~ / : : <

(T O

42
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2.2.1 — Sintese de N-(2',3,4",6'-tetra-O-acetil- B-D-glucopiranosil)-4-(2 H-nafto
[1,2-d] [1,2,3]triazol-2-il-benzamida 43

OAc

1° Processo — Método do anidrido misto

A uma solucéo de corante 42 (0,280 g, 0,969 mmol) em DMF (200 mL) a -5°C,
adicionou-se trietilamina (0,098 g, 0,134 mL, 0,969 mmol) e cloroformiato de etilo (0,108
g, 0,096 mL, 0,969 mmol), deixando a mistura em agitacdo durante 30 minutos.
Removeu-se o precipitado por filtragdo, mantendo o filtrado em banho de gelo. Adicionou-
se o filtrado a amina 41 (0,337 g, 0,969 mmol), e a mistura resultante foi deixada em
agitagdo, a temperatura ambiente, durante 48 h. Apds evaporacao, o residuo obtido
(0,404 g) foi purificado por cromatografia em coluna tipo “flash” (eluente: éter etilico-éter
de petréleo 2:1 a 2,5:1). A fraccdo isolada foi recristalizada de acetato de etilo-éter de

petréleo originando a amida 43 como um sélido de cor rosa (0,078 g, 13%).

2° Processo — Acoplamento com HBTU e DIPEA

A uma solucgéo de corante 42 (0,289 g, 1,0 mmol) em DMF (25 mL), em banho de
gelo, adicionou-se HBTU (0,379 g, 1,0 mmol), DIPEA a 98% (0,264 g, 0,352 mL, 2,0
mmol) e amina 41 (0,347 g, 1,0 mmol) e deixou-se em agitacdo a temperatura ambiente
durante 18 h. Juntou-se agua (100 mL) observando-se a formacédo de um precipitado cor
de rosa. Colocou-se no frio durante 1 h e em seguida o sélido foi filtrado e seco (0,328 g,
53 %). O produto obtido foi purificado por cromatografia em coluna tipo “flash” (eluente:
acetato de etilo-cloroférmio-metanol 5:2:1). A fraccéo isolada foi cristalizada de acetato
de etilo-éter de petréleo originando a amida 43 como um sdlido cor de rosa (0,142 g,
23%);

p.f.: 230,4-232,6 °C (dec);
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[a]p?’= -53° (¢ 1,0, CHCly);

Vmax (Nujol) 3430 (N-H); 1748 (C=0, éster); 1680 (C=0, amida); 1607 (C=N) cm™™;

'H RMN (300 MHz, CDCly): 2,07, 2,08, 2,09 e 2,11 (4s, 12H, 4 x COCHj); 3,95 (ddd,
J=10,0, 4,0 e 1,8 Hz, 1H, H-5%); 4,15 (dd, J=12,6 e 1,8 Hz, 1H, H,-6"); 4,40 (dd, J=12,6 e
4,0 Hz, 1H, H,-6"); 5,11 (t, J=9,6/9,9 Hz, 1H, H-2’ ou H-4’); 5,15 (t, J=10,2/9,3 Hz, 1H, H-2’
ou H-4%); 5,45 (t, J=9,9/9,6 Hz, 1H, H-3); 5,48 (t, J=9,0 Hz, 1H, H-1"); 7,16 (d, J=9,0 Hz,
1H, NH); 7,62-7,82 (m, 4H, H-5, H-6, H-8, H-9); 7,92 (dd, J=8,1 e 1,8 Hz, 1H, H-4); 7,98
(d, J=9,0 Hz, 2H, H-3" e H-5"); 8,50 (d, J=9,0 Hz, 2H, H-2" e H-6"); 8,65 (dd, J=7,5e 1,8
Hz, 1H, H-7) ppm;

13C RMN (75,4 MHz, CDCl,): 20,60, 20,74 e 20,77 (4 x OCHj3); 61,58 (C-6'); 68,16 (C-2’
ou C-4°); 70,87 (C-2’ ou C-4’); 72,51 (C-3’); 73,65 (C-5'); 79,03 (C-1’); 116,31 (C-8 ou C-
9); 119,96 (C-2” e C-6”); 123,40 (C-7); 124,77 (C-3b); 127,73 (C-5); 127,92 (C-6); 128,70
(C-3” e C-5); 129,00 (C-4); 130,42 (C-8 ou C-9); 131,95 (C-4"); 132,51 (C-7a); 143,03
(C-1"); 143,42 (C-3a); 144,03 (C-9a); 166,10 (C=0, amida); 169,60, 169,88, 170,64 e
171,74 (4 x C=0, acetilo) ppm;

HRMS (FAB): calculado para Cz;HzoN,O10 (M*+1): 619,2040. Obtido: 619,2051.

2.2.2 — Sintese de N-(B-D-glucopiranosil)-4-(2 H-nafto[1,2- d] [1,2,3]triazol-2-il-

benzamida 44

OH
H N=—
/
o)

HOHo 'L\c N\N/

OH I

o)

44

A uma solucdo de composto 43 (0,136 g, 0,220 mmol) em metanol seco (8,5 mL)
adicionou-se Bu,SnO (0,109 g, 0,440 mmol) e aqueceu-se em refluxo durante 17 h. A
reaccdo foi seguida por TLC (eluente: cloroférmio-metanol 10:3). O residuo foi

concentrado sob vacuo e purificado por cromatografia em coluna tipo “flash” (eluente:
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cloroférmio-metanol 10:3). A segunda fraccéo correspondia ao produto pretendido 44

(0,040 g; 40%), na forma de um soélido de cor rosa;

p.f: 219,3-220,0°C — decomposi¢cao sem fundir;

[a]o>'= +16° (¢ 1,0, DMF);

Vmax (Nujol) 3609 (OH); 3371 (N-H); 1658 (C=0, amida); 1603 (C=N) cm™;

'H RMN (400 MHz, DMSO-dg): 3,13 (dt, J= 5,6 e 9,2 Hz, 1H, H-2' ou H-4’); 3,19-3,23 (m,
1H, H-5'); 3,27 (dt, J=4,8 e 8,8 Hz, 1H, H-2' ou H-4’); 3,38 (dt, J=5,6 e 9,2 Hz, 1H, H-3);
3,43-3,49 (m, 1H, H.-6); 3,69 (ddd, J=12,0, 6,0 e 2,0 Hz, 1H, H,-6"); 4,54 (t, J=6,0 Hz, 1H,
6'-OH); 4,93 (d, J=5,2 Hz, 1H, OH); 4,98-5,04 (m, 3H, H-1' e 2 x OH); 7,72 (dt, J=1,6 € 7,6
Hz, 1H, H-5 ou H-6); 7,77 (dt, J=1,6 e 7,6 Hz, 1H, H-5 ou H-6); 7,92 (s, 2H, H-8 e H-9);
8,08 (dd, J=7,2 e 2,0 Hz, 1H, H-4); 8,21 (dd, J=7,2 e 2,0 Hz, 2H, H-3" e H-5"); 8,42 (dd,
J=7,2 € 2,0 Hz, 2H, H-2" e H-6"); 8,56 (d largo, J=7,6 Hz, 1H, H-7); 9,07 (d, J=8,8 Hz, 1H,
NH) ppm;

13C RMN (100,62 MHz, DMSO-dg): 61,00 (C-6"); 70,04 (C-2’ ou C-4); 72,11 (C-3"); 77,53
(C-2’ ou C-4); 78,80 (C-5); 80,37 (C-1’); 116,22 (C-8 ou C-9); 119,24 (C-2” e C-6");
122,83 (C-7); 122,85 (C-3b); 128,14 (C-5); 128,24 (C-6); 129,34 (C-4); 129,47 (C-3” e C-
5”); 130,49 (C-8 ou C-9); 132,13 (C-7a); 133,94 (C-4”); 141,40 (C-1"); 142,50 (C-3a);
143,36 (C-9a), 165,61 (C=0, amida) ppm.

2.2.3 — Sintese do éster metilico do acido 4-nafto[ 1,2-d][1,2,3]triazol-2-il-

benzoilamino acético 45

0]

H
P
N
H3CO

A uma solucéo de corante 42 (0,145 g, 0,5 mmol) em DMF (10 mL), arrefecida
em banho de gelo (+5°C), adicionou-se HGlyOMe, HCI (0,063 g, 0,5 mmol), DIPEA (0,132
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g, 0,176 mL, 1,0 mmol) e HBTU (0,190 g, 0,5 mmol). A mistura reaccional foi agitada a
temperatura ambiente durante a noite e diluiu-se com agua (50 mL). Deixou-se em
arrefecimento durante 3 h. O soélido precipitado foi entéo filtrado e lavado com agua. O
residuo sélido foi purificado por cromatografia em coluna tipo “flash” (eluente: acetato de
etilo-diclorometano 5:1). Por recristalizagdo de metanol-diclorometano-éter de petréleo
obteve-se 0 composto 45 puro na forma de um sélido cor de laranja com rendimento de
45%;

p.f.: 229,2-231,0 °C;

Vmax (Nujol) 3362 (N-H); 1754 (C=0, éster); 1643 (C=0 amida); 1606 (C=N); 1295-1206
(C-O-C asim); 1179 (C-O-C sim) cm™;

'H RMN (300 MHz, DMSO-de): 3,67 (s, 3H, OCHs); 4,06 (d, J=5,7 Hz, 2H, CH,); 7,69-7,79
(m, 2H, H-5 e H-6); 7,91 (s, 2H, H-8 e H-9); 8,07 (dd, J=6,9 e 2,0 Hz, 1H, H-4); 8,15 (d,
J=8,7 Hz , 2H, H-2" e H-6"); 8,42 (d, J=8,7 Hz, 2H, H-3” e H-5"); 8,55 (dd, J=7,2 e 2,0 Hz,
1H, H-7); 9,19 (t, J=5,7 Hz, 1H, NH) ppm;

13C RMN (75,4 MHz, DMSO-dg): 41,35 (CH,); 51,87 (OCHj); 116,27 (C-8 ou C-9); 119,46
(C-3” e C-5"); 122,88 (C-7); 123,87 (C-3b); 128,18 (C-5); 128,30 (C-6); 129,18 (C-2” e C-
6”); 129,39 (C-4); 130,55 (C-8 ou C-9); 132,17 (C-7a); 133,38 (C-4"); 141,49 (C-1");
142,53 (C-3a); 143,40 (C-9a); 165,66 (C=0, amida); 170,38 (C=0, éster) ppm;

m/z (FAB) (M*+1) 360,15;

Andlise elementar: C, 66,25; H, 4,57; N, 15,03. C,H1sN4O5 requer C, 66,66; H, 4,48; N,
15,55 %.
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2.2.4 — Sintese do acido 4-2-[4-(2 H-nafto[1,2- d][1,2,3]triazol-2-il) benzamido]
aceético 46

Y4
0 H N
)K/ |
N
HO 46

A uma solucao do éster 45 (0,268 g, 0,744 mmol) em metanol (1 mL) adicionou-se
NaOH 1M (1,9 mL, 1,861 mmol). A mistura foi agitada a temperatura ambiente durante 4
h e, de seguida, adicionou-se uma solu¢édo de HCI 1M (0,75 mL, 0,744 mmol). O metanol
foi removido por evaporacdo e o residuo obtido, arrefecido num banho de gelo, foi
acidificado até pH~2-3 com HCI 1M mantendo-se em agitacdo vigorosa durante 1 h. O
sélido precipitado foi filtrado, lavado com agua e seco. O composto 46 foi isolado com um

rendimento de 87% e foi usado sem purificagéo posterior;

p.f.: 209,5-212,6 °C;

Vmax (Nujol) 3403 (O-H e N-H); 1681 (C=0 &cido); 1633 (C=0, amida); 1605 (C=N); 1289
(C-O-C assim); 1167 (C-O-C sim) cm™;

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): 3,97 (d, J=5,7 Hz, 2H, CH,); 7,68-7,80 (m, 2H, H-5 e H-6);
7,92 (s, 2H, H-8 e H-9); 8,08 (d largo, J=7,5 Hz, 1H, H-4); 8,15 (d, J=8,4 Hz, 1H, H-2" ou
H-6"); 8,20 (d, J=8,7 Hz, 1H, H-2" ou H-6"); 8,42 (d, J=8,7 Hz, 2H, H-3” e H-5"); 8,55 (d
largo, J=7,2 Hz, 1H, H-7); 9,05 (t, J=5,7 Hz, 1H, NH); 12,80 (s largo, 1H, OH) ppm;

3C RMN (75,4 MHz, DMSO-dg): 41,34 (CH,); 116,35 (C-8 ou C-9); 119,59 (C-3” ou C-5");
119,70 (C-3” ou C-5"); 123,02 (C-7); 123,98 (C-3b); 128,34 (C-5); 128,44 (C-6); 129,25
(C-2” ou C-6"); 129,50 (C-4); 130,68 (C-9 ou C-8); 131,34 (C-2" ou C-6"); 132,29 (C-7a);
133,70 (C-4"); 141,57 (C-1"); 142,66 (C-3a); 143,52 (C-9a); 165,77 (C=0, amida); 171,32
(C=0, acido) ppm;

HRMS (EI): Calculado para C;9H:4N4O5 (M") 346,1066. Obtido: 346,1062.
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2.25 - Sintese de N-[N-(2',3",4’,6'-tetra- O-acetil- B-D-glucopiranosil)car-
bamoilmetil]-4-(2 H-naftol[1,2- d][1,2,3]triazol-2-il)-benzamida 47

OAcC
O
AcO O H
AcO N
OAc |

47

A uma solucgéo do &cido 46 (0,258 g, 0,744 mmol) em DMF (10 mL), adicionou-se
glucosilamina 41 (0,258 g, 0,744 mmol) e HOBt (0,111 g, 0,818 mmol). Arrefeceu-se a
solucdo a +5°C, em banho de gelo, e adicionou-se DCC (0,161 g, 0,781 mmol). A mistura
resultante foi deixada em agitacdo durante 24 h a temperatura ambiente. No final
adicionou-se agua (50 mL) e a mistura foi arrefecida durante 3 h. Filtrou-se o sélido
precipitado que foi em seguida seco (0,414 g, 82%) e purificado por cromatografia em
coluna tipo “flash” (eluente: acetato de etilo-diclorometano 5:1). A fracgéo isolada (0,226
0, 45%) foi recristalizada de diclorometano-éter de petréleo originando o composto 47 na

forma de um sélido cor de laranja (0,117g; 23,%);

p.f.: 232-233°C;

[a]p?’= +5° (c 2,0, CHCLy);

Vmax (N€at) 3413 (N-H); 1745 (C=0, éster); 1607 (C=0, amida); 1227 (C-O-C assim); 1160
(C-O-C sim) cm™;

'H RMN (300 MHz, CDCl,): 2,01, 2,03, 2,07 e 2,09 (4s, 12H, 4 x COCHj); 3,90 (ddd,
J=10,0, 4,0 e 2,1 Hz, 1H, H-5); 4,12-4,19 (m, 3H, H,-6’ € CH,Gly); 4,31 (dd, J=12,6 e 4,0
Hz, 1H, Hy-6"); 5,02 (t, J=9,6 Hz, 1H, H-2"); 5,10 (t, J=9,6/10,0 Hz, 1H, H-4); 5,34 (t,
J=9,6 Hz, 2H, H-1' e H-3): 7,30 (t, J=5,1 Hz, 1H, NH Gly): 7,51 (d, J=9,0 Hz,1H, NH);
7,60-7,70 (m, 4H, H-5, H-6, H-8 e H-9); 7,82 (d, 1H, J=7,4 Hz, H-4); 8,00 (d, J=8,7 Hz, 2H,
H-2” e H-6"): 8,38 (d, J=8,7 Hz, 2H, H-3" e H-5"), 8,53 (d, J=8,0 Hz, 1H, H-7) ppm;
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13C RMN (75,4 MHz, CDCls ): 20,53, 20,60 e 20,72, (4 x CH,), 43,74 (CH,Gly); 61,58 (C-
6’); 68,05 (C-4"); 70,34 (C-2'); 72,73 (C-3); 73,63 (C-5’); 78,21 (C-1"); 116,17 (C-8 ou C-
9); 119,67 (C-3” e C-5"); 123,28 (C-7); 124,65 (C-3b); 127,58 (C-5); 127,74 (C-6); 128,57
(C-2" e C-6"); 128,87 (C-4); 130,20 (C-8 ou C-9); 132,36 (C-7a); 132,44 (C-4"); 142,55
(C-1"); 143,18 (C-3a); 143,80 (C-9a); 166,85 (C=0, corante); 169,52 (C=0, acetilo);
169,91 (C=0, acetilo); 169,97 (C=0, aminoacido); 170,72 (C=0, acetilo); 170,94 (C=0,

acetilo) ppm;

Andlise elementar: C, 58,84; H, 5,06; N, 10,24. C33H33Ns504; requer C, 58,66; H, 4,92; N,
10,37 %.

2.3— SINTESE DE GLICOCONJUGADOS FLUORESCENTES UTILI ZANDO O
FLUOROFORO ACIDO CUMARINA-3-CARBOXILICO 48

COOH

48

2.3.1 — Sintese de N-(2',3,4',6-tetra- O-acetil- B-D-glucopiranosil)-(2-oxo-2 H-

cromeno)-3-carboxamida 49

A uma solucdo do composto 48 (0,138 g, 0,723 mmol) em acetona seca (20 mL)
arrefecida a -5°C, adicionou-se trietilamina (0,146 g, 0,200 mL, 1,45 mmol) e clorofor-
miato de etilo (0,157 g, 0,143 mL, 1,45 mmol), deixando a mistura em agitacdo durante
30 minutos. Removeu-se o precipitado por filtragdo, mantendo o filtrado em banho de
gelo. Adicionou-se o filtrado a amina 41 (0,251 g, 0,723 mmol), e a mistura resultante foi
refluxada durante 3 h. Apds evaporacao, o residuo obtido (0,357 g) foi purificado por

cromatografia em coluna tipo “flash” (eluente: acetato de etilo-éter etilico 1:5). A fraccao
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isolada (0,158 g, 42%) foi recristalizada de diclorometano-éter etilico-éter de petréleo

originando a amida 49 (0,085 g, 23%) como um sélido branco;

p.f.: 160,0-162,3°C;

[a]p?’= -26° (c 2,0, CHCly);

Umax (Nujol) 3306 (N-H); 1748 (C=0, éster); 1672 (C=0, lactona); 1610 (C=0, amida);
1214 (C-O-C assim); 1159-1034 (C-O-C sim) cm™;

'H RMN (300 MHz, CDCly): 2,01, 2,04, 2,05 e 2,10 (4s, 12H, 4 x COCHj); 3,90 (ddd,
J=10,0, 4,0 e 2,1 Hz, 1H, H-5); 4,14 (dd, J=12,6 e 2,1 Hz, 1H, H,-6’); 4,30 (dd, J=12,6 e
4,0 Hz, 1H, H,-6"); 5,17 (q aparente, J=9,6 Hz, 2H, H-2" e H-4"); 5,36 (t, J=9,6 Hz, 1H, H-
3): 5,50 (t, J=9,3 Hz, 1H, H-1'); 7,38-7,44 (m, 2H, H-7 e H-8); 7,68-7,73 (m, 2H, H-5 e H-
6); 8,90 (s, 1H, H-4); 9,31 (d, J=9,6 Hz, 1H, NH) ppm;

3C RMN (75,4 MHz, CDCl; ): 20,47, 20,54, 20,56 e 20,69 (4 x CHs); 61,27 (C-6"); 68,04
(C-4"); 70,30 (C-27); 73,01 (C-3'); 73,63 (C-5'); 78,16 (C-1'); 116,75 (C-7); 117,43 (C-3);
118,28 (C-8a); 125,36 (C-8); 129,95 (C-5); 134,65 (C-6); 149,48 (C-4); 154,62 (C-4a);
160,76 (C-2); 162,25 (C=0, amida); 169,39, 169,73, 170,03 e 170,65 (4 x C=0, acetilo)
ppm;

m/z (FAB) (M*+1) 520,22;

Andlise elementar: C, 55,47; H, 5,08; N, 2,56. C,4H,sNO;, requer C, 55,48; H, 4,86; N,
2,70%.

2.3.2 — Sintese de N-(B-D-glucopiranosil)-(2-oxo-2 H-cromeno)-3-carboxamida
50

OH

HO

ZT

OH

50
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A uma solucdo de composto 49 (0,260 g, 0,5 mmol) em metanol seco (15 mL)
adicionou-se Bu,SnO (0,125 g, 0,5 mmol) e aqueceu-se em refluxo durante 5 h. A
reacc¢ao foi seguida por TLC (eluente: cloroférmio-metanol 5:1). O residuo foi concentrado
sob vacuo e purificado por cromatografia em coluna tipo “flash” (eluente: cloroférmio-
metanol 10:3). A terceira frac¢éo isolada foi identificada como sendo o produto pretendido

50 (0,117 g; 67%) na forma de um solido branco;
p.f.: a 216°C decompde sem fundir;
[a]p?*= +6,8° (c 1,0 DMF);

Umax (Nujol) 3476 (O-H); 3293 (N-H); 1706 (C=0, lactona); 1612 (C=0, amida); 1247 (C-
O-C assim); 1083-1044 (C-O-C sim) cm™;

'H RMN (300 MHz, CDCly): 3,10-3,16 (m, 2H, H-2’ e H-4); 3,19-3,29 (m, 2H, H-3' e H-5);
3,40-3,46 (m, 1H, Ha-6"); 3,66 (ddd, J=12,0, 5,4 e 1,5 Hz, 1H, Hy-6"); 4,57 (t, J=5,4 Hz, 1H,
OH-6'); 4,97 (t aparente, J=9,0/10,2 Hz, 1H, H-1"); 5,06 (d, J=4,8 Hz, 1H, OH); 5,23 (d,
J=5,1 Hz, 1H, OH); 7,43-7,53 (m, 2H, H-6 e H-7); 7,77 (ddd, J=8,7, 7,5 e 1,5 Hz, 1H, H-5);
8,01 (dd, J=7,8 e 1,5 Hz, 1H, H-8); 8,92 (s, 1H, H-4); 9,04 (d, J=9,3 Hz, 1H, NH) ppm;

13C RMN (75,4 MHz, CDCl; ): 60,88 (C-6'), 69,84 (C-4"); 73,19 (C-2); 77,22 (C-3"); 78,91
(C-5'); 78,66 (C-1); 116,28 (C-7); 118,39 (C-3); 118,46 (C-8a); 125,36 (C-8); 130,57 (C-
5); 134,57 (C-6); 148,57 (C-4); 154,05 (C-4a); 160,57 (C-2); 161,58 (C=0, amida) ppm;

Andlise elementar: 53,80; H, 4,93; N, 3,83. C3sH17NOg.1/2 H,O requer C, 53,33; H, 5,04;
N, 3,89%.

2.3.3 — Sintese do éster metilico do acido [(2-ox0- 2H-cromeno-3-carbonil)-

amino]-acético 51
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A uma solucéo de 48 (1,90 g, 10 mmol) em acetato de etilo (100 mL) adicionou-se
HOBt (1,70 g, 10 mmol). Arrefeceu-se a solugédo obtida a 0°C e adicionou-se seguida-
mente DCC (2,16 g, 10,5 mmol), GlyOMe.HCI (1,26g, 10 mmol) e trietilamina (1,01 g,
1,38 mL, 10 mmol). A mistura reaccional foi deixada em agitacdo, a temperatura
ambiente, durante 24 h. No final filtrou-se a mistura para retirar os materiais insoltveis. A
camada orgénica foi lavada, sucessivamente, com NaHCO; a 5%, agua, acido citrico a
5% e agua e em seguida seca com MgSO,. O solvente foi removido sob presséo
reduzida e o produto resultante (1,17 g; 45%) foi cristalizado de acetato de etilo-éter de

petréleo originando o produto 51 (30%).

p.f.: 184,1-184,8°C;

Umax (Nujol) 3332 (N-H); 1748 (C=0, éster); 1713 (C=0, lactona); 1607 (C=0, amida);
1294 (C-O-C assim ); 1218 (C-O-C sim) cm™;

'H RMN (300 MHz, CDCly): 3,81 (s, 3H, OCHs); 4,27 (d, J=6,0 Hz, 2H, CH,); 7,37-7,44
(m, 2H, H-6 e H-8); 7,67-7,72 (M, 2H, H-5 e H-7); 8,92 (s, 1H, H-4); 9,26 (s largo, 1H, NH)
ppm;

3C RMN (75,4 MHz, CDCly): 41,62 (CH,); 52,35 (OCH,); 116,64 (C-8); 117,90 (C-3);
118,44 (C-8a); 125,28 (C-6); 129,84 (C-5); 134,23 (C-7); 148,69 (C-4); 154,48 (C-4a);
161,16 (C=0, C-2); 162,83 (C=0, amida); 169,67 (C=0, éster) ppm;

m/z FAB (M*+1) 262,05;

Andlise elementar: C, 59,76; H, 4,25; N, 5,36. C13H:NOs requer: C, 59,93; H, 4,46; N,
5,18%.

2.3.4 — Sintese do &cido [(2-0x0-2 H-cromeno-3-carbonil)-amino]-acético 52
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O éster 51 (0,769 g, 3 mmol) foi dissolvido em metanol (5 mL) e adicionou-se
NaOH 1M (7,5 mL, 7,5 mmol). A mistura foi agitada a temperatura ambiente durante 4 h e
em seguida adicionou-se HCI 1M (3,0 mL, 3 mmol). O metanol foi removido sob presséo
reduzida e o residuo obtido foi arrefecido num banho de gelo e acidificado a pH~2-3 com
HCI 1M e agitado vigorosamente durante 1 hora. O soélido precipitado foi filtrado, lavado
com agua e seco.

O composto 52 foi isolado com um rendimento de 86% e foi usado sem posterior

purificacéo;

p.f.: 238-239°C;

Umax  (Nujol) 3315 (O-H e N-H); 1760 (C=0, acido); 1712 (C=0, lactona); 1634 (C=0,
amida); 1228 (C-O-C assim); 1162 (C-O-C sim) cm™;

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): 4,05 (d, J=5,7 Hz, 2H, CH,); 7,44 (t, J=7,4 Hz, 1H, H-6);
7,51 (d, J=8,4 Hz, 1H, H-8); 7,75 (dt, J=1,5 e 8,0 Hz, 1H, H-7); 7,99 (dd, J=7,8 e 1,5 Hz,
1H, H-5); 8,90 (s, 1H, H-4); 9,03 (t, J=5,7 Hz, 1H, NH); 12,8 (s largo, 1H, OH) ppm;

13C RMN (75,4 MHz, DMSO-dg): 41,52 (CH,); 116,18 (C-8); 118,19 (C-3); 118,43 (C-8a);
125,19 (C-6); 130,43 (C-5); 134,23 (C-7); 148,12 (C-4); 154,00 (C-4a); 160,39 (C-2);
161,18 (C=0, amida); 170,81 (C=0, acido) ppm;

Andlise elementar: C, 58,10; H, 3,93; N, 5,60. C;,HyNOs requer C, 58,18; H, 3,66; N,
5,65%.

2.3.5 — Sintese de N-(2',3,4',6-tetra- O-acetil- B-D-glucopiranosil)-(2-oxo-2 H-

cromeno-3-carbonil)-amino]-acetamida 53

OAc
o (@]
AcO H
AcO N /
OAc |
(@] H
(@) (@)
53
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A uma solucdo de 52 (0,124 g, 0,5 mmol) em DMF (10 mL), adicionou-se
glucosilamina 41 (0,174 g, 0,5 mmol) e HOBt (0,086 g, 0,55 mmol). Depois de arrefecer a
5°C, adicionou-se DCC (0,108 g, 0,525 mmol) e a mistura resultante ficou em agitacao, a
temperatura ambiente, durante 48 h. Em seguida adicionou-se agua (50 mL) e a mistura
foi arrefecida durante 3 h. O solido precipitado foi filtrado, seco (0,131 g, 46%) e
purificado por cromatografia em coluna tipo “flash” (eluente: acetato de etilo). A fraccéo
isolada (0,074 g, 25,6%) foi recristalizada de diclorometano-éter de petréleo, obtendo-se

0 composto puro 53 na forma de um sélido branco com um rendimento de 20%;

p.f.: 245-246°C;

[a]p?’= -11° (c 2,0, CHCly);

Vmax (NUjol) 3413 (NH); 1746 (C=0, éster); 1610 (C=0, amida); 1229 (C-O-C assim) cm™;

'H RMN (300 MHz, CDCly): 1,99, 2,03 e 2,09 (3s, 12H, 4 x COCHy); 3,84 (ddd, J=10,0,
4,5 e 2,4 Hz, 1H, H-5); 4,08-4,15 (M, 1H, Ha.-6'); 4,14 (d, J=5,7 Hz, 1H, CH.Gly); 4,30 (dd,
J=12,6 e 4,5 Hz, 1H, Hy-6"); 4,90 (t, J=9,6 Hz, 1H, H-2’); 5,05 (t, J=9,6/10,0 Hz, 1H, H-4";
5,24 (t, J=9,6 Hz, 1H, H-3); 5,30 (t, J=9,6 Hz, 1H, H-1); 7,01 (d, J=9,3 Hz, 1H, NH); 7,40
(d, 3=7,8 Hz, 1H, H-8); 7,44 (d, J=7,8 Hz, 1H, H-5); 7,71 (t, J=7,8 Hz, 2H, H-6 e H-7);
8,91 (s, 1H, H-4); 9,26 (t, J=4,8 Hz, 1H, NH Gly) ppm;

3C RMN (75,4 MHz, CDCl; ): 20,50, 20,55 e 20,70 (4x CHa); 43,89 (CH,Gly); 61,58 (C-
6’); 68,09 (C-4); 70,26 (C-2"); 72,55 (C-3’); 73,56 (C-5"); 78,22 (C-1'); 116,76 (C-7),
117,79 (C-3); 118,44 (C-8a); 125,41 (C-8), 129,92 (C-5); 134,44 (C-6); 148,85 (C-4);
154,54 (C-4a); 161,30 (C-2); 162,62 (C=0, amida); 169,28 (C=0, aminoéacido); 169,50,
169,80, 170,63 e 171,10 (4 x C=0, acetilo) ppm;

HRMS (FAB): calculado para CysHzsN,013 (M*+1) 577,1670. Obtido: 577,1671;

Analise elementar: C, 53,85; H, 5,19; N, 4,72. CyH2N,O13 requer C, 54,16; H, 4,90; N,
4,86%.
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2.4 — SINTESE DE GLICOCONJUGADOS FLUORESCENTES A PA RTIR DO
PEPTIDO PROTEGIDO Gly-Phe-Pro

2.4.1- Preparacéo de Pro-OBu ' 61

o

CcC— O_C(CH3)3

HN

61

A uma solucdo de Z-Pro-OBu' 60 (0,200 g, 0,655 mmol) em metanol (2,5 mL), foi
adicionado Pd/C 10% (0,200 g) e monoformiato de hidrazina a 65% (0,299 g, 2,62 mmol).
A mistura resultante foi agitada durante 1 h, a temperatura ambiente. A reaccao foi
seguida por TLC (eluente: cloroférmio-metanol 7:1) No final adicionou-se metanol seco
(20 mL), filtrou-se sobre Celite, lavou-se com metanol (20 mL) e concentrou-se. Ao
residuo obtido adicionou-se cloroférmio (20 mL), lavou-se com solu¢do aquosa saturada
de NaCl (2 x 10 mL), secou-se (MgSO,) e concentrou-se, tendo-se obtido o produto 61
(0,100 g, 85%);

'H RMN (300 MHz, CDCls): 1,42 (s, 9H, 3 x CHs); 1,63-1,82 (m, 3H, B e yCH, Pro); 2,01-
2,13 (m, 1H, BCH, Pro); 2,82-2,90 (m, 2H, 6CH, Pro); 3,00 (s largo, 1H, NH); 3,02-3,08

(m, 1H, 6CH, Pro); 3,62 (dd, J=8,1 e 4,8 Hz, 1 H, aCH Pro) ppm.

2.4.2 — Sintese de Z-Phe-Pro-OBu ! 63

C—O—C(CHg);

I I
QCHZO—C—NH—TH—C—N

CH,

63
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A uma solucdo de Z-Phe 62 (0,172 g, 0,590 mmol) em acetato de etilo (10 mL),
adicionou-se HOBt (0,100 g, 0,740 mmol). Apés arrefecer a solugdo em banho de gelo
adicionou-se DCC (0,128 g, 0,619 mmol) e Pro-OBu' 61 (0,101 g, 0,590 mmol). A mistura
reaccional foi deixada em agitacdo, a temperatura ambiente, durante 19 horas.
Adicionou-se acetato de etilo (10 mL) e colocou-se no frio durante 30 minutos. A seguir
filtrou-se e a solugdo foi lavada sucessivamente com solugdo aquosa de NaHCO; 5%
(3x10 mL), &gua, acido citrico 5% (3x10 mL), &gua, seca (MgSO,) e o solvente

evaporado. O produto obtido 63 foi utilizado sem posterior purificacdo (0,166 g; 62%);
[a]p?’= -31,6° (c 1,0, DMF);

'H RMN (300 MHz, CDCls): 1,36 e 1,49 (s, 9H, 3 x CHs); 1,62-1,71 (m, 1H, BCH, Pro);
1,91-2,06 (m, 2H, yCH, Pro); 2,12-2,21 (m, 1H, BCH, Pro); 2,92 (dd, J=14,1 e 7,2 Hz, 1H,
BCH, Phe); 3,15 (dd, J=14,1 e 5,7 Hz, 1H, BCH, Phe); 3,38-3,52 (m, 2H, 5CH, Pro); 4,34
(dd, J=8,7 e 4,2 Hz, 1H, aCH Pro); 4,69-4,76 (m, 1H, aCH Phe), 5,04 (d, J=5,7 Hz, 1H,
CH,-Z); 5,10 (d, J=5,1 Hz, 1H, CH,-Z); 5,50 (d, J=8,4 Hz, 1H, NH); 7,26-7,27 (m, 10H, 2 x
Ar-H) ppm.

2.4.3 — Preparacéo de Phe-Pro-OBu ' 64

C_O_C(CH3)3
I
H,N—CH—C—N

CH,

64

A uma solucgéo de 63 (0,153 g, 0,338 mmol) em metanol seco (4,2 mL) adicionou-
se Pd/C 10% (0,034 g). A mistura resultante foi agitada durante 30 minutos, sob uma
corrente de azoto, sendo depois submetida a uma atmosfera de hidrogénio, a pressao
normal, durante 4 h. A mistura foi filtrada sobre Celite e concentrada originando o produto

64 (0,091 g, 85%) que foi utilizado sem qualquer purificacéo;
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'H RMN (300 MHz, CDCly): 1,43 (s, 9H, 3 x CHj); 1,78-1,95 (m, 3H, B, YCH, Pro); 2,00-
2,20 (m, 1H, BCH, Pro); 2,80-3,00 (m, 1H, BCH, Phe); 3,20-3,35 (m, 1H, 5CH, Pro); 3,60-
3,70 (m, 1H, d3CH, Pro); 4,35-4,42 (m, 1H, aCH, Pro); 4,45-4,58 (m,1H, aCH Phe); 6,40 (s
largo, 2H, NH,); 7,25-7,29 (m, 4H, H-Ar); 7,44 (d, J=6,6 Hz, 2 H, 1 Ar-H e NH) ppm.

2.4.4 — Sintese do tripéptido Z-Gly-Phe-Pro-OBu ' 65

o

C_O_C(CH3)3
@) @)
I I

0
CH2—O—C—NH—CHZ-C—N—CliH—C—N

CH,

65

A uma solucdo de Z-Gly 58 (0,060 g, 0,286 mmol) em acetato de etilo (2,8 mL)
adicionou-se HOBt (0,049 g, 0,286 mmol) e arrefeceu-se a mistura a 0°C (banho de gelo
e acetona). Adicionou-se DCC (0,062 g, 0,300 mmol), Phe-Pro-OBU' 64 (0,091 g, 0,286
mmol). A mistura reaccional foi agitada a temperatura ambiente durante 19 h. A solugéo
foi filtrada, o solvente evaporado, sob pressdo reduzida, e o residuo diluido com
diclorometano. A fase organica foi lavada sucessivamente com solucdo aquosa de
NaHCO; 5% (3x10 mL), agua, &cido citrico 5% (3x10 mL), &gua, seca (MgSQO,) e o

solvente evaporado. O residuo obtido correspondia ao composto 65 (0,091 g, 62%);
[a]p?’= -33,8° (c 1,0, DMF);

'H RMN (300 MHz, DMSO-de): 1,50 (s, 9H, 3 x CHg); 1,76-1,98 (m, 3H, B, YCH, Pro),
2,07-2,17 (m, 1H, B CH,Pro); 2,75 (dd, J=14,1 e 9,3 Hz, 1H, BCH, Phe); 2,96 (dd, J=14,1
e 4,5 Hz, 1H, BCH, Phe); 3,45-3,65 (m, 4H, 6CH, Pro e CH, Gly); 4,18 (dd, J=8,1 e 4,5
Hz, 1H, aCH Pro); 4,68 (ddd, J=12,6, 8,4 e 4,5 Hz, 1H, aCH Phe); 5,00 (s, 2H, CH, 2);
7,18-7,33 (m, 11H, 2 x Ar-H e NH Gly); 8,23 (d, J= 8,4 Hz, 1H, NH Phe) ppm;

3C RMN (75,4 MHz, DMSO-d): 24,54 (yCH, Pro); 27,59 (3 x CHs); 28,61 (BCH, Pro),
36,80 (BCH; Phe); 43,11 (CH, Gly); 46,49 (dCH, Pro); 51,90 (aCH Phe); 59,47 (aCH Pro);
65,40 (CH; Z); 80,36 (C(CHa)s); 126,41 (CH-Ar Z para); 127,67 (2CH-Ar Z orto); 127,77
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(CH-Ar Phe para); 128,13 (2CH-Ar Z meta); 128,35 (2CH-Ar Phe orto); 129,32 (2CH-Ar

Phe meta); 137,05 (Cquat Z); 137,44 (Cquat. Phe); 156,39 (C=0 Z); 168,74 (C=0 Gly),
169,39 C=0 Phe); 170,91 (C=0 Pro) ppm.

2.4.5 — Preparacéo do composto Gly-Phe-Pro-OBu ' 66

O

C_O_C(CH3)3
O
H |
H,N— CH,-C—N—CH—C—N

CH,

66

A uma solucdo do péptido 65 (1,019 g, 2,0 mmol) em metanol (20 mL) foi
adicionado Pd/C 10% (0,200 g). A mistura resultante foi agitada durante 30 minutos sob
uma corrente de azoto, sendo depois submetida a uma atmosfera de hidrogénio, a
pressdo normal, durante 4 h. A mistura final foi filtrada sobre Celite e concentrada, sob
vacuo. O produto obtido na forma de 6leo foi triturado com éter etilico originando o
produto 66 na forma de um sélido branco (0,706 g, 94%), que foi usado sem purificacéo

posterior;

'H RMN (300 MHz, CDCl5): 1,49 (s, 9H, 3 x CH3); 1,90-1,99 (m, 3H, B, YCH, Pro); 2,15-
2,19 (m, 1H, BCH; Pro); 2,96 (dd, J=14,1 e 7,5 Hz, 1H, BCH, Phe); 3,19 (dd, J=14,1 ¢ 6,3
Hz, 1H, BCH, Phe); 3,27 (s largo, 2H, NH,); 3,32-3,45 (m, 2H, 6CH, Pro); 3,47-3,59 (m,
1H, CH; Gly); 3,69-3,76 (m, 1H, CH,Gly); 4,39 (dd, J=9,0 e 4,8 Hz, 1H, aCH Pro); 5,00 (q
aparente, J=7,0 Hz, 1H, aCH Phe); 7,27 (s, 5H, H-Ar); 7,65 (d, J=8,1 Hz, 1H, NH) ppm.
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2.4.6 — Sintese do nafto[1,2- d][1,2,3]triazol-2-il-benzamida-Gly-Phe-ProOBu '
67

O

C_O_C(CH3)3
O O
A I

N (@]
=\ 4 1 I w
3a N C—NH—CH,-C—N—CH—C—N
7a \N/ |
O ol CH,
4

67

A uma solucéo do péptido 66 (0,350 g, 0,931 mmol) em DMF (30 mL) adicionou-
se corante 42 (0,169 g, 0,931 mmol). Arrefeceu-se a solucdo num banho de gelo e
adicionou-se HBTU (0,353 g, 0,931 mmol) e DIPEA (0,241 g, 0,328 mL, 1,862 mmol). A
mistura resultante foi deixada em agitacdo, a temperatura ambiente, durante 20 h. A
reaccdo foi seguida por TLC (eluente: cloroférmio-metanol 6:1). No final adicionou-se
agua (150 mL) com a mistura reaccional em banho de gelo e deixou-se no frio cerca de 3
h. O precipitado formado foi removido por filtracdo e seco. O sélido assim obtido, de cor
rosa, correspondia ao produto desejado 67 (0,524 g, 87%);

p.f.: 114,2-114,9°C;
[a]p?= -33,4° (c 1,0, DMF);

Umax (NUjol) 3303 (N-H): 1736 (C=0, éster); 1607 (C=0, amida); 1295 e 1228 (C-O-C
assim); 1205 e 1153 (C-O-C sim); cm™

'H RMN (300 MHz, DMSO-de): 1,38 (s, 9H, 3 x CH3); 1,77-2,18 (m, 4H, B, YCH, Pro);
2,75-3,01 (m, 2H, BCH, Phe); 3,52-3,71 (m, 2H, d8CH, Pro); 3,81-4,02 (m, 2H, CH, Gly);
4,20 (dd, 1H, J=8,4 e 4,5 Hz, aCH Pro); 4,65-4,78 (m, 1H, aCH Phe); 7,16-7,34 (m, 5H,
Ar-H); 7,76 (t, J=7,2 Hz, 2H, H-5 e H-6); 7,93 (s, 2H, H-8 e H-9); 8,09 (d, J=7,2 Hz, 1H, H-
7); 8,13 (d, J=8,7 Hz, 2H, H -2" e H-6"); 8,42 (d aparente, J=8,7 Hz, 3H, NH Phe, H-3" e
H-5"); 8,54 (d, J=7,8 Hz, 1H, H-4); 8,85 (t, J=5,7 Hz, 1H, NH Gly) ppm;
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C RMN (75,4 MHz, DMSO-dg): 24,52 (yCH, Pro); 27,57 (3xCHs); 28,62 (BCH, Pro);
36,79 (BCH, Phe); 42,27 (CH, Gly); 46,49 (6CH, Pro); 52,02 (aCH Phe); 59,46 (aCH Pro);
80,35 (C(CHa)s); 116,22 (C-9); 119,30 (C-3" e C-5"); 122,83 (C-4); 123,85 (C-3b); 126,41
(CH-Ar para); 128,13 (C-5, C-6, 2CH-Ar orto); 129,19 (C-2" e C-6"); 129,33 (C-7, 2CH-Ar
meta); 130,46 (C-8); 132,13 (C-7a); 133,83 (C-4"); 137,50 (Cquat. Phe); 141,29 (C-1");
142,47 (C-3a); 143,34 (C-9a); 165,33 (C=0 Gly); 168,58 (C=0 Fluorofuro); 169,43 (C=0
Phe); 170,89 (C=0 Pro) ppm,;

Analise elementar: C, 67,76; H, 6,03; N, 12,92, C3;H3sNOs.1/2H,0 requer C, 67,77; H,
6,00; N, 12,92%.

2.4.7 — Preparacdo de nafto[1,2- d][1,2,3]triazol-2-il-benzamida-Gly-Phe-
ProOH 68

C—OH

N O O O
=\ Il |+ I
N C—NH—CH,-C—N—CH—C—N
\N/ |

CH,

68

O composto 67 (0,400 g, 0,618 mmol) foi tratado com &cido trifluoroacético (4,56
g, 3,08 mL, 40,0 mmol) durante 2 h, com agitacdo ocasional. Adicionou-se éter etilico a
solucdo e a mistura foi concentrada sob presséo reduzida. Este procedimento foi repetido
varias vezes até eliminacéao total do TFA. O produto obtido (0,294 g) foi recristalizado de
diclorometano-éter etilico originando o composto 68 na forma de um solido rosa (0,280 g,
77%);

p.f.: 141,7-142,1°C;

[a]p?*= -24,8° (¢ 1,0, DMF);

Universidade do Minho 110



Parte Experimental
Vmax (NUjol) 3583 (OH); 3280 (N-H); 1732 (C=0, 4cido); 1606 (C=0, amida) cm™;

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): 1,82-2,17 (m, 4H, B,yCH, Pro); 2,77-2,89 (m, 1H, BCH,
Phe); 2,99 (dd, J=13,8 e 5,1 Hz, 1H, BCH, Phe); 3,45-3,71 (m, 2H, dCH, Pro); 3,88
(dgAB, J=6,0 e 16,5 Hz, 2H, CH; Gly); 4,27 (dd aparente, J=9,3/8,4 e 4,2/3,3 Hz, 1H, aCH
Pro); 4,72 (q aparente, J=8,4 Hz, 1H, aCH Phe); 7,17-7,31 (m, 5H, Ar-H); 7,76 (dt, J=1,5 e
7,2 Hz, 2H, H-5 e H-6); 7,92 (s, 2H, H-8 e H-9); 8,08 (d, J=7,2 Hz, 1H, H-7); 8,13 (d, J=8,7
Hz, 2H, H-2" e H-6"); 8,37 (d, J=8,1 Hz, 1H, NH Phe); 8,41 (d, J=9,0 Hz, 2H, H-3" e H-
5"); 8,56 (d, J=7,8 Hz, 1H, H-4); 8,86 (t, 1H, J=5,7 Hz, NH Gly); 12,52 (s largo, 1H, OH)
ppm;

3C RMN (75,4 MHz, DMSO-dg): 24,50 (yCH, Pro); 28,63 (BCH, Pro); 36,90 (BCH, Phe);
42,27 (CH, Gly); 46,50 (8CH, Pro); 51,96 (aCH Phe); 58,61 (aCH Pro); 116,24 (C-9);
119,33 (C-3" e C-5"); 122,84 (C-4); 123,86 (C-3b); 126,38 (CH-Ar para); 128,11 (C-5, C-
6, 2CH-Ar orto); 129,14 (C-2” e C-6"); 129,40 (C-7, 2CH-Ar meta); 130,48 (C-8); 132,14
(C-7a); 133,83 (C-4"); 137,40 (Cquat. Phe); 141,32 (C-1"); 142,49 (C-3a); 143,36 (C-9a);
165,36 (C=0 Gly); 168,52 (C=0 Fluoréfuro); 169,49 (C=0 Phe); 173,16 (C=0 Pro) ppm;

Andlise elementar: C, 65,44; H, 5,37; N, 13,96. C33H3oNsOs.H,O requer C, 65,12; H, 5,30;
N, 13,81%.

2.4.8 - Sintese de nafto[1,2- d][1,2,3]triazol-2-il-benzamida-Gly-Phe-Pro-
glucopiranosilamida 69

AcO

H OAc
N

OAc
O (0] (0]
N AcO
=\ I [ I
N C—NH—CH;-C—N—CH—C—N
\N/ |

CH,

69
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A uma solucdo de composto 68 (0,200 g, 0,330 mmol) em DMF (10 mL)
adicionou-se glucosilamina 41 (0,115 g, 0,330 mmol). Arrefeceu-se a solucdo num banho
de gelo e adicionou-se HBTU (0,125 g, 0,330 mmol) e DIPEA (0,085 g, 0,111 mL, 0,660
mmol). A mistura resultante foi deixada em agitacdo, a temperatura ambiente, durante 18
h. A reacc¢do foi seguida por TLC (eluente: cloroférmio-metanol 6:1). No final adicionou-se
agua (50 mL) com a mistura reaccional em banho de gelo e deixou-se no frio durante a
noite. O precipitado formado foi removido por filtracdo, seco e purificado por
cromatografia em coluna tipo “flash” (eluente: cloroférmio-metanol 12:1). A 22 fraccdo

isolada, sélido de cor rosa forte, correspondia ao produto pretendido 69 (0,161g, 53%);
p.f.: 137,1-137,6°C;
[a]p?= -6,4° (c 1,0, DMF);

Vmax (Nujol) 3291 (N-H); 1751 (C=0, éster); 1605 (C=0, amida); 1222 (C-O-C assim);
1035 (C-O-C sim) cm™;

'H RMN (300 MHz, CDCl,): 1,91, 1,99, 2,02 e 2,07 (4s, 12 H, 4 x COCH,); 1,93-2,18 (m,
4H, B,yCH, Pro); 3,03 (dd, J=14,0 e 6,9 Hz, 1H, BCH, Phe); 3,18 (dd, J=14,0 e 6,9 Hz, 1H,
BCH, Phe); 3,35-3,42 (m, 2H, 8CH, Pro); 3,83 (ddd, J=9,9, 3,9 e 2,1 Hz, 1H, H-5'); 4,05-
4,25 (m, 2H, CH, Gly); 4,08 (dd, J=12,3 e 1,8 Hz, 1H, H,-6"); 4,24-4,33 (m, 2H, H,-6" e
aCH Pro); 4,45- 4,49 (m, 1H, aCH Phe); 4,95 (t, J=9,6 Hz, 1H, H-4’); 5,00 (t, J=/9,6 Hz,
1H, H-2"); 5,29 (t, J=9,6 Hz, 1H, H-1" ou H-3’); 5,31 (t, J=9,3 Hz, 1H, H-1’ ou H-3’); 7,22-
7,34 (m, 5H, Ar-H); 7,40 (d, J=9,3 Hz, 1H, NH glucosilamida); 7,63 (dt, J=1,8 e 7,2 Hz,
2H, H-5 e H-6); 7,70 (s, 2H, H-8 e H-9); 7,85 (dd, J=7,2 e 1,8 Hz, 1H, H-7); 8,00 (d, J=8,7
Hz, 2H, H-2" e H-6"); 8,40 (d aparente, J=8,7 Hz, 3H, NH Phe, H-3” e H-5"); 8,56 (dd,
J=7,5e 1,8 Hz, 1H, H-4); 8,65 (t, J=6,6 Hz, 1H, NH Gly) ppm;

C RMN (75,4 MHz, DMSO-dg): 20,55 (2 x CH3 Ac); 20,72 (2 x CH; Ac); 24,81 (YCH,
Pro); 28,95 (BCH, Pro); 38,34 (BCH, Phe); 43,37 (CH, Gly); 47,58 (0CH, Pro); 52,13
(aCH Pro); 60,51 (aCH Phe); 61,65 (C-6"); 68,05 (C-2'); 70,40 (C-4’); 73,06 (C-1' ou C-3";
73,65 (C-5); 78,17 (C-1'ou C-3’); 116,20 (C-9); 119,66 (C-3” e C-5"); 123,31 (C-4);
124,68 (C-3b); 127,16 (CH-Ar para); 127,59 (C-6); 127,75 (C-5); 128,59 (C-2” e C-6");
128,70 (2CH-Ar orto); 128,89 (C-7); 129,52 (2CH-Ar meta); 130,23 (C-8); 132,38 (C-7a);
132,69 (C-4”); 135,82 (Cquat. Phe); 142,48 (C-1"); 143,19 (C-3a); 143,81 (C-9a); 166,59
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(C=0 Gly); 168,59 (C=0 Fluorofuro); 169,50 (C=0 Phe); 169,95 (C=0 Acetilo); 170,64
(C=0 Ac); 170,74 (C=0 Ac); 170,86 (C=0 Ac); 171,88 (C=0 Pro) ppm;

Analise elementar: C, 59,57; H, 5,63; N, 10,33. C47H49N;015.3/2H,0 requer C, 59,57; H,
5,54; N, 10,35%.

249 - Sintese de nafto[1,2- d][1,2,3]triazol-2-il-benzamida-Gly-Phe-Pro-

glucopiranosilamida desacetilada 70

HO

H OH

OH
o) o) o)
N HO
=\ | |- 1
N C—NH—CH,-C—N—CH—C—N
O N CH,

70

A uma solucédo de composto 69 (0,279 g, 0,303 mmol) em metanol seco (11 mL)
adicionou-se Bu,SnO (0,113 g, 0,455 mmol) e aqueceu-se em refluxo durante 15 h. A
reacc¢ao foi seguida por TLC (eluente: cloroférmio-metanol 5:1). O residuo foi concentrado
sob véacuo e purificado por cromatografia em coluna tipo “flash” (eluente: cloroférmio-
metanol 10:3) obtendo-se o produto pretendido 70 (0,140 g, 62%) na forma de um solido

rosa alaranjado;
p.f.: 149,6-151,2°C;
[a]p?= -19,4° (c 1,0, DMF);

Umax (NUjol) 3583 (OH); 3324 (N-H); 1605 (C=0, amida); 1260 (C-O-C assim ); 1075-1018
(C-O-C sim) cm™;

'H RMN (300 MHz, CDCly): 1,67-2,04 (m, 4H, B,yCH, Pro); 2,79 (dd, J=13,8 € 9,0 Hz, 1H,
BCH, Phe); 3,01 (dd, J=13,5 e 4,5 Hz, 1H, B CH, Phe); 3,06-3,21 (m, 4H, H-2', H-3", H-4’ e
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H-5); 3,45 (dd aparente, J=11,7 e 7,2 Hz, 2H, H,-6" e dCH, Pro); 3,64 (dd aparente,
J=11,4 e 5,7 Hz, 2H, H,-6" e 5CH, Pro); 3,87 (dgAB, J=16,5 e 5,4 Hz, 2H, CH, Gly); 4,38
(dd, J=9,3 e 3,3 Hz, 1H, aCH Pro); 4,52 (t, J=5,7 Hz, 1H, OH-6’); 4,71 (t aparente, J=8,7
Hz, 3H, aCH Phe, H-1' e OH); 4,93 (d largo, J=3,6 Hz, 1H, OH); 5,02 (s largo, 1H, OH);
7,17-7,32 (m, 6H, Ar-H e NH glucosilamina); 7,69-7,79 (m, 2H, H-5 e H-6); 7,92 (s, 2H, H-
8 e H-9); 8,08 (d, J=7,5 Hz, 1H, H-7); 8,13 (d, J=8,4 Hz, 2H, H-2" e H-6"); 8,30 (d, J=8,4
Hz, 1H, OH); 8,41 (d aparente, J=8,4 Hz, 3H, NH Phe, H-3" e H-5"); 8,55 (d, J=7,5 Hz,
1H, H-4); 8,86 (t, J=5,7 Hz, 1H, NH Gly) ppm;

3C RMN (75,4 MHz, DMSO-dg): 24,36 (yCH, Pro); 29,01 (BCH, Pro); 37,00 (BCH, Phe);
42,25 (CH, Gly); 46,87 (d6CH, Pro); 52,18 (aCH Phe); 59,70 (aCH Pro); 60,92 (C-6");
70,01 (C-27); 72,65 (C-3' ou C-5); 77,47 (C-3’ou C-5); 78,69 (C-4); 79,89 (C-1); 116,26
(C-9); 119,35 (C-3" e C-5"); 123,87 (C-4); 123,87 (C-3b); 126,40 (CH-Ar para); 128,18 (C-
5 e C-6); 128,23 (2CH-Ar orto); 129,17 (C-2" e C-6"); 129,35 (2CH-Ar meta); 129,48 (C-
7); 130,51 (C-8); 132,16 (C-7a); 133,84 (C-4"); 137,67 (Cquat. Phe); 141,33 (C-1");
142,51 (C-3a); 143,38 (C-9a); 165,37 (C=0 Gly); 168,61 (C=0 Fluorofuro); 169,99 (C=0
Phe); 171,76 (C=0 Pro) ppm,;

Analise elementar: C, 56,31; H, 6,06; N, 11,28. CzH4;N;09.9/2H,0 requer C, 56,24; H,

6,05; N, 11,77%.

2.4.10 — Sintese de (2-Oxo-2 H-cromeno-3-carbonil)-amido-Gly- Phe-Pro-OBu '
71

(@]
!! (0] C(CH
o (CHg)3
Il Il
H
AN N—CH, C—N—CH—C—N
4a 3 H
CH,
8a o o)
71

A uma solucédo do péptido 66 (0,197 g, 0,524 mmol) em DMF (2,5 mL) adicionou-

se corante 48 (0,100 g, 0,524 mmol). Arrefeceu-se a solucdo num banho de gelo e
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adicionou-se HBTU (0,199 g, 0,524 mmol) e DIPEA (0,135 g, 0,177 mL, 1,048 mmol). A
mistura resultante foi deixada em agitacao, a temperatura ambiente, durante 22 h. A
reaccdo foi seguida por TLC (eluente: cloroférmio-metanol 6:1). No final adicionou-se
agua (7,5 mL) com a mistura reaccional em banho de gelo e deixou-se no frio cerca de 3
h. O precipitado formado foi removido por filtracdo e seco. O sélido assim obtido, de cor

branca, correspondia ao produto desejado 69 (0,248 g, 86,%);

p.f.: 99,7-101,2°C;

[a]p?*= -34° (c 1,0, DMF);

Vmax (Nujol) 3320 (N-H); 1722 (C=0, éster); 1641 (C=0, lactona); 1605 (C=0, amida) cm™;

'H RMN (300 MHz, CDCl;): 1,48 (s, 9H, 3 x CHj3); 1,90-2,20 (m, 4H, B,y CH, Pro); 2,98
(dd, J=14,1 e 6,6 Hz, 1H, BCH, Phe); 3,18 (dd, J=14,1 e 6,6 Hz, 1H, BCH, Phe); 3,34-3,40
(m, 1H, 3CH, Pro); 3,64-3,73 (m, 1H, SCH, Pro); 4,09 (t, J=6,3 Hz, 2H, CH, Gly); 4,41 (dd,
J=9,0 e 4,5 Hz, 1H, aCH Pro); 5,01 (dd, J=14,1 e 6,3 Hz, 1H, aCH Phe); 6,73 (d, J=7,8
Hz, 1H, NH Phe); 7,22-7,30 (m, 5H, Ar-H); 7,40 (t, J=7,8 Hz, 1H, H-6); 7,43 (d, J=8,7 Hz,
1H, H-8); 7,70 (t aparente, J=8,7 Hz, 2H, H-5 e H-7); 8,90 (s, 1H, H-4); 9,22 (t, J=5,4 Hz,
1H, NH Gly);

3C RMN (75,4 MHz, CDCly): 24,74 (YCH, Pro); 27,95 (3xCHs); 29,00 (BCH, Pro); 38,16
(BCH_ Phe); 43,46 (CH, Gly); 46,96 (6CH, Pro); 51,78 (aCH Phe); 59,69 (aCH Pro); 81,35
(C(CHy)3); 116,65 (C-8); 117,88 (C-3); 118,51 (C-4a); 125,27 (C-6); 126,81 (CH-Ar para);
128,32 (2CH-Ar orto); 129,77 (2CH-Ar meta); 129,93 (C-5); 134,21 (C-7); 135,87 (Cquat.
Phe); 148,85 (C-4); 154,51 (C-8a); 161,09 (C-2); 162,04 (C=0, amida); 167,78 (C=0,
Gly); 169,73 (C=0, Phe); 170,95 (C=0, Pro) ppm;

Analise elementar: C, 63,33; H, 6,17; N, 7,46. C3H33N307.H,O requer C, 63,70; H, 6,24;
N, 7,43%.
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2.4.11 - Sintese de (2-Oxo0-2 H-cromeno-3-carbonil)-amido-Gly-Phe-Pro 72

0
Il
C—OH
o)
] ]
H
X N—CH,"C—N—CH=C—N
CH,
o o
72

O composto 71 (0,177 g, 0,323 mmol) foi tratado com &cido trifluoroacético (2,37
g, 1,6 mL, 20,8 mmol) durante 2 h, com agitacdo ocasional. No final adicionou-se éter
etilico e concentrou-se sob presséo reduzida. Este procedimento foi repetido véarias vezes
até eliminacdo total do TFA, obtendo-se o produto 72 na forma de um sdlido branco
(0,159 g, 100%);

p.f.: 119,5-120,1°C;
[a]p?*= -34,6° (c 1,0, DMF);

Umax (Nujol) 3405 (OH); 3295 (N-H); 1725 (C=0, éster); 1691 (C=0, &cido); 1634 (C=0,
lactona); 1610 (C=0, amida); 1240 (C-O-C assim ); 1163-1152 (C-O-C sim) cm™;

'H RMN (300 MHz, CDCls): 1,83 (dgAB, J=6,6 e 12,6 Hz, 2H, YCH, Pro); 1,98 (dt
aparente, J=12,9 e 6,6 Hz, 1H, BCH, Pro); 2,20 (dt aparente, J=12,0 e 6,9 Hz, 1H, BCH,
Pro); 2,76 (dd, J=16,8 e 6,9 Hz, 1H, 3CH, Pro); 3,04 (d, J=6,6 Hz, 2H, BCH, Phe); 3,48
(dd, J=16,5 e 6,9 Hz, 1H, 6CH; Pro); 4,29-4,38 (m, 3H, aCH Pro e CH, Gly); 5,15 (dd,
J=14,1 e 6,6 Hz, 1H, aCH Phe); 7,21-7,30 (m, 5H, Ar-H); 7,40 (t, J=7,2 Hz, 1H, H-6); 7,44
(d, J=8,7 Hz, 1H, H-8); 7,70 (t aparente, J=7,8 Hz, 2H, H-5 e H-7); 8,77 (d, J=7,8 Hz, 1H,
NH Phe); 8,97 (s, 1H, H-4); 10,04 (t, J=5,9 Hz, 1H, NH Gly) ppm;

3C RMN (75,4 MHz, CDCl;): 25,03 (yCH, Pro); 28,97 (BCH, Pro); 40,38 (BCH, Phe);
43,45 (CH; Gly); 47,64 (6CH, Pro); 53,09 (aCH Phe); 59,70 (aCH Pro); 116,80 (C-8);
117,46 (C-3); 118,35 (C-4a); 125,29 (C-6); 127,02 (CH-Ar para); 128,49 (2CH-Ar orto);
129,86 (C-5); 129,94 (2CH-Ar meta); 134,44 (C-7); 135,76 (Cquat. Phe); 148,84 (C-4);
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154,65 (C-8a); 160,66 (C-2); 162,37 (C=0, amida); 167,18 (C=0, Gly); 170,57 (C=0,
Phe); 173,43 (C=0, Pro) ppm,;

Analise elementar: C, 56,54; H, 5,25; N, 7,53. CxH2sN307.7/2H,0 requer C, 56,31; H,
5,82; N, 7,58%.

2.4.12— Sintese de (2-Oxo0-2 H-cromeno-3-carbonil)-amido-Gly-Phe-Pro-

glucopiranosilamida 73
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A uma solucédo de composto 72 (0,159 g, 0,323 mmol) em DMF (2 mL) adicionou-
se glicosilamina 41 (0,112 g, 0,323 mmol). Arrefeceu-se a solucdo num banho de gelo e
adicionou-se HBTU (0,123 g, 0,323 mmol) e DIPEA (0,083 g, 0,109 mL, 0,646 mmol). A
mistura resultante foi deixada em agitacdo, a temperatura ambiente, durante 20 h. A
reaccdo foi seguida por TLC (eluente: cloroférmio-metanol 6:1). No final adicionou-se
agua (6 mL) com a mistura reaccional em banho de gelo e deixou-se no frio durante 2 h.
O precipitado formado foi removido por filtracdo e seco correspondendo ao produto
pretendido 73 (0,171, 53 %);

p.f.: 131,2-131,7°C;

[a]o'= -12° (c 1,0, DMF);

Vmax (Nujol) 3311 (N-H); 1752 (C=0, éster); 1712 (C=0, lactona); 1608 (C=0, amida);
1217 (C-O-C assim ); 1032 (C-O-C sim) cm™;
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'H RMN (300 MHz, CDCl;): 1,90, 1,98, 2,03 e 2,07 (4s, 12H, 4 x COCHs); 1,90-2,07 (m,
4H, B, YCH, Pro); 3,00 (dd, J=13,5 e 6,6 Hz, 1H, BCH, Phe); 3,13 (dd, J=13,5 e 6,6 Hz,
1H, BCH, Phe); 3,25-3,32 (m, 1H, d6CH, Pro); 3,67-3,75 (m, 1H, 8CH, Pro); 3,82 (ddd,
J=10,2, 4,2 e 2,1 Hz, 1H, H-5); 4,09 (dd, J=12,6 e 1,8 Hz, 1H, H,-6"); 4,13 (t, J=6,0 Hz,
2H, CH; Gly); 4,32 (dd, J=12,6 e 4,2 Hz, 1H, Hy-6’); 4,42 (dd, J=10,5 e 4,8 Hz, 1H, aCH
Pro); 4,92 (t, J=9,6 Hz, 1H, H-4’); 4,99-5,04 (m, 1H, aCH Phe); 5,09 (t, J=9,6 Hz, 1H, H-
2'); 5,28 (t, J=9,3 Hz, 1H, H-1’ ou H-3’); 5,29 (t, J=9,6 Hz, 1H, H-1’ ou H-3%); 7,20-7,32 (M,
7H, Ar-H, NH Phe, NH amida); 7,36-7,42 (m, 2H, H-6 e H-8); 7,70 (t aparente, J=8,4 Hz,
2H, H-5 e H-7); 8,90 (s, 1H, H-4); 9,31 (t, J=5,1 Hz, 1H, NH Gly) ppm;

3C RMN (75,4 MHz, CDCl,): 20,54, 20,71 (4 x CHa); 24,83 (yCH, Pro); 28,71 (BCH, Pro);
38,47 (BCH, Phe); 43,62 (CH, Gly); 47,48 (6CH, Pro); 51,83 (aCH Phe); 60,44 (aCH Pro);
61,69 (C-6"); 68,10 (C-2"); 70,27 (C-4"); 73,04 (C-3"); 73,63 (C-5"); 78,23 (C-1"); 116,67
(C-8), 117,80 (C-3), 118,46 (C-4a), 125,32 (C-6), 127,01 (CH-Ar para), 128,60 (2CH-Ar
orto), 129,54 (2CH-Ar meta), 129,95 (C-5), 134,31 (C-7), 135,84 (Cquat. Phe), 148,78 (C-
4), 154,52 (C-8a), 161,03 (C-2); 162,17 (C=0, amida); 167,85 (C=0, Gly); 169,52, 169,92,
170,6, 170,74 (4xCO, acetilo); 170,74 (C=0, Phe); 171,80 (C=0, Pro) ppm;

Andlise elementar: C, 56,07; H, 5,69; N, 6,48. C40H44N4015.2H,0 requer C, 56,07; H, 5,65;
N, 6,54%.

2.4.13 - Sintese de (2-Oxo-2 H-cromeno-3-carbonil)-amido-Gly-Phe-Pro-

glucopiranosilamida desacetilada 74
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A uma solucdo de composto 73 (0,140 g, 0,171 mmol) em metanol seco (5 mL)
adicionou-se Bu,SnO (0,065 g, 0,257 mmol) e aqueceu-se em refluxo durante 16 h. A
reacc¢ao foi seguida por TLC (eluente: cloroférmio-metanol 5:1). O residuo foi concentrado
sob véacuo e purificado por cromatografia em coluna tipo “flash” (eluente: cloroférmio-
metanol 10:3). A terceira fraccdo isolada correspondia ao produto pretendido 74 (0,068 g,

59%) na forma de um sélido amarelo;

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg):1,82-2,04 (m, 4H, B, YCH, Pro); 2,76 (dd, J=13,8 e 9,3 Hz
1H, BCH, Phe); 3,01 (dd, J=13,8 e 9,0 Hz, 1H, BCH, Phe); 3,05-3,12 (m, 3H, H-2’, H-4’ e
H-57; 3,18 (dd, J=8,1 e 4,5 Hz, 1H, H-3’); 3,41 (dd, J=12,0 e 6,6 Hz, 1H, H,-6); 3,46-3,51
(m, 1H, 6CH, Pro); 3,61-3,69 (m, 2H, 8CH, Pro e Hy-6’); 3,94 (dgAB, J=4,8 e 16,8 Hz, 2H,
CH, Gly); 4,36 (t largo, J=3,3/4,5 Hz, 1H, aCH Pro); 4,49 (t, J=6,0 Hz, 1H, OH-6’); 4,64-
4,74 (m, 3H, aCH Phe, H-1' e OH); 4,89 (d, J=4,5 Hz, 1H, OH-3" ou H-4"); 4,98(d, J=4,5
Hz, 1H, OH-3' ou OH-4"); 7,16-7,31 (m, 5H, Ar-H); 7,44 (t, J=7,8 Hz, 1H, H-6); 7,50 (d,
J=8,4 Hz, 1H, H-8); 7,75 (t, J=8,4 Hz, 1H, H-7); 7,99 (dd, J=7,8 e 1,5 Hz, 1H, H-5); 8,28 (t
aparente, J=6,6/8,7 Hz, 1H, NH amida); 8,54 (d, J=8,1 Hz, 1H, NH Phe); 8,88 (s, 1H, H-
4); 8,98 (t, J=4,8 Hz, 1H, NH Gly) ppm;

3C RMN (75,4 MHz, DMSO-dg): 24,34 (yCH, Pro); 28,96 (BCH, Pro); 36,93 (BCH, Phe);
43,33 (CH, Gly); 46,86 (8CH, Pro); 52,25 (aCH Phe); 59,68 (aCH Pro); 61,90 (C-6);
69,99 (C-4’); 72,64 (C-2'); 77,44 (C-3"); 78,67 (C-5); 78,85 (C-1); 116,17 (C-8); 118,34
(C-3); 118,42 (C-4a); 125,18 (C-6); 126,40 (CH-Ar para); 128,23 (2CH-Ar orto); 129,28
(2CH-Ar meta); 130,38 (C-5); 134,26 (C-7); 137,60 (Cquat. Phe); 147,83 (C-4), 153,95 (C-
8a), 160,36 (C-2); 160,86 (C=0, amida); 167,80 (C=0, Gly); 169,89 (C=0, Phe); 171,70
(C=0, Pro) ppm;

Andlise elementar: C, 52,09; H, 5,83; N, 7,26. C3,H3sN404,.5H,0 requer C, 51,75; H, 6,12;
N, 7,73%.
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2.5 - REACCOES COM CORANTES DA CLASSE DOS VINILSUL FONICOS

2.5.1 — Preparacao do 2-[3-(1 H-ciclopenta[ a]naftaleno-2-il)fenilsulfonilleteno
79Il

A uma solucdo de corante 79-l1l (0,518 g, 1,47 mmol) em DCM (4,71 mL),
arrefecida a 0°C, adicionou-se TEA (0,373 g, 0,511 mL, 3,67 mmol) e MsCI (0,202 g,
0,136 mL, 1,76 mmol). A mistura reaccional foi agitada, a temperatura ambiente, durante
10 minutos. No final lavou-se com solucdo aquosa saturada de NH4CI (5 mL), secou-se
(MgSO,) e concentrou-se. O residuo obtido (0,379 g; 77%) foi purificado por cromato-
grafia em coluna tipo “flash” (eluente: cloroférmio-metanol 10:1). A primeira fraccao
isolada correspondia ao composto 79-1ll na forma de um soélido acastanhado (0,160 g;
42%);

p.f.:201,3-202,1°C;

'H RMN (300 MHz, CDCly): 6,17 (d, J=9,6 Hz, 1H, Hg); 6,62 (d, J=16,5 Hz, 1H, Hc); 6,80
(dd, J=16,5 e 9,6 Hz, 1H, Ha); 7,66-7,80 (m, 5H, H-8, H-9, H-5", H-6' e H-4"); 7,92 (dd,
J=7,8 € 1,5 Hz, 1H, H-4 ou H-7); 7,96 (dd, J=7,8 e 0,9 Hz, 1H, H-4 ou H-7); 8,67 (dt, J=0,9

e 8,1 Hz, 2H, H-5 e H-6); 8,94 (t, J=1,8 Hz, 1H, H-2);

HRMS (FAB): calculado para CigH13N3;0,S (M*+1) 336,0807. Obtido: 336,0812.
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2.5.2 - Sintese do 2-[3-(1 H-ciclopenta[ a]naftaleno-2-il)fenilsulfonilletil- S-Cys
81

NH»

SOZCHchZ_S_CHZ_CH

N—N c=—0
| |
ya 81 OH

A uma solucéo de corante 79-lll (0,150 g, 0,447 mmol) em DMF (5 mL), arrefecida
a 0°C, adicionou-se L-Cys 80 (0,190 g, 0,894 mmol), TEA (0,090 g, 0,124 mL, 0,894
mmol), dgua (0,5 mL) e deixou-se em agitacdo durante a noite a temperatura ambiente. A
reaccdo foi seguida por TLC (eluente: cloroférmio-metanol 1:1). No final adicionou-se
agua (15 mL) mantendo a mistura reaccional arrefecida em banho de gelo. O precipitado

formado, depois de filtrado e seco, correspondia ao produto 81 (0,187; 92%);
p.f.:174,8-175,6°C (dec.);

HRMS (FAB): Calculado para C,;H,N404S; (M*+1) 457,1004.0btido 457,1001
2.6 - REACCOES DE AZA-MICHAEL

Método Geral:

A uma mistura de vinilsulfona (2,5 mmol) e Amberlyst-15 (30% m/m), adicionou-se
a amina (2 mmol) e agitou-se a temperatura ambiente pelo tempo apropriado. A reaccao
foi seguida por TLC. A mistura final foi diluida com diclorometano (10 mL) e o catalisador
removido por filtracdo. O solvente foi evaporado e o residuo obtido era constituido pelos
compostos pretendidos, nalguns casos no estado puro.

Alguns dos residuos foram purificados por cromatografia em coluna tipo “flash” ou
em camada preparativa usando como solvente misturas de cloroférmio-metanol ou

acetato de etilo-éter de petréleo.
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2.6.1 — Reaccdes de adicéo a metilvinilsulfona 38

o\\ //o

S
H3C/ \c

38

H==CH,

2.6.1.1 - Sintese da N-[2-(metilsulfonil)etil]-1-propanamina 84

o\\S //o
N

HsC CH,CH,NHCH,CH,CH3
2 1 1 2 3

84

Nesta reacc¢ao foi utilizado um ligeiro excesso de propilamina (2 gotas) e o tempo
de reaccéo foi de 24 h. O produto foi obtido, na forma de um 6leo, sem purificacdo com
um rendimento de 84%.

Vmax (Neat) 3317 (NH); 1293 e 1132 (R-SO,-R); 961 (C-N) cm™;
'H RMN (300 MHz, CDCl,): 0,90 (t, J=7,2 Hz, 3H, H-3"); 1,48 (sext, J=7,2 Hz, 2H, H-2");
1,81 (s largo, 1H, NH); 2,57 (t, J=7,5 Hz, 2H, H-1); 2,99 (s, 3H, CH5); 3,10-3,17 (m, 4H,

H-1 e H-2) ppm;

13C RMN (75,4 MHz, CDCly): 11,59 (C-3'); 22,87 (C-2'); 42,02 (CH,); 43,05 (C-1); 51,32
C-1'); 54,62 (C-2) ppm.

HRMS (EI): Calculado para CgH1sNO,S (M"): 165,0824. Obtido: 165,0827.

2.6.1.2 — Sintese de 2-(2-(metilsulfonil) etilamino ) etanol 85

o\\s//o
HaC/ ~

CH,CH,NHCH,CH,OH

85
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A mistura reaccional formada por metilvinilsulfona (1 mmol), etanolamina (1,2

mmol) e Amberlyst-15 foi agitada a TA durante 10 h. O produto 85 foi obtido, na forma de
um 6leo, sem purificagdo, com um rendimento de 95%.

Vmax (N€at): 3316 (OH e NH); 1290 e 1135 (R-SO,-R); 1056 (C-OH); 963 (C-N) cm'™;

'H RMN (300 MHz, CDCls): 1,85 (s largo, 2H, NH e OH); 2,82 (t, J=5,1 Hz, 2H, H-1’); 3,01
(s, 3H, CHy); 3,20 (s aparente, 4H, H-1 e H-2); 3,68 (t, J=5,1 Hz, 2H, H-2") ppm;

13C RMN (75,4 MHz, CDCly): 42,06 (CHs); 42,69 (C-1); 50,83 (C-1'); 54,75 (C-2); 60,98
(C-2") ppm;

HMRS (El): Calculado para CsH;3NOsS (M¥): 166,0619. Obtido: 166,0613.

2.6.1.3 — Sintese de 2-ciclo-hexil- N-[2-(2-metilsulfonil)etilletanamina 86

o O
\V/4
S
HaC” \CHZCHZNHO

86

O tempo de reaccao foi de 30 minutos. O residuo obtido (73%) foi cristalizado de

acetato de etilo-éter de petréleo originando o produto 86 (51%);

p.f.: 45,1-46,0°C;

Vmax (NUjol) 3312 (NH); 1287 e 1127 (R-SO,-R); 963 (C-N) cm™;

'H RMN (400 MHz, CDCls): 1,05 (dgAB, J=3,6 e 12,4 Hz, 2H, H-3' e H-5"); 1,12 (dt,
J=11,6 e 3,6 Hz, 1H, H-4’); 1,19-1,30 (m, 2H, H-2' e H-6'); 1,57 (s largo, 1H, NH); 1,59-
1,62 (m, 1H, H-4’); 1,70-1,74 (m, 2H, H-3' e H-5); 1,85-1,89 (m, 2H, H-2' e H-6'); 2,44 (t,

J=10,4 e 3,6 Hz, 1H, H-1’); 3,00 (s, 3H, CHs); 3,15 (s aparente, 4H, H-1 e H-2) ppm;

13C RMN (100,62 MHz, CDCl;): 24,81 (C-3' e C-5'); 25,95 (C-4’); 33,36 (C-2' e C-6);
40,24 (C-1); 42,23 (CHa); 55,36 (C-2); 56,47 (C-1') ppm;
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HRMS (EI): Calculado para CgH1gNO,S (M"): 205,1137. Obtido: 205,1141;

Analise elementar: C, 52,24; H, 9,13; N, 6,71; S, 15,32. CgH;9NO,S requer C, 52,65; H,
9,33; N, 6,82; S, 15,62%.

2.6.1.4 — Sintese de N,N-dietil-2-(metilsulfonil)etanamina 87

\Vi4
S /

N

HsC CH,CH,N

CH,CH3

87

O tempo de reaccdo foi de 5 h. O residuo obtido (73%) foi purificado por
cromatografia em coluna tipo “flash” usando como eluente a mistura cloroférmio-metanol
10:1. A segunda fraccao isolada correspondia ao produto 87, obtido como 6leo, com um

rendimento de 62%.

'H RMN (300 MHz, CDCly): 1,03 (t, J=7,2 Hz, 6H, 2 x H-2"); 2,54 (q, J=7,2 Hz, 4H, 2 x H-
1); 2,95 (t, J=6,3 Hz, 2H, H-1); 3,00 (s, 3H, CHy); 3,11 (t, J=6,6 Hz, 2H, H-2) ppm;

13C RMN (75,4 MHz, CDCly): 11,44 (C-2'); 42,26 (CHs); 46,65 (C-1'); 46,66 (C-1); 52,41
(C-2) ppm.

2.6.1.5 — Sintese de N-metil- N-[2-(metilfenil)etil]prop-2-in-1-amina 88

o] 0]
\\S// CHs
H3C/ \CHZCHZN
88 CH,C=CH

O tempo de reaccdo foi de 24 h. Utilizou-se um ligeiro excesso de amina (2 gotas)
e 0 produto 88 foi obtido na forma de 6leo, sem purificagdo e com um rendimento de
92%.

VUmax (Neat): 3270 (EC-H); 2103 (C=C); 1292 e 1137 (R-SO,-R) cm™;
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'H RMN (300 MHz, CDCly): 2,27 (t, J=2,4 Hz, 1H, H-3"); 2,34 (s, 3H, N-CHs); 2,95 (t,
J=6,3 Hz, 2H, H-1); 2,99 (s, 3H, CHs); 3,13 (t, J=6,3 Hz, 2H, H-2); 3,37 (d, J=2,4 Hz, 2H,
H-1") ppm;

13C RMN (75,4 MHz, CDCly): 41,32 (N-CH,); 42,09 (CH3); 45,58 (C-1'); 49,27 (C-1); 52,66
(C-2); 73,89 (C-2'); 77,47 (C-3") ppm.

HRMS (EI): Calculado para C;H;3NO,S (M*): 174,0589. Obtido: 174,0596.

2.6.1.6 — Sintese de 1-[2-(metilsulfonil)etil] pirr  olidina 89

o\\ //o

S
ch/ \CH2CH2_N<j

89

O tempo de reaccédo foi de 30 minutos. O produto 89 foi obtido na forma de um

6leo, com um rendimento de 95%, sem qualquer purificagao.

IH RMN (300 MHz, CDCly): 1,84-1,89 (m, 4H, H-2 e H-3'); 2,73-2,78 (m, 4H, H-1’ e H-4');
3,01 (s, 3H, CHy); 3,12 (t, J=6,9 Hz, 2H, H-1); 3,30 (t, J=7,0 Hz, 2H, H-2) ppm;

3C RMN (75,4 MHz, CDCls); 23,39 (C-2' e C-3'); 41,76 (CHs); 48,81 (C-1); 52,67 (C-2);
53,78 (C-1' e C-4") ppm;

Andlise elementar: C, 47,15; H, 8,33; N, 8,05; S, 18,29. C;H;sNO,S requer C, 47,43; H,
8,53; N, 7,90; S, 18,09%.

2.6.1.7 — Sintese de 1-[2-(metilsulfonil)etil] pipe ridina 90

o 0O
\Y
S

Hae” \CHZCHZ—N )
90
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O tempo de reaccdo foi de 24 h e o residuo obtido (90%) foi purificado por
cromatografia em coluna tipo “flash” (eluente: cloroférmio-metanol 10:1). A segunda
fraccao correspondia ao produto 90 (74%);

'H RMN (300 MHz, CDCl,): 1,42-1,48 (m, 2H, H-3); 1,55-1,62 (m, 4H, H-2’ e H-4"); 2,46 (t
largo, J=4,8 Hz, 4H, H-1' e H-5); 2,84 (t, J=6,3 Hz, 2H, H-1); 3,03 (s, 3H, CH,); 3,16 (t,

J=6,3 Hz, 2H, H-2) ppm;

13C RMN (75,4 MHz, CDCly); 23,87 (C-3"); 25,66 (C-2' e C-4’); 42,26 (CH;); 52,06 (C-2);
52,21 (C-1); 54,24 (C-1’ e C-5") ppm.

2.6.1.8 — Sintese de N-[2-(metilsulfonil)etil]propano-1,3-diamina 91

o\\ //o

S
H3C/ \

CH,CH,NHCH,CH,CH,NH,

91

Ap6s 3 h de agitacdo a TA o residuo foi purificado em coluna (eluente: acetona-

etanol-agua 5:1:0,5) originando o produto 91 com um rendimento de 90%;

max (Nujol) 3381 (N-H); 1304 e 1148 (R-SO,-R) cm™;

'H RMN (300 MHz, CDCly): 1,67 (quint, J=5,7 Hz, 2H, H-2"); 2,63 (t, J=5,7 Hz, 2H, H-1');
2,92 (t aparente, J=6,6/6,0 Hz, 3H, H-1 e NH); 3,01 (s aparente, 5H, CH; e NH,); 3,15 (t,

J=6,3 Hz, 2H, H-2); 3,29 (s largo, 2H, H-3’) ppm;

3C RMN (75,4 MHz, CDCly); 22,24 (C-2'); 42,30 (CH,); 48,01 (C-1); 51,89 (C-1'); 52,64
(C-2); 74,73 (C-3’) ppm.
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2.6.2 — Reaccdes de adicdo a p-aminofenilvinilsulfona 37

2.6.2.1 — Preparacao de p-aminofenilvinilsulfona 37

o 0
a4
" NcH=cH,
2 1
.
HoN
’ 5 37

A uma mistura de sulfato de 2-(p-aminofenilsulfonil)etilo (PAFSES) 82 (0,563 g,
2,0 mmol) e agua (10 mL) adicionou-se Na,CO; so6lido até pH 8. Aqueceu-se a mistura,
em agitacdo, a 50-60°C durante 2 h, sendo o pH controlado por adi¢do de Na,CO3 sdlido.
No final extraiu-se com CH,CI, e a solucdo foi lavada com solugdo aquosa saturada de
NaCl, seca (MgSO,) e evaporada, obtendo-se 0 composto 37 na forma de um sélido

acastanhado com um rendimento de 88%;
'H RMN (300 MHz, CDCl,): 4,22 (s largo, 2H, NH,); 5,91 (d, J=9,6 Hz, 1H, H-1); 6,33 (d,
J=16,5 Hz, 1H, H-1); 6,63 (dd, J=16,5 e 9,9 Hz, 1H, H-2); 6,71 (d, J=8,7 Hz, 2H, H-3' e H-

5; 7,65 (d, J=8,7 Hz, H-2' e H-6") ppm.

2.6.2.2 — Sintese de [2-(4’-aminofenilsulfonil)etil  amino]propano 96

Y
S.2 1 1" o2v 3

~
T CH,CH,NHCH,CH,CH,

O tempo de reaccao foi de 40 minutos. O residuo obtido foi cristalizado de éter

etilico-éter de petréleo originando o produto 96 (71%);

p.f.: 66,3-66,7 °C;

'H RMN (300 MHz, DMSO-de): 0,80 (t, J=7,2 Hz, 3H, H-3"); 1,30 (sext, J=7,2 Hz, 2H, H-
2"); 2,35 (t, J=7,2 Hz, 2H, H-1"); 2,68 (t, J=7,5 Hz, 2H, H-1); 3,19 (t, J=7,5 Hz, 2H, H-2);
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3,31 (s largo, 1H, NH); 6,12 (s, 2H, NH,); 6,63 (d, J=8,7 Hz, 2H, H-3' e H-5"); 7,45 (d,
J=9,0 Hz, 2H, H-2" e H-6’) ppm;

3C RMN (75,4 MHz, DMSO-dg): 11,69 (C-3"); 22,54 (C-2"); 43,14 (C-1); 50,66 (C-1");
55,54 (C-2); 112,74 (C-3' e C-5'); 123,78 (C-1'); 129,50 (C-2’ e C-6'); 153,64 (C-4’) ppm;

HRMS (FAB): Calculado para C1;H1gN,0,S (M*+1): 243,1167. Obtido: 243,1168.

2.6.2.3 - Sintese da (2-(4’-aminofenilsulfonil)etilamino)propanodiamina 97

o\\ //o
S

\CHZCHZNHCHZCHZCHZNHZ

H,N

97

A mistura reaccional, constituida por vinilsulfona 37, um ligeiro excesso de amina
(1,2 equiv.) e o catalisador foi agitada durante 10 minutos e o residuo correspondia ao

composto 97, na forma de um 6leo e com rendimento quantitativo;

'H RMN (300 MHz, CDCly): 1,47 (s largo, 2H, 3"-NH,); 1,55-1,65 (m, 2H, H-2"); 2,66 (t,
J=6,9 Hz, 2H, 1"); 2,74 (t, J=6,9 Hz, 2H, H-3"); 2,80 (t, J=6,6 Hz, 1H, NH); 2,99 (t, J=6,6
Hz, 2H, H-1); 3,24 (t, J=6,6 Hz, 2H, H-2); 4,26 (s largo, 2H, NH,); 6,72 (d, J=8,7 Hz, 2H,
H-3' e H-5"); 7,66 (d, J=8,7 Hz, 2H, H-2’ e H-6") ppm;

HRMS (FAB): Calculado para C;;H;9N3;0,S (M*+1): 258,1276. Obtido: 258,1271.

2.6.2.4 — Sintese de 2-[2-(4-aminofenilsulfonil)eti  lamino]etanol 98

(@) (0]
N/

S

CH,CH,NHCH,CH,OH

HoN

98

Ap6s 4 h de reaccao o residuo obtido foi purificado por PLC (eluente: acetato de

etilo-metanol 10:1) originando o produto 98 com um rendimento de 23%;
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'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): 1,58 (quint aparente, J=3,0/3,6/3,6/3,0, 2H, NH e OH);
2,31 (t, J=6,6 Hz, 4H, H-1 e H-1"); 2,58 (t, J=7,5 Hz, 2H, H-2); 3,25 (t, J=7,5 Hz, 2H, H-
2"); 6,11 (s largo, 2H, NH,); 6,62 (d, J=8,7 Hz, 2H, H-3' e H-5); 7,46 (d, J=9,0 Hz, 2H, H-
2’ e H-6") ppm;

13C RMN (75,4 MHz, DMSO-dg): 48,86 (C-2); 53,17 (C-1 e C-1"); 54,52 (C-2"); 112,64 (C-
3' e C-5); 123,88 (C-1); 129,60 (C-2’ e C-6'); 153,59 (C-4) ppm;

HRMS (FAB): Calculado para CygH1N,05S (M*+1): 245,0960. Obtido: 245,0965.

2.6.2.5 — Sintese de 4-[2-(ciclo-hexilamino)etilsul ~ fonillbenzenamina 99

2" 3"
~ 1
CH,CH,NH :
6" 5"

99

A mistura reaccional constituida por vinilsulfona 37 e ciclo-hexilamina, na
proporcao de 1:2, em CH,CI, (3,5 mL) foi agitada durante 15 h a TA originando o produto

99 sem qualquer purificagdo com um rendimento de 95%;

p.f.: 131,0-131,4°C;

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): 0,88-1,22 (m, 5H, H-2”, H-3", H-4”, H5” e H-6");1,46-1,70
(m, 5H, H-2", H-3”, H-4", H5” e H-6"); 2,22-2,28 (m, 1H, H-1"); 2,71 (t, J=7,2 Hz, 2H, H-
1); 3,17 (t, J=7,2 Hz, 2H, H-2); 3,30 (s largo, 1H, NH); 6,13 (s, 2H, NH,); 6,63 (d, J=8,7
Hz, 2H, H-3' e H-5’); 7,45 (d, J=9,0 Hz, 2H, H-2' e H-6’) ppm;

13C RMN (75,4 MHz, DMSO-dg): 24,26, 25,78 e 32,74 (C-3", C-5”, C-4”, C-2" e C-6");
40,23 (C-1); 55,34 (C-1"); 55,85 (C-2); 112,73 (C-3' e C-5); 123,74 (C-1’); 129,53 (C-2' e

C-6’); 153,65 (C-4’) ppm;

HRMS (FAB): Calculado para Cy4H»,N,0,S (M*+1): 283,1480. Obtido: 283,1484.
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2.6.2.6 — Sintese de 4-[2-(pirrolidin-1-il)etilsulf  onillbenzenamina 100

o\\S //o
\CHZCHZ—NO

H2N 100

A mistura reaccional foi agitada durante 30 minutos, em CH,Cl, (2,5 mL), tendo-se

obtido o produto 100, sem qualquer purificagdo, com um rendimento de 87%;

p.f.: 149-150°C;

'H RMN (300 MHz, CDCly): 1,73-1,77 (m, 4H, H-2" e H-3"); 2,48-2,52 (m, 4H, H-1" e H-
4™M); 2,88 (t, J=7,4 Hz, 2H, H-1); 3,32 (t, J=7,8 Hz, 2H, H-2); 4,30 (s largo, 2H, NH,); 6,69

(d, J=8,7 Hz, 2H, H-3' e H-5"); 7,64 (d, J=8,7 Hz, 2H, H-2’ e H-6") ppm;

13C RMN (75,4 MHz, CDCly): 23,41 (C-2” e C-3"); 49,08 (C-1); 53,82 (C-1" e C-4"); 55,33
(C-2): 113,98 (C-3' e C-5'); 127,00 (C-1’); 130,08 (C-2' e C-6'); 151,50 (C-4’) ppm;

HRMS (FAB): Calculado para C1,H1gN,0,S (M*+1): 255,1167. Obtido: 255,1169;

Andlise elementar: C, 56,05; H, 7,09; N, 10,91; S, 12,30. C4,H:5N,0,S requer C, 56,67; H,
7,13: N, 11,01; S, 12,61%.

2.6.2.7 — Sintese de 4-[2-(piperidin-1-il)etilsulfo  nillbenzenamina 101

o O
\\S// :
\CH2CH2_N

101

O tempo de reaccao foi de 2 h. O residuo foi purificado por cromatografia em
coluna tipo “flash” (eluente: acetato de etilo-metanol 10:1 a 9:1) e cristalizado de

diclorometano-éter de petroleo originando o produto 101 (34%);
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p.f. 120,6-121,1°C;

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): 1,29 (t aparente, J=4,5/3,6 Hz, 2H, H-3"); 1,37 (q
aparente, J=4,8/5,1/4,8 Hz, 4H, H-2" e H-4"); 2,18-2,22 (m, 4H, H-1" e H-5"); 2,44-2,50
(m, 2H, H-1); 3,24 (t, J=7,5 Hz, 2H, H-2); 6,10 (s largo, 2H, NH,); 6,62 (d, J=9,0 Hz, 2H,
H-3' e H-5'); 7,46 (d, J=8,7 Hz, 2H, H-2’ e H-6’) ppm;

13C RMN (75,4 MHz, DMSO-dq): 23,74 (C-3"); 25,32 (C-2” e C-4"); 51,96 (C-1); 52,91 (C-
2); 53,50 (C-1” e C-5"); 112,61 (C-3' e C-5); 124,08 (C-1'); 129,60 (C-2' e C-6'); 153,54
(C-4") ppm;

HRMS (FAB): Calculado para Ci3H»0N,0,S (M*+1): 269,1324. Obtido: 269,1321.

2.6.2.8 — Sintese de 4-[2-(dietilamino)etilsulfonil  ]Jbenzenamina 102

O O
\ 7/ CH,CHg,
S
\CHZCHZN
CH,CHs
HoN
102

A mistura reaccional formada por vinilsulfona 37, dietlamina (2 equiv.) e
Amberlyst-15 foi agitada a TA durante 5 h, tendo-se obtido o composto 102 na forma pura

com um rendimento quantitativo;

p.f.: 51,2-52,0°C;

'H RMN (300 MHz, CDCly): 0,97 (t, J=7,2 Hz, 6H, H-2"); 2,46 (q, J=7,2 Hz, 4H, H-1");
2,86-2,92 (m, 2H, H-1); 3,17-3,22 (m, 2H, H-2); 4,26 (s largo, 2H, NH,); 6,70 (d, J=8,4 Hz,

2H, H-3' e H-5’); 7,64 (d, J=9,0 Hz, 2H, H-2’ e H-6’) ppm;

13C RMN (75,4 MHz, CDCly); 11,74 (C-2"); 45,74 (C-1); 46,81 (C-1"); 53,20 (C-2); 114,02
(C-3' e C-5'); 127,24 (C-1'); 129,98 (C-2’ e C-6’); 151,41 (C-4’) ppm;

HRMS (FAB): Calculado para C;,H»N,0,S (M*+1): 257,1324. Obtido: 257,1330.

Universidade do Minho 131



Parte Experimental

2.6.2.9 - Sintese da [2-(4’-aminofenilsulfonil)etii  amino]- N-metilpropargilamina 103

AV

S
/©/ \CHZCH2N<
o 103 CH,C=CH

A mistura reaccional formada por vinilsulfona 37 e N-metilpropargilamina, em

guantidades equimolares, foi agitada & TA durante 10 h. O residuo foi purificado por
cromatografia em coluna tipo “flash” usando como eluente acetato de etilo-éter etilico 1:2.
O produto 103 foi obtido com um rendimento de 57%;

pf.: 76,8-77,4°C;

Vmax (NUjol): 3210 (EC-H); 1907 (C=C); 1290 e 1130 (R-SO,-R) cm™™;

'H RMN (300 MHz, CDCly): 2,21 (t, J=2,1 Hz, 1H, H-3"); 2,26 (s, 3H, CHs); 2,83 (t, J=7,8
Hz, 2H, H-1); 3,23 (t, J=7,8 Hz, 2H, H-2); 3,28 (d, J=2,1 Hz, 2H, H-1"); 4,23 (s largo, 2H,
NH,); 6,70 (d, J=8,7 Hz, 2H, H-3' e H-5"); 7,65 (d, J=9,0 Hz, 2H, H-2' e H-6') ppm;

3C RMN (75,4 MHz, CDCly); 41,36 (CHs); 45,43 (C-1"); 48,98 (C-1); 54,44 (C-2); 73,80
(C-3"); 77,58 (C-2"); 113,98 (C-3' e C-5'); 127,08 (C-1’); 130,08 (C-2’ e C-6"); 151,47 (C-
4’) ppm;

HRMS (FAB): Calculado para C;,H;7N,0,S (M*+1): 253,1011. Obtido: 253,1014;

Analise elementar: C, 56,91; H, 6,35; N, 10,80; S, 12,30. C;,H;6N,0,S requer C, 57,12; H,
6,39; N, 11,10; S, 12,71.
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ANEXOS




Dados de "H-RMN para os compostos 43-47

NO R T 2 & 3 5 6a &b 2 6" 3’ 5 4 5 6 8 9 7 NH | OAc | OCH | CH.
3
OAc
5,11 ou 545 | 395 | 415 | 440 8,50 7,98 7,92 865 | 716 | 2,07
o 5,48 t ddd dd dd d 7,62- 7,82
43 | Ao NH._ 515 t d dd dd d | 208
AcOr
t t m 2,09
OAc 2’11
OH
4,98- 3,13 - dt 338 | 3,19- | 343 | 3,69 8,42 8,21 7,72 7,92 856 | 9,07
o 5,04 ou dt 323 | 349 8,08 dt
4 | o NH—_ m 3,27 ddd dd dd ou s dlargo | d
HO dt m m dd
OH 7,77
dt
o) H
45 )J\/,L 701 367 | 4,06
H,GO ~ 8,15 8,42 8,07 7,69-7,79 855 | 919 d
d d s s
dd m dd t
OAc
éé/ 815 | 815 8,42 8,08 7,68 — 7,80 7,92 8,55
. n P d d 9,05 3,97
46 e onc Y\”“ ou ou d d m s d d
o H largo largo t
8,20 | 8,20
d
OAc
5,34 5,02 5,34 5,10 3,90 4,12 4,31 8,00 8,38 7,82 7,60-7,70 8,53 7,30 2,01
Q H t t t t ddd 4 EI.Q dd d d d " d antlid 2,03
47 R0 N - " o 2,07
OAc | CH,Gly 7,51 2,09
] H m d S
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Dados de *H-RMN para os compostos 49-53

Composto
oc Gly OH Gly
1 2’ 3 4 5 6'a 6'b 4 5 6 7 8 NH Hs 6'OH OAc CH2 NH
Ne° R
OAc OAc
5,50 5,17 5,36 5,17 3,90 414 4,30 8,90 7,68-7,73 7,38-7,44 9,31
2,01,
O
49 NH t qap t tap ddd dd dd s m m d 2,04,
AQS ~ 2,05,
OAc 2,Slo
OH
4,97 3,10- 3,10 3,10- 3,10 3,40- 3,66 8,92 7,77 7,43-7,53 8,01 9,04 457
50 3,16 3,29 3,16 3,29 3,46
o Q tap ddd s ddd m dd d t
2o NH—_ m m m m m
OH
(o] H
| 7,67 737- | 767- | 7,37 3,81 4,27
51 N 8,92 772 7,44 7,72 7.44 9,26
H3CO s d
S m m m m S
largo
o] H
| 4,05
52 N 8,90 7,99 7,44 7,75 751 128 | 903
HooC d
s dd t dt d s t
largo
OAc OAc
o Qo 5,30 4,90 5,24 4,90 5,05 4,08- 4,30 8,91 7,44 7,71 7,40 7,01 1,99, 414 9,26
53 ‘Aco NY\N/ 4,15 2,03,
onc \ t t t t t dd s d t d d 2,09 d t
o H m
S
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Dados de "H-RMN para 0s compostos 67-70

N o o o
=N\ I I Il
N C—NH—CH—=C—N—CH—C—N
~ 7/ | |
N
O H CH,

s , , . . . " NH BPro yPro SPro Gly BPhe aPro aPhe Phe g
1 6'a 6'b 2 6 3 5 4 5 6 8 9 7 Gly CH, CH, CH, CH, CH, CcH CcH NH ArH CHs
1,77-2,18 3,52- 3,81- 2,75- 4,65- 7,16-
8,13 8,42 8,54 7,76 7,93 8,09 885 3,71 4,02 3.01 420 4,78 8,42 7,34 1,38
m
S
-O-C(CH3)3 d dap d t s d t m m m dd m dap m
2,77-
3,45- 3,88 Zgg
8,13 8,41 8,56 7,76 7,92 8,08 8,86 1,82-2,17 . 4,27 4,72 7,17-
-OH 3,71 8,37
dAB 299 d 7,31
d d d dt s d t m m q ! ddap qap m
dd
8,40 OAc
5,29 3,03 191
’ 4,24 7,70 7,85 ! 4,45
4,08 8,00 8,40 8,56 7,63 8,65 1,93-2,18 335 1 405 424 dap | 722- | 199
t 3,42 dd 4,33 7,34 2,02
ou - S dd m 4,25 o 4,49 NH 507
531 dd 4}:3 d dap dd dt t m m 318 m m ami m Ys
t dd 7,40
d
2,79
OH 7,69 3,45 dd 717
471 | 345 ddap | 387 -
! ! 3,64 8,13 8,41 8,55 _ 7,92 8,08 8,86 1,67-2,04 e ! e 4,38 4,71 8,41 732
Q 3,64 !
tap dd 7,79 ' dq
Hao NH\ ap ddap d dap d m s d t m a AB 301 dd tap dap m
OH ap +NH
dd
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Dados de 'H-RMN para os compostos 65, 71-74

o C—R
R
C.
H CH,
O o
1 2 3 4 5" 6a’ 6b’ 4 5 7 6 8 Gly BPro yPro SPro Gly BPhe aPro aPhe Phe ArH CHs OAc
Composto NH CH2 | CH2 | CH2 | CH2 | CH2 | CH CH NH
7,18- 1,76-
7,33 1,98 1,76- 3,45-3,65 2,75 4,18 4,68 8,23 7,18-
m 1,98 7,33 1,50
m m m dd dd ddd d m
65 Z-Gly-Phe-Pro-OBuU' e o s
2,07- 2,96
2,17 dd
m
N° R
8,90 7,70 7,40 7,43 9,22 1,90-2,20 3,34- 4,09 2,98 4,41 5,01 6,73 7,22- 1,48
3,40 7,30
s tap t d t m m t dd dd dd d s
71 -O-C(CHa)s e m
e
3,64-
3,73 3,18
m dd
2,76
8,97 7,70 7,40 7,44 10,04 1,98 dd 4,29- 3,04 4,29- 5,15 8,77 7,21-
_ dtap 1,83 4,38 4,38 7,30
72 OH s tap t d t e d dd d
e dgAB m m m
2,20 3,48
dtap dd
4,13
5,28 5,09 5,28 4,92 3,82 4,09d 4,32 8,90 7,70 7,36-7,42 9,31 1,90-2,07 3,25- 3,00 4,42 4,99- 7,20-7,32 1,90,
t d 3,32 t dd 5,04 1,98,
t t ou t ddd dd s tap m t m m e tdd 2,03,
73 ou e m m 2,07
529t 5,29 3,67- 3,13
3,75 e NH amida s
t dd e NH Phe
m
3,94 2,76
OH 4,64 3,05 3,18 3,05-3,12 3,61 8,88 7,99 7,75 7,44 7,50 8,98 1,82-2,04 e 4,36 4,64 8,54 7,16
- - - 3,46- dq dd -
o 4,74 3,12 dd m 3,41 3,69 s dd t t d t m 3,51 AB e t 4,74 d -
74 o 301 | largo 7,31
NH m m dd m NH m m
HO ™~ amida 3,61- dd m
OH 8,28 3,69
tap m
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Dados de *H-RMN para os compostos 84-91

1 2 1 2 3 4 5 6’ CHs NH OH
0, (o]
N/ 3,10-3,17 0,90
& ! ! 2,57 1,48 ! 2,99 1,81
ch/ \CHQCHZNHCHQCHZCHg
2 1T m t
84 t sext s s largo
\/ 3,01
s 3,20 2,82 3,68 1,85
ch/ \CHZCHZNHCHZCHZOH s
85 sap t t s largo
o\\//o 3,15 1,19-1,30 1,05 1,12 1,05 1,19-130
S m dgAB dt dgAB m 1,57
HQC/ \CH2CH2NHO Sap 2,3-4 e e e e e 3,20
1,85-1,89 1,70-1,74 1,59-1,62 1,70-1,74 1,85-1,89 s largo
86 m m m m m
O\/O
\S/ /CHzCHs 2,95 3,11 2,54 1,03 3,00
H3C/ \CHZCHZN
CHCH, t t q t S
87
0, (o]
\/
/\s/\ Chy 2,95 3,13 3,37 2,21 2,99 CHs;-N
H3C CH,CHN,
s 2CH t 2,34
88 CH,C=CH t t d S s
o O
\/ .
H3C/S\CH2CH2—NG 312 3,30 2,73-2,78 1.84-1,89 2,73-2,78 3,01
89 t t m m m s
o\\s//o
e CHacH,—N > 2,84 3,16 2,46 1,55-1,62 1,42-1,48 1,55-1,62 2,46 3,03
90 t t tlar
go m m m tlargo s
0, (o]
\V4 CHs e NH,
2,92 3,15 2,63 1,67 3,29 2,92
HgC/S\CHQCHQNHCHQCHQCHQNHQ 3101
o1 tap t t quint s largo s tap
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Dados de **C-RMN para os compostos 84-91

c1 c2 cr c2 c3 ca cs ce CHs
0, o
\\S// 4305 | 5462 | 5132 | 2287 | 1159 42,02
H3C/ \CHZCHQNHCHZCHZCHg
2 1 1 2 3
84
0, (o]
\\S// 4269 | 5475 | 5083 | 6098 42,06
Hac/ \CHZCHQNHCHZCHZOH
85
W 4024 | 5536 | 5647 | 3336 | 2481 | 2595 | 2481 | 3336 | 42,23
S.
Hae” \CHZCHZNHO
86
o\\//o 46,66 52,41 46,65 11,44 42,26
CH,CH;
S.
H3C/ \CHZCHZN/
CH,CHs
87
0, o
\\s// CHy 49,27 52,66 45,58 73,89 77,47 42,09
PN
HyC CH,CH,N e
_ 41,32 N
8 CH,C==CH
(o) (o]
W/ 4881 | 5267 | 5378 23,39 53,78 41,76
e \CHZCHZ—NG
89
O, o
\/
S 52,21 52,06 54,24 25,66 23,87 25,66 54,24 42,26
H3C CHpaCH;—N >
90
O, o)
/\\//\ 4801 | 5264 | 518 | 2224 | 7473 42,30
HaC ‘CH,CHZNHCH,CH,CHoNH,
91
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Dados de 'H-RMN para os compostos 37, 96-103

1 2 2 6 s 3 5 1 2 3 5 4 NH NH, CH, OH NH,
O, o)
\\S//
cH=cH, 5’21 663 7,65 6,71 4,22
. 6,5,3 dd d d s largo
37
\\//
™ CH,CHNHCH,CH,CH, 2,68 3,19 7,45 6,63 2,35 1,30 0,80 331 6,12
HoN t t d d t sext t s largo s
96
O, o)
\\//
T CHICHNHCH,CHCHNH; 2,99 3,24 7,66 6,72 2,66 Le 2,74 2,80 426 147
t t d d t m t t s largo s largo
\\// 1,58
S CH,CHANHCH,CH,OH 231 2,58 7,46 6,62 2,31 305 quint 6,11 1,58
't ap quint
t t d d t s largo ap
B \\// 2 & 09, 0,88-1,22 m
¥ - CHZCHzNH . 271 3,17 7,45 6,63 9 i 3,30 6,13
HNTE 6 5 t t d d m m s largo s
\\// 2,48-
/O/ CHQCHQ— 2,88 332 7,64 6,69 22‘;82 11773; 11773; 252 430
t t d d m m m m s largo
\\//
CH,CH,— 2,44- 2,18- 2,18-
/O/ 2CHy 1S 3,24 7,46 6,62 222 1,37 1,20 2,22 1,37 6,10
m t d d m qap tap m qap s largo
\\// Csz
/O/ CHZCHZN 22"%62' 3;1272 7,64 6,70 2,46 0,97 426
CQH5 m m S
d d a t largo
O\\//O
S s 2,83 3,23 7,65 6,70 3,28 2,21 423 2,26
CH;CHZN |
S
/©/ CHQC—CH t t d d d t argo s
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Dados de *C-RMN para os compostos 96, 98-103

C-1 C-2 C-I Cc-2 C-6’ c-4 C-3 C-5 Cc-1 Cc-2” C-6” Cc-4” C-3” C-5” CHs
\\//
/©/ CH,CHNHCH,CH,CH; 43,14 | 55,54 | 123,78 129,50 153,64 112,74 50,66 | 22,54 11,69
\\//
/O/ CH,CH NHCH,CH,0H 53,17 | 48,86 | 123,88 129,60 153,59 112,64 53,17 | 54,52
\\// 40,23 | 55,85 | 123,74 129,53 153,65 112,73 55,34 32,74
IO s
24,26
\\S//
/O/\CHZCHQ—O 49,08 | 55,33 | 127,00 130,08 151,50 113,98 53,82 | 23,41 53,82 | 23,41
HoN
\\//
/O/ CH,CH,— ) 51,96 | 52,91 | 124,08 129,60 153,54 112,61 53,50 | 25,32 25,32 | 23,74 | 53,50
101
\\// Csz
/O/ CHZCHZN 45,74 | 53,20 | 127,24 129,98 151,41 114,02 46,81 | 11,74
c2H5
o 0
\\s//\ 48,98 | 54,44 | 127,08 130,08 151,47 113,98 45,43 | 77,58 73,80 41,36
CHZCHZN
/O/ CHZC_CH
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