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RESUMO / ABSTRACT






O aumento da esperan¢ca média de vida € um fator determinante no surgimento
de doencas neurodegenerativas (DNs), como por exemplo Doenca de Alzheimer (DA)
e Doenca de Parkinson (DP), uma vez que se trata de doeng¢as com maior incidéncia a
partir dos 60 anos.

Estas doencas representam um impacto socio-econdmico hos paises
desenvolvidos ou em vias de desenvolvimento, sendo que a abordagem terapéutica
para estas DNs €, contudo, limitada.

O acido glicil-L-prolil-L-glutdmico (GPE) é um tripéptido endégeno com potencial
terapéutico em condicbes neurodegenerativas como a DA e a DP, tendo sido
patenteado pela farmacéutica Neuren sob a designacéo de Glypromate®. Todavia, este
neuropéptido nao foi aprovado como agente terapéutico devido a sua rapida degradacao
enzimatica frente a carboxipeptidases.

Tendo em conta o potencial terapéutico do GPE e as suas propriedades
farmacocinéticas desfavoraveis, tém sido feitas modificagBes estruturais ao nivel dos
trés aminoacidos que compdem este neuropéptido. Relativamente a conjugacao do
GPE com outras biomoléculas estd descrito até ao momento na literatura apenas um
conjugado com o acido lipéico, com resultados promissores. Desta forma, este trabalho
pretendeu dar um contributo ao desenvolvimento de novos potenciais farmacos através
da conjugacao do GPE com aminas lipofilicas bioativas com atividade neuroprotetora
per se, com intuito de promover um possivel sinergismo ao nivel da neuroprotecgao,
com consequente aumento da lipofilicidade deste tripéptido.

Assim, este projeto compreende a sintese e avaliagéo bioldgica de conjugados do
GPE com o aminoindano (a), amantadina (b) e memantina (c), sendo estas duas ultimas
usadas presentemente na pratica clinica. Relativamente a sintese, esta iniciou-se pela
funcionalizag&o dos glutamatos (através dos acidos carboxilicos, tanto na cadeia lateral
como na posicao o) via acoplamento peptidico com as aminas neuroprotetoras (a,b e
c). De seguida, os restantes aminoacidos da sequéncia do GPE (glicina e prolina) sédo
introduzidos através de uma metodologia quimioseletiva de condensacao peptidica one-
pot previamente desenvolvida pelo grupo de investigacdo. Por fim, a amina livre da
glicina é mascarada inserindo dois grupos metilo via aminacao redutiva. Desta forma,
foram preparados 12 conjugados finais com rendimentos globais entre os 25 — 63%.

Relativamente aos ensaios biol6gicos de neuroproteccao in vitro, usando células
CAD e H;0O, como agente neurotéxico, estes foram realizados para os conjugados do
GPE-aminoindano e respetivos controlos, tendo-se verificado que o conjugado C-4a é
um candidato promissor uma vez que potenciou a viabilidade celular em 26% (MTT) em
condicdes de stress oxidativo. Presentemente, encontram-se a decorrer 0s ensaios de

neuroprotecgdo para as restantes familias de conjugados preparados neste trabalho.






The increase in the average life expectancy is a determining factor in the
development of neurodegenerative diseases (NDs), such as Alzheimer's Disease (AD)
and Parkinson's Disease (PD), since they constitute the higher incidence diseases
beyond the sixties.

These diseases represent a socio-economic impact in developed or developing
countries. However, the therapeutic approach for these NDs, is limited.

Glycyl-L-prolyl-L-glutamic acid (GPE) is an endogenous tripeptide with therapeutic
potential for neurodegenerative conditions such as AD and PD, that has been patented
by the pharmaceutical company Neuren under the name Glypromate®. Nonetheless, this
neuropeptide was not approved as a therapeutic agent because of its rapid enzymatic
degradation by carboxypeptidases.

Considering the therapeutic potential of GPE and its unfavorable pharmacokinetic
properties, structural modifications have been made at the level of the three amino acids
that constitute this neuropeptide. Regarding the conjugation of the GPE with other
biomolecules, only one conjugate with lipoic acid has been described so far in the
literature, with promising results. In this way, this work aimed to contribute to the
development of new potential drugs by the conjugation of GPE with bioactive lipophilic
amines with neuroprotective activity per se, to promote a possible synergism regarding
the neuroprotection, with consequent increase in the lipophilicity of this tripeptide.

Thus, this project comprised the synthesis and the biological evaluation of GPE
conjugates with aminoindane (a), amantadine (b) and memantine (c), the latter two being
currently used in clinical practice. Regarding the synthesis, it was initiated by the
functionalization of glutamates (via the carboxylic acids in both the side chain and the -
position) by peptide coupling with the neuroprotective amines (a, b and c). Subsequently,
the remaining amino acids of the GPE sequence (glycine and proline) were introduced
through a chemoselective peptide condensation using a one-pot methodology previously
developed by the research group. Finally, the free glycine amine is masked by
introducing two methyl groups by reductive amination. In this way, 12 final conjugates
were prepared with overall yields between 25 — 63%.

Regarding biological assays in vitro of neuroprotection using CAD cells and H,O>
as the neurotoxic agent, they were performed for the GPE-aminoindane conjugates and
their controls, the C-4a conjugate was found to be a promising candidate since it
potentiated the cellular viability in 26% (MTT) under conditions of oxidative stress. At
present, neuroprotection assays are ongoing for the remaining conjugate families primed

in this work.






Aminas bioativas, Conjugados, Doenca de Alzheimer, Doencas neurodegenerativas,
Doenca de Parkinson, Glypromate®, GPE, Neuroproteccdo, Sinergismo, Sintese
Organica, Sintese Peptidica em Solugéo, Quimica Medicinal.

Alzheimer's Disease, Bioactive Amines, Conjugates, Glypromate®, GPE, Medicinal
Chemistry, Neurodegenerative Diseases, Neuroprotection, Organic Synthesis,
Parkinson's Disease, Peptide Solution Synthesis, Synergism.
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Os neurdnios sdo as unidades basicas do sistema nervoso capazes de responder
perante a estimulos provenientes do meio em que se encontram.

Estas unidades podem ser classificadas consoante a sua funcédo ou de acordo
com o numero de processos que se estendem no corpo celular, sendo que, a maior
parte se encontra principalmente na substéncia cinzenta do Sistema Nervoso Central
(SNC), tendo diversas fungdes, tais como sintese de proteinas, manutencdo da
homeostasia da célula e ainda, analise, integracdo e armazenamento de informacgdes.

Os neurdnios sao constituidos por trés partes: corpo celular, dendrites e axénio

(Figura 1.1.), sendo os dois Ultimos comummente referidos como nervos fibrilares.*

Nucleo

)
o Corpo celular

SR AXxonio

Mielina
Axonio
terminal

Figura 1.1. Estrutura de um neurénio.*

As dendrites séo projecdes citoplasmaticas ramificadas do corpo celular, que tém
como funcdes: receber as informacbes e posteriormente direcionar as mesmas para o
corpo celular. Os axénios sao também uma parte importante envolvida na transmissao
da informacdo, sendo que estes se encontram cercados pela substancia branca
(constituida por mielina), que tem a funcdo de revestir o axdnio, tornando assim a
conducéo do impulso mais eficiente.

A informacgéo transmitida ao SNC (via neurdnios sensoriais) €, posteriormente
processada e comunicada através dos neurdnios motores, sendo que esta informacgéo
pode ser conduzida através de meios elétricos ou quimicos. Os impulsos elétricos,
também denominados por potencial de acdo, ocorrem devido ao movimento de ides

através das membranas dos neurénios. Havendo diferengas na carga elétrica
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(provocadas pela distribuicdo desigual dos ides de K™ e de ibes de Na*) existente em
ambos os lados da membrana celular, cria-se uma diferenca de potencial. Quando a
carga no interior da membrana €& negativa (causada, principalmente pela
impermeabilidade perante iGes de Na*, e pela passagem condicionada de ides de K*
pelos seus canais proprios para o exterior), a diferenca de cargas faz com que a
membrana fique polarizada sendo este processo denominado por potencial de repouso.
Quando esta membrana polarizada sofre um estimulo forte, ocorre a sua
despolarizacdo, iniciando-se assim o impulso elétrico. Este impulso é conduzido ao
longo do comprimento do axoénio, tornando-se a parte anterior do axénio repolarizada,
restaurando assim o potencial de repouso.

Os nodos de Ranvier sdo essenciais para acelerar a conducgdo do impulso, uma
vez que quando o impulso se encontra na substancia branca dos axénios é
posteriormente conduzido de um nodo para outro através do fluido celular.

Estes impulsos sao transmitidos através de um fendmeno denominado por
sinapse (Figura 1.2.). As sinapses (quimicas) sdo jun¢gbes em que 0S neuronios,
denominados por pré-sinapticos (podendo ser também uma célula ou 6rgdo efetor,
como um musculo ou glandula) libertam um neurotransmissor quimico, que ira conduzir

0s sinais para outros neurénios, denominados por pos-sinapticos.

arborizacao terminal

Neurdnio
pré-sinaptico

dendrites

vesiculas contendo

neurotransmissores A Neurdnio

pos-sinaptico

Figura 1.2. Representacgéo simplificada de uma sinapse (figura realizada no programa ChemDraw).

Alguns exemplos de neurotransmissores sao a acetilcolina (ACh), dopamina,
glicina (Gly), histamina, glutamato (Glu), serotonina, &acido y-aminobutirico
(conhecido por GABA), sendo que existem mais de 200 neurotransmissores. E de notar

gue muitos neurotransmissores sdo aminodcidos naturais ou seus derivados.
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E importante que 0s niveis dos neurotransmissores estejam estaveis, pois se
estes niveis se encontrarem alterados, podem desencadear processos de apoptose e
neurodegenerativos, originando diversas doencas neurodegenerativas como por
exemplo, a Doenca de Alzheimer, em que se verifica a diminuicdo dos niveis de ACh,®

ou Doenca de Parkinson, em que ocorre uma diminui¢éo dos niveis de dopamina.®

Além destes neurotransmissores existentes no SNC, existem também conjuntos
de axdnios e dendrites agrupados, denominados por nervos. Estes podem ter diversas
fungbBes consoante a zona em que se encontram no SN. Assim, em suma, o SN é
habitualmente dividido em diversas partes uma vez que este possui alguma

complexidade.

O sistema nervoso representa uma rede de comunicacdes do organismo, tendo
como principal funcdo a coordenacdao das acdes (voluntarias e involuntarias) ao
transmitir sinais entre as diferentes partes do organismo. Este sistema encontra-se
dividido em duas partes: o SNC e o Sistema Nervoso Periférico (SNP), como
representado no Esquema 1.1.. O primeiro é formado pelo cérebro e medula espinal,
enquanto que o Ultimo é constituido por todos os nervos fora do SNC, sendo estes

essencialmente 0s nervos sensoriais e motores.
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Cérebro e medula espinal Nervos sensoriais Nervos motores
(aferentes) (eferentes)
Nervos somaticos Nervos

autonémicos

Nervos simpaticos Nervos parasimpaticos

Esquema 1.1. Representacdo dos niveis de organizagdo do sistema nervoso.!

O SNC é responsével pela rececdo e transmisséo de informacdes para todo o
organismo. O cértex cerebral, um dos constituintes deste sistema, pode ser divido em
qguatro partes principais: cérebro, diencéfalo (constituido pelo talamo e hipotalamo),
cerebelo e tronco cerebral, sendo que este Ultimo também é comummente dividido em

mesencéfalo, ponte e bolbo raquidiano (Figura 1.3.).

Cérebro Diencéfalo:
- Talamo
\ - Hipotalamo

/

- Tronco cerebral:

- Mesencéfalo
Cerebelo — ——__ - Ponte
- Bolbo raquidiano
Posterior i
Medula Anterior
espinal

Figura 1.3. Organizagdo do SNC.?
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A substancia cinzenta encontra-se localizada no cérebro, sendo esta designada
desta forma devido a coloracdo dos corpos celulares dos neurdnios e células da glia,
contendo também prolongamentos de outros neurdénios. A substancia branca também
se localiza no cérebro, tendo esta designagio devido a presenca de mielina. E feita
ainda a divisdo da parte constituinte da superficie do cérebro, denominando-se esta por
cortex cerebral, sendo este dividido em dois hemisférios (esquerdo e direito) e cada
hemisfério dividido em lobos, em que cada lobo contém fun¢des especificas.

O télamo (que constitui cerca de 80% do diencéfalo) é uma area de massa
cinzenta associada a transmissdo da maioria dos impulsos sensoriais (com a excecao
do olfato) para o cértex cerebral. Por outro lado, o hipotalamo funciona como recetor
da informacao transmitida pelos nervos sensaoriais relativos ao estado corporal, fazendo
assim a homeostasia, como por exemplo, da temperatura corporal.

O cerebelo é outro constituinte do cérebro, tendo como fun¢cao a manutencao da
postura e equilibrio, sendo assim essencial para a locomocao.

Por outro lado, o tronco cerebral é constituido pelo mesencéfalo, ponte e bolbo
raquidiano. O mesencéfalo contém varios centros de reflexo como o controlo do
movimento dos olhos e da cabeca em resposta a estimulos visuais. Este é ainda um
local de retransmisséo para recetores de audigdo que passam do ouvido para o talamo.
A ponte também atua como local de retransmissao, entre o cérebro e o cerebelo, de
informagfes associadas a sinais relacionados com o movimento voluntario. O bolbo
raguidiano esta associado a varios sistemas como ao sistema respiratério e sistema
cardiovascular. Este constitui um local no qual as vias nervosas se cruzam para o lado
oposto, da mesma maneira que o hemisfério cerebral esquerdo controla 0 movimento
do lado direito e o hemisfério cerebral direito controla 0 movimento do lado esquerdo.

Por fim, a medula espinal é uma estrutura que se inicia no final do tronco cerebral
e se estende até ao fim da coluna vertebral. Esta funciona como transportadora de
informacdes sensoriais em forma de impulsos nervosos para o cérebro e de respostas
motoras.

Uma vez que o sistema nervoso central € constituido por diversas divisdes
sensiveis, estas necessitam de alguma protecédo que é dada pelas meninges, liquido
cefalorraquidiano (LCR), células gliais, e também pelos ossos, tecido adiposo, tecido

subcutaneo, pele e cabelo.
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O SNP ¢é constituido pelos nervos sensoriais e pelos nervos motores, também
sendo comummente designados por nervos aferentes e eferentes, respetivamente
(Esquema 1.1., seccédo 1.1.2.).

Os nervos sensoriais tém como fungdo o transporte de informacdo para o
cérebro e medula espinal a partir de recetores somaticos que se encontram por todo o
corpo. Essa informacdo é posteriormente transmitida do cérebro para os 6rgaos ou
tecidos efetores, como por exemplo, para o musculo esquelético, através dos nervos
motores.

Relativamente aos nervos motores, estes podem ser divididos em nervos
somaticos e nervos autondmicos, sendo que os primeiros estdo relacionados com o
movimento voluntario do musculo esquelético, enquanto que os segundos estdo
envolvidos na regulacdo da temperatura, frequéncia cardiaca, pressédo arterial e
glicémia. Os nervos autonémicos sdo constituidos por dois grupos que se suplementam:
0S nervos simpaticos, que sao predominantes em situacdes de stress (como por
exemplo, situacBes de aumento da frequéncia cardiaca) e nervos parassimpaticos, que
sdo mais comuns em situacdes de repouso (como por exemplo, aumento da atividade

gastrointestinal).

Em suma, e uma vez que 0s cromossomas dos neurénios ndo contém
centrossoma, i.e., ndo podem sofrer mitose, quando ocorre alguma danificacéo cerebral
torna-se impossivel a substituicdo dos mesmos. Deste modo, o bom funcionamento de
todo o sistema nervoso é essencial para que ndo surjam doencas incuraveis, como € o

caso das doencgas neurodegenerativas.

As doencas neurodegenerativas encontram-se inseridas num grupo de distlrbios
cronicos e progressivos, caracterizados pela degeneracao lenta e gradual de neurénios
do SNC, tendo como consequéncia a perturbacdo de funcdes especificas (como por
exemplo, memoria, movimento ou cogni¢cdo) dependendo da regido do SNC que foi
afetada, podendo originar deméncia.’

A deméncia € um termo genérico utilizado para designar um conjunto de doencgas
nas quais ocorre a perda de func¢des cerebrais, estimando-se que, em 2020 existam
48,1 milhdes de pessoas com deméncia no mundo.® De entre as formas mais comuns
de deméncia encontram-se a Doenca de Alzheimer e a Doenc¢a de Parkinson. Estas

doencas podem advir da desregulacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
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provenientes quer de fatores ambientais, quer de fatores enddégenos (como por exemplo
na cadeia de eletrdes mitocondrial). Este stress provoca danos oxidativos em
macrobiomoléculas celulares, estando por isso implicado na patogénese destas

doencas.®

A Doenca de Alzheimer (DA) é o distarbio neurodegenerativo progressivo mais
comum, afetando cerca de 6% da populacdo mundial com mais de 65 anos e com
tendéncia a aumentar com a idade.° Prevé-se que, em 2030, esta doenca seja a quarta
causa de mortalidade na América e a quinta na Europa,!*'? sendo que em Portugal, as
doencas do sistema nervoso encontram-se em sétimo lugar das principais causas de
morte no ano de 2015, apresentando um crescimento na ordem dos 20,5%, desde o
ano de 2010.2

Esta doenca, que foi primeiramente descrita, em 1906, por Alois Alzheimer,*
caracteriza-se pela degeneragcdo e/ou morte dos neurbnios, afetando
consequentemente, o cértex cerebral e o hipocampo. As anomalias que lhe estédo
associadas sdo detetadas inicialmente no tecido cerebral, progredindo a posteriori para
a zona do neocortex.®

Os sintomas relacionados com a DA podem ser divididos em trés grupos:
disfungcdo cognitiva, sintomas psiquiatricos/sintomas nao-cognitivos e dificuldade na
realizacdo de atividades do quotidiano. A disfungéo cognitiva engloba sintomas como a
perda de memodria, dificuldades de linguagem e a falta da habilidade de coordenacao
intelectual. Em relagdo aos sintomas psiquiatricos/sintomas néo-cognitivos encontram-
se associados disturbios comportamentais como depressao, alucinagdes e delirios. Por
fim, os doentes possuem dificuldades na realizacéo de atividades do quotidiano como o

vestir, comer, conduzir, fazer compras, entre outras.®

A causa da DA é ainda desconhecida, no entanto sabe-se quais as alteracdes
patolégicas associadas que provocam o0s sintomas caracteristicos desta doenca ja
mencionados anteriormente (secc¢éo 1.2.1.). Esta doeng¢a encontra-se associada a dois
fatores principais: depdsitos extracelulares da proteina B-amildide (AB) levando a
formacéo de placas senis (PS) e agregacao intracelular da proteina Tau hiperfosforilada

formando emaranhados neurofibrilares (Figura 1.4., A e B respetivamente).*®
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Figura 1.4. Histopatologia da DA: A: Placas S-amil6ide; B: Emaranhados neurofibrilares.?®

A proteina Ap é obtida pela clivagem proteolitica (efetuada por B-secretases) da
proteina precursora de amildide (PPA). A PPA é uma glicoproteina expressa no cérebro
gue possui a funcdo de regulacdo das sinapses e atividade neuronal.6-*7

A AB para além de estar associada & producéo de oxiradicais, sendo assim toxica
para 0s neurdnios e células da glia, uma vez que estes radicais atuam na peroxidagéo
lipidica da membrana celular, também é a principal constituinte das placas senis. Estas
placas ativam as células da glia que estéo envolvidas na neurodegeneracéo.’

Relativamente a proteina Tau, numa célula nervosa saudavel, esta tem a fungéo
de auxiliar a formacéo de estruturas cilindricas denominadas por microtubulos, que sé&o
essenciais na comunicacdo entre os neuronios. Na DA, a proteina Tau encontra-se
hiperfosforilada, conduzindo a formacgéo de estruturas desorganizadas (emaranhados
neurofibrilares) que obstruem os microtubulos, perturbando assim a comunicacao entre

0S neuronios.t’

As estratégias de tratamento da DA consistem principalmente na utilizacao de
inibidores de colinesterase (ChEIl),'’® uma vez que estudos revelaram um défice de
acetilcolina (que é um neurotransmissor importante associado a memaria) no cérebro.
Assim, os inibidores de colinesterase impedem que as enzimas acetilcolinesterase
(AChE) e butirilcolinesterase (BuChE) degradem a acetilcolina, possibilitando uma maior
concentracdo destes neurotransmissores, que por sua vez provoca uma melhor
comunicacgdo entre as células nervosas e deste modo é possivel estabilizar os sintomas
associados a esta doenca.

Existem, atualmente, trés farmacos inibidores de colinesterase aprovados pela
FDA (Food and Drug Administration) e que se encontram também licenciados para

serem utilizados em Portugal: Donepezilo, Rivastigmina e Galantamina.'81®
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O Donepezilo é um derivado de piperidina aprovado para o tratamento da DA nos
seus diversos estadios, que funciona como inibidor reversivel da AChE, contendo este
boas propriedades farmacocinéticas, uma vez que é amplamente absorvido apos a sua
administracdo oral e, além disso, a sua concentragdo maxima € atingida em poucas
horas (3 — 4 horas), tendo um tempo de semivida de, aproximadamente, 70 horas.8 2

A Rivastigmina é um derivado de fenilcarbamato administrado quando a DA se
encontra num estadio de leve a moderado, atuando como inibidor reversivel tanto da
AChE como da BUChE. Uma vez que é o Unico farmaco que atua na inibicdo da BuChE,
pode ser vantajoso, tendo um papel importante aquando da neurodegeneragdo que
ocorre na DA. Além disso, possui uma rapida absorcao, atingindo a sua concentragédo
méaxima em 1 hora quando € administrado via oral (com um tempo de semivida de 1 a
2 horas).'® 20

Por ultimo, a Galantamina € um alcaldide terciario que atua também como inibidor
reversivel da AChE, aprovado para o tratamento da DA num estadio leve a moderado.
Este farmaco tem a vantagem acrescida de se ligar alostericamente a recetores
nicotinicos, aumentando a funcdo colinérgica. Assim como a Rivastigmina, a
Galantamina atinge o seu maximo de concentragdo em 1 hora sendo rapidamente
absorvida quando administrada oralmente, contudo possui um tempo de semivida
superior, de 7 a 8 horas.'® 20

E de realcar que estes inibidores ndo revertem a DA nem impedem o processo de
neurodegeneracdo, apenas retardam os avancos da mesma. Quanto aos efeitos
secundarios, os farmacos referidos sédo habitualmente toleraveis, porém, podem causar

alguns efeitos secundarios como nauseas, vomitos e perdas de apetite.?°

Estudos mais recentes comprovaram a importancia do uso de reguladores da
atividade do neurotransmissor glutamato, uma vez que este € um componente envolvido
no processamento, armazenamento e recuperacdo de informacdo, que atua nos
recetores de N-metil-D-aspartato (NMDA) tendo estes a funcao de regular a quantidade

de célcio numa célula nervosa.®
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A Memantina é um antagonista dos recetores de NMDA, derivada da
Amantadina, um farmaco aprovado para o tratamento da Doenca de Parkinson.?!

NH, NH,
Memantina Amantadina

Este farmaco (Memantina) foi aprovado para o tratamento da DA num estadio
moderado a severo, tendo como funcdo a regulagdo da atividade do glutamato ao
bloquear parcialmente os recetores de NMDA, pois 0 excesso de glutamato estimula de
uma forma excessiva estes recetores, tendo como consequéncia um excesso de calcio
nas células (excitotoxicidade).?*?> A Memantina atinge o seu maximo de concentragdo

apo6s 3 a 8 horas, sendo que o seu tempo de semivida é de 60 a 80 horas.

Uma vez que o mecanismo de acdo deste derivado da Amantadina foi descrito
como sendo complementar dos mecanismos de acdo dos ChEI,? foi aprovado pela
FDA, o0 seu uso em conjunto com o Donepezilo proporcionando assim uma terapia
combinatéria.??

Na tabela seguinte (Tabela 1.1.) encontra-se um resumo dos farmacos que se

encontram atualmente aprovados para o tratamento da DA e algumas das suas

propriedades.
Tabela 1.1. Farmacos aprovados no tratamento da DA até ao presente.'® 2
Memantina
Donepezilo Rivastigmina  Galantamina Memantina 4+
Donepezilo
L . Alcaloide Amino
Piperidina Fenilcarbamato I no
fenantreno adamantina
Aricept® Exelon® Razadyne® = Namenda® = Namzaric®
1996 2000 2001 2002 2014
Todos os Médio a Médio a Moderado Moderado a
estados moderado moderado a severo severo
99 40 90 100
70 1-2 7-8 60— 80
Antagonista
ChEI ChEI ChEl dos
recetores

de NMDA
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A Doenca de Parkinson (DP) esta cada vez mais presente, tendo um grande
impacto a nivel mundial, uma vez que esta se manifesta em 1% da popula¢do mundial
com mais de 65 anos.?* Na Europa, em 2030, prevé-se que o nimero de pessoas com
esta doenca atinja os 2,4 milhdes,?® sendo que em Portugal é também esperado um
aumento devido ao envelhecimento progressivo da populagéo.

A descoberta da DP remota para o ano de 1817, uma vez que foi neste ano que o
médico inglés James Parkinson a descreveu numa das suas monografias como sendo
uma doenca neuroldgica crénica bastante comum, em que ocorre a degeneracao dos
neurdénios dopaminérgicos que se encontram na substancia negra,?® causando assim
uma diminuicdo dos niveis de dopamina, que estdo por base dos sintomas
caracteristicos da DP.

Os sintomas primarios associados a esta doenca sdo: tremores, bradicinesia
(lentiddo de movimento) e instabilidade postural (desequilibrio). Estes sintomas
permitem fazer um diagnéstico preliminar da DP, no entanto, com o evoluir da doenca
podem surgir outro tipo de sintomas como: micrografia (caligrafia pequena), disartria
hipofonia (fala menos compreensivel), postura encurvada, diminuicdo da expressao
facial, mudancas de humor (depresséo, ansiedade), mudangas cognitivas (perdas de

memoria, alucinagdes), incontinéncia, entre outros.

A DP encontra-se associada a perda neuronal na substancia negra (Figura 1.5.)
e a acumulagdo intracelular generalizada de proteina a-sinucleina, apesar de estes

fenémenos ndo serem exclusivos desta doencga.?’

Substancia
negra

500um

Figura .1.5. Substancia negra em: A: cérebro saudavel; B: cérebro com DP.?’
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No inicio da doenga, a perda neuronal é restrita & zona da substancia negra
ventrolateral, perda essa que se vai alastrando com o evoluir da doenca e que é
caracterizada pela despigmentacdo desta zona cerebral (como resultado da morte dos
neurénios dopaminérgicos). Por outro lado, a a-sinucleina, num cérebro saudéavel
desempenha funcdes essenciais na sinapse, sendo que num doente de Parkinson,
ocorre a deposicdo anormal desta proteina, o que leva a formacdo de agregados
denominados por corpos de Lewy (Figura 1.6.) que interferem na eficacia das sinapses,
atingindo primeiramente as &reas do cérebro responsaveis pela memoéria e pelo

movimento.?’

10um

—

Figura 1.6. Corpos de Lewy intracitoplasmaticos.?’

Atualmente, ndo existe cura para a DP, existindo apenas farmacos com a funcéo
de controlar os sintomas de maneira a retardar a sua evolucgéo.

Os farmacos existentes para o tratamento destes sintomas sdo a Levodopa,
Amantadina, e ainda farmacos inseridos nas classes dos agonistas de dopamina,
inibidores da monoamina oxidase B (MAO-B), inibidores da catecol-O-metiltransferase
(COMT) e anticolinérgicos.?”-28

A Levodopa (L-DOPA) é o primeiro farmaco eficaz utilizado no tratamento da DP.
Este € administrado via oral e é absorvida no intestino delgado, sendo que, apds a sua
entrada no cérebro através da BBB, é convertido em dopamina, o neurotransmissor

ativo que se encontra diminuido na DP.?7-28

)

Ho OH

HO N,

L-DOPA

No inicio da DP, a L-DOPA tem um periodo de atividade longo comparativamente
com o efeito que proporciona apés a evolugcdo da doenca que diminui para um tempo

de semivida de 1 hora.?”?® Por este motivo, a L-DOPA tem sido administrada
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conjuntamente com farmacos inibidores periféricos reversiveis da L-DOPA
descarboxilase (DDC), tais como a Carbidopa (Lodosyn®) e a Benserazida (Prolopa®),

com o objetivo de melhorar os efeitos terapéuticos.?*-%

(e} H NHZ
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HN . H o
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Carbidopa Benserazida

Em relacdo aos agonistas de dopamina, estes tém como fungéo a ligagdo aos
recetores que sao ativados pela dopamina, de maneira a produzir o mesmo efeito que
esta provoca. Dentro desta classe, alguns dos farmacos utilizados no tratamento da DP
sdo: Bromocriptina (Parlodel®), Pergolide (Permax®), Pramipexole (Mirapex®,
Mirapex ER®), Ropinirole (Requip®, Requip XL®), Rotigotina (Neuropro®) e
Apomorfina (Apokyn®).?’
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Bromocriptina Pergolide Pramipexole

H
o _wi
SORav

P VL NN OH

Ropinirole Rotigotina Apomorfina

Normalmente, estes agonistas da dopamina sdo mais eficazes que a L-DOPA,
devido a possuirem um tempo de semivida maior e proporcionarem uma estimulagcao
dopaminérgica mais continua. No entanto, o tipo de agonista a ser utilizado no
tratamento deve ser escolhido consoante o paciente, tendo em conta a dosagem
necessaria e outras doencas que possam estar presentes, uma vez que estes farmacos

possuem alguns efeitos secundarios como a fibrose pulmonar. Pacientes com
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alucinacdes ou comprometimento cognitivo também devem evitar este tipo de

tratamento uma vez que existe o risco de delirio prolongado.?’-2

Relativamente aos inibidores da MAO-B, estes tém como funcdo evitar a
degradacdo da dopamina, uma vez que a MAO-B é uma das enzimas que atua na
metabolizacdo desta. Assim, a dopamina continua presente para ser utilizada na
neurotransmissao e, consequentemente, os sintomas associados a DP podem ser
amplamente diminuidos.?’-28

Os farmacos utilizados como inibidores irreversiveis da MAO-B sdo a Selegilina

(Eldepryl®ou Zelapar®) e a Rasagilina (Azilect®).

NP @Q/

HN

3

Selegilina Rasagilina

A Selegilina é o farmaco mais eficaz nesta classe dos inibidores da MAO-B, no
entanto esta deve ser administrada em baixas dosagens, uma vez que quando
administrada em doses elevadas perde a sua especificidade e atua também como
inibidor da MAO-A (isoforma que degrada monoaminas exdgenas provenientes
principalmente da alimentacgéo).?®

A Rasagilina, apesar de ndo ser tdo eficaz € mais seletiva, proporcionando
melhorias a nivel sintomatico e evita a progresséo da DP.%®

O metabolismo deste farmaco (Esquema 1.2.) é realizado pela enzima CYP1A2,

obtendo-se como metabolito maioritario o (R)-1-aminoindano.®

©i} CYP1A2 CE}
A

HN NH;
(R)-1-aminoindano

Esquema 1.2. Metabolismo da Rasagilina, evidenciando o produto maioritario.

Alguns estudos demonstram que este metabolito contém também propriedades
neuroprotetoras e anti-apoptéticas frente a diversos insultos neurotoxicos (como o 6-
OHDA e H;0,).3! Assim, apesar da formacdo de metabolitos ndo-inibidores da MAO-B,
o (R)-1-aminoindano pode proporcionar neuroproteccao, contribuindo também para a

diminuigdo dos sintomas dos doentes de Parkinson.
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Os inibidores da COMT, por outro lado, permitem que a L-DOPA ndo seja
metabolizada e, consequentemente, ocorre um aumento da dopamina posteriormente
obtida a partir desta. O Entacapone (Comtan®) e o Tolcapone (Tasmar®) s&o dois

farmacos utilizados na DP que pertencem a este tipo de inibidores.
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Entacapone Tolcapone

O Entacapone tem um tempo de semivida de 1 hora e 30 minutos e €,
normalmente, administrado concomitantemente com a L-DOPA. Por outro lado, o
Tolcapone tem um tempo de semivida maior e pode ser administrado
independentemente da L-DOPA, no entanto, é necessario realizar um controlo regular
de testes sanguineos da fungdo hepatica uma vez que este farmaco pode induzir
hepatotoxicidade.?®

Outro farmaco inovador pertencente a classe dos inibidores da COMT é o
Opicapone (Ongentys®). Este foi desenvolvido pela farmacéutica Bial, tendo sido
aprovado recentemente (2016), pela Agéncia de Medicina Europeia (EMA do inglés
European Medicine Agency).*?
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Opicapone

O Opicapone é um analogo hidrofilico do 1,2,4-oxadiazole com um N-Oxido de
piridina na posic¢éo 3. Uma vez que este farmaco foi obtido tendo como base os farmacos
Entacapone e Tolcapone, referidos anteriormente, as modificacdes efetuadas nestes
(para obter o Opicapone), refletiram-se no aumento da eficacia, prolongando o tempo

de acéo e diminuindo a toxicidade celular.32-33
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Os farmacos anticolinérgicos nao sao utilizados como uma terapia dopaminérgica
uma vez que estes S40 pouco responsivos, mas sim para o tratamento de alguns
sintomas (como por exemplo, tremores). O Triexifenidilo (Artane®) e Benztropina

(Cogentin®) s&o os dois anticolinérgicos mais comuns prescritos para a DP.
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Triexifenidilo Benztropina

Por fim, a Amantadina (Symmetrel®) foi inicialmente desenvolvida para o
tratamento do virus Influenza, tendo-se descoberto que esta atua também na melhoria
dos sintomas associados a DP. Apesar de o seu mecanismo de agdo especifico ser
desconhecido, sabe-se que esta atua como um antagonista ndo competitivo do recetor
de NMDA, aumentando a quantidade de dopamina produzida, podendo também

interagir com mudltiplos recetores no cérebro.3
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O &cido glicil-L-prolil-L-glutamico (GPE), também denominado por Glypromate®, é
um tripéptido obtido pela clivagem do N-terminal do fator de crescimento insulinico tipo
1 (IGF-1). O IGF-1 encontra-se distribuido pelo SNC e tem sido alvo de diversos estudos

relacionados com a neurodegeneracao.
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GPE

Este tripéptido, cuja bioatividade in vitro foi primeiramente relatada em 1989, * foi
descoberto apés o isolamento da des-(1-3)-IGF-1, (um péptido também obtido pela
clivagem do IGF-1). A sua clivagem é realizada por carboxipeptidases (de C- para N-

terminal), levando a formacéo do ciclo-L-Pro-Gly (cPG).%®
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cPG

O GPE nao se liga aos recetores de IGF-1 nem tem qualquer efeito neurotrofico.
Além disso, apesar de ndo ser possivel isolar este neuropéptido que € obtido
naturalmente, sabe-se que o GPE sintético estimula a libertacdo de dopamina,
acetilcolina e ainda possui propriedades neuroprotetoras contra diversos agentes
neurotéxicos (como HI e glutamato).37-8

Testes in vitro revelaram que este tripéptido protege os neurdnios do hipocampo
perante a inducdo de toxicidade mediada por NMDA. A neuroproteccao obtida pelo GPE
foi semelhante a Dizocilpina (também denominada por MK801), um antagonista nao-

competitivo do recetor de NMDA,* que ndo tem um uso clinico devido aos seus efeitos

Dizocilpina

colaterais.®®
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Apesar do potencial terapéutico do GPE, este possui uma fraca interacéo no local
onde os recetores de NMDA sdo fortemente expressos. 38

Ainda assim, foram realizados também testes in vivo com o objetivo de comparar
a atividade do IGF-1 com o GPE, tendo sido administrado em ratos adultos com les&o
de HI. Os resultados revelaram que o GPE provoca a neuroproteccdo em locais
diferentes comparativamente ao IGF-1, sendo assim o seu modo de a¢do Unico, apesar
de ndo estar bem definido.®

No que diz respeito a farmacocinética deste tripéptido, sabe-se que este possui
um tempo de semivida bastante curto (inferior a 2 minutos apds administracao
intravenosa e inferior a 4 minutos quando administrado via intraperitoneal), sendo por
isso rapidamente metabolizado. Relativamente ao SNC, o GPE possui um tempo de
semivida mais prolongado (30 minutos), podendo assim exercer alguma atividade
neuroprotetora.=®

Estudos in vivo mais recentes revelaram que o GPE possui a capacidade de ativar
as proteinas cinase B, contendo estas a propriedade de suprimir o efeito causado pelas
proteinas B-amiléide, que, como ja foi referido, se encontram envolvidas em processos
apoptéticos. Estes estudos permitiram a farmacéutica Neuren patentear este tripéptido
com o nome de Glypromate® em 2008. No entanto, este potencial farmaco néo
prosseguiu para além da fase Ill de ensaios clinicos devido a inexisténcia de eficacia
significativamente relevante ao comparar um grupo de doentes tratados com placebo e

um grupo de doentes tratado com Glypromate®.3¢
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O GPE, como j4 foi referido anteriormente na sec¢do 1.3., € um tripéptido com
grande potencialidade neuroprotetora, mas com algumas propriedades desfavoraveis
como o seu baixo tempo de semivida, causado pela rapida degradagcdo do mesmo.*®
Assim, tém vindo a ser desenvolvidos diversos analogos em que sdo modificados os
seus trés residuos constituintes (Gly, Pro e Glu) com o objetivo de tentar melhorar as

suas propriedades farmacocinéticas.
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A glicina é um aminoacido simples e ndo-essencial, que tem a propriedade de ser
0 Unico aminoacido proteinogénico sem atividade 6tica.*® Este residuo € um importante
constituinte do GPE, uma vez que contém propriedades neurotransmissivas, facilitando
assim a transmissdo excitatoria no cérebro através de uma ativacdo alostérica do
recetor NMDA.*

Deste modo, foram sintetizados glicinomiméticos pela substituicdo ou alteracéo da
glicina, no tripéptido GPE, com o objetivo de explorar a importancia deste aminoécido e

identificar possiveis analogos com melhor atividade neuroprotetora (Figura 2.1.).42
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Figura 2.1. ModificagGes realizadas no residuo de Glicina do GPE.*

Os compostos 1-10 consistem na substituicAo dos hidrogénios-a da glicina,
introduzindo grupos alquilo e arilo pequenos. Uma modificagcdo subtil consiste na
introducdo de um grupo metilo no carbono-a da glicina, utilizando-se assim o
aminoacido Ala (1 e 2) ou pela substituicdo dos protBes-a da glicina por dois grupos
metilo (3). Foram inseridos também grupos de maiores dimensfes como no caso da
substituicdo pelo grupo ciclopentilo (4) e ciclo-hexilo (5); e ainda foram realizadas outras
modificacBes que incluem a substituicdo da glicina por outros aminoacidos como Phe

(6), Asp (7), Lys (8), Nle (9) e lle (10). Estas modificacBes permitiram de uma forma
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geral o aumento da lipofilicidade e da estabilidade metabdlica, comparativamente ao
GPE.*

Relativamente aos compostos 11-14, estes representam a introducéo de diversos
grupos alquilo na amina terminal da glicina, observando-se também um aumento da
lipofilicidade e da estabilidade metabdlica.*?

Entre estes, os compostos 2 e 12 revelaram ser os mais promissores. O composto
2 obteve uma boa afinidade de ligacdo aos recetores de glutamato e, em ensaios de
viabilidade celular, obteve uma recuperacao superior a obtida pelo GPE (26,4 % a uma
concentracédo de 10 pM em comparacdo com 20,1 % a uma concentracéo de 1 mM).4?
Quanto ao composto 12, para além dos bons resultados de viabilidade (recuperacéo de
30-35 % a uma concentracdo de 1 mM),*? este tem a vantagem acrescida de possuir
propriedades antioxidantes, possuindo a capacidade de diminuir o stress oxidativo,*®

tornando-se, desta forma, um potencial farmaco.
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O residuo de prolina possui propriedades importantes para o GPE pois, uma vez
gue se trata de um aminodcido ciclico de estrutura rigida,** confere caracteristicas
Unicas aos compostos que a contém. Uma dessas caracteristicas é a restricdo de
conformacg0es (cis e trans da ligagcédo Pro-Glu relativamente ao GPE) (Figura 2.2.) que
a ligacdo amida pode adotar (caracteristica importante uma vez que a bioatividade e a

suscetibilidade perante peptidases dependem da conformacéo ativa). 4546
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Figura 2.2. Conformagdes cis/trans do GPE.

Assim, foram sintetizados diversos prolinomiméticos (Figura 2.3. e Figura 2.4.),
na tentativa de avaliar a influéncia do mesmo e encontrar possiveis candidatos com

melhores propriedades farmacocinéticas.
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Figura 2.3. Primeiras modificagGes realizadas no residuo da Prolina do GPE.*?
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Nos compostos 15-19 foi substituido o protdo-a por diversos grupos, tendo-se
verificado a preferéncia pela conformacdo trans devido a sua maior estabilidade.*?
Destes, o composto 15 é j& bastante conhecido, uma vez que se trata de um farmaco
em desenvolvimento (fase Il dos ensaios clinicos), denominado por NNZ-2566 ou
Trofinetide, desenvolvido pelo grupo farmacéutico Neuren.*” O NNZ-2566 comprovou
que, a substituicdo do protdo-o da prolina por um grupo metilo proporcionou uma
diminuicdo da sua degradac¢éo (enzimatica), aumentando o seu tempo de semivida no
plasma*® e também uma boa neuroproteccdo em modelos in vivo ao conferir boas

propriedades anti-apoptéticas.*®
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Figura 2.4. Outras modificagdes realizadas no residuo da Prolina do GPE.** %0

Entre os prolinomiméticos 15-35, para além do composto 15 que ja foi referido
como potencial farmaco, o composto que teve atividade com maior relevancia foi o
composto 20, tendo tido este uma boa afinidade de ligagdo perante os recetores de
glutamato (K; = 3,8 + 0,5 uM), demonstrando também prevenir a morte causada pela
excitotoxicidade de NMDA dos neurénios presentes no hipocampo.*?> Uma vez que 0s
compostos mais promissores deste grupo tém conformagfes opostas (composto 15
trans e composto 20 cis), é possivel concluir que a conformagéo especifica possui um

papel pouco predominante na atividade neste tipo de compostos.
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Os analogos que possuem fluor, designadamente os compostos 36-39, foram
recentemente desenvolvidos (2016),°° sendo que, apesar de o0s ensaios de
neuroprotec¢do ainda nao estarem disponiveis, sdo esperados bons resultados, uma

vez que os aminoacidos que contém fluor estdo descritos como tendo a capacidade de
aumentar a estabilidade quimica.*!

O OH

O O
H2N\)'\N ‘\\”\N OH
H o

7

Por fim, o glutamato é um importante neurotransmissor envolvido no
funcionamento normal cerebral, tendo sido explorado por varios grupos de investigagéo

modificagdes neste residuo para obtengéo de anélogos do GPE (Figura 2.5. e 2.6.).
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Figura 2.5. Primeiras modificacGes realizadas no residuo do &cido glutamico do GPE.*



FCUP | 29

H I
O LN_ OLN_ on
0 o) 0 o) 0 0
HZN\)\N ‘\\\”\N OH HZN\)\N ‘\\\"\N OH H2N\)|\N \\\\”\N OH
H 0 H 0 H 0
49 50 51

0. 0

~N

0 0
0. HZN\)LN ‘\\\”\N OH
H

0]

0] 0] 0] 0]
H2N\)I\N ‘\\\"\N/\"/OH H2N\)I\N “\\H\N
O f o O f o
52 53 54

H
o 0. 0

0] o] OH @) O
HzN\)I\N ‘\\\"\N OH H2N\)I\N ‘\\\"\N OH
H o H o
55 56

Figura 2.6. Outras modificagGes realizadas no residuo do &cido glutamico do GPE.*

Os analogos 40-46 representam a substituicdo do grupo carboxilico-a, por
hidrogénios, metilos ou amidas com aminas primaria, secundaria e terciaria, sendo que
0 aumento da lipofilicidade nestes compostos € uma vantagem para a obtencéo de uma
melhor permeabilidade através de membrana lipidicas. Deste grupo de compostos, 0
analogo 46 foi o que obteve uma melhor estabilidade metabdlica, no entanto, os
analogos 41 e 45 foram os Unicos a demonstrar atividade neuroprotetora significativa.*?

Os compostos 47-54 consistem nas mesmas alteragfes descritas anteriormente,
mas neste caso relativamente ao grupo carboxilico-y da cadeia lateral. Neste grupo, o
composto 47 obteve uma boa estabilidade metabdlica e permeabilidade por membranas
lipidicas, devido a uma menor polaridade. No entanto, o composto 52 foi 0 Unico a obter
atividade neuroprotetora e afinidade de ligacéo significativa aos recetores de glutamato.
Os restantes compostos ndo obtiveram nenhum resultado significativo.*?

Concluindo, o estudo de analogos do residuo de glutamato no GPE tem alguma
relevancia, uma vez que o glutamato é um precursor do neurotransmissor inibitorio
GABA. Tendo sido o composto 45, um dos analogos de glutamato com maior atividade
neuroprotetora, permitiu concluir que o grupo glutamina, apesar de ser um potencial
mediador de neurotoxicidade, quando inserida no restante péptido permite obter bons

resultados.*? 52
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O numero de conformacgdes possiveis que cada ligacdo é capaz adotar pode
interferir na atividade do proprio péptido. Deste modo, a introducdo de bloqueadores
conformacionais (Figura 2.7.) permite o controlo dessas conformacdes podendo esta
capacidade melhorar a atividade biolégica.*?

Os compostos 57-60 adotam, preferencialmente, a conformacdo trans que
também é encontrada no GPE nativo, enquanto que os compostos 61 e 62 adotam a
conformagédo cis. Relativamente ao composto 63, este adota uma conformacgéo cis
devido a, neste tripéptido, a ligacdo amida da prolina ser mais flexivel; enquanto que o
composto 64 apenas se encontra na sua conformacéao trans.*?

Além destes estudos conformacionais, foram realizados ensaios de
neuroprotecgdo, em que 0s compostos 57 e 59 demonstraram ter uma boa capacidade

de protecéo.*?
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Figura 2.7. Analogos macrociclicos do GPE.*?
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Acido lip6ico-GPE
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Com o objetivo de tentar verificar o possivel sinergismo entre as propriedades do
GPE com as propriedades do &cido lipéico em doencas neurodegenerativas,>® foi
sintetizado um conjugado de GPE com o &cido lipoico (AL-GPE) através da formacao
de uma ligacdo amida entre estes dois compostos, sendo este o0 Unico conjugado de

GPE_sintetizado até ao _momento.>* Este acoplamento podera possuir inimeras

vantagens, uma vez que as doencas neurodegenerativas as quais o GPE se encontra
associado estdo também relacionadas com o stress oxidativo,> por isso ao haver um
consumo elevado de oxigénio e uma quantidade elevada de lipidos no cérebro
(tornando-se este vulneravel aos danos causados pelos radicais livres),*¢" este
conjugado podera participar ndo s6 na neuroprotec¢do, mas também na captura de
espécies oxidativas que possam formar.

Foram determinadas algumas propriedades fisico-quimicas para avaliar a
potencialidade deste conjugado relativamente a sua farmacocinética e ainda alguns
testes in vitro. Em relacao as propriedades fisico-quimicas, o logP obtido (1,51 + 0,02)
permitiu concluir que este composto podera ter uma boa distribuicdo comparativamente
ao GPE (logP = — 4,39). Foram também realizados testes de estabilidade em diferentes
solugdes tampdo, permitindo assim observar que o AL-GPE é estavel tanto em
ambientes acidicos (como por exemplo no estbmago) como em ambientes basicos
(como os encontrados no intestino).>*

Relativamente aos ensaios in vitro, foi utilizada a linha celular SH-SY5Y, dois
insultos de toxicidade, H.O, e 6-OHDA, e 0 ensaio de MTT para avaliar a viabilidade
celular ap6s a presenca destes estimulos neurotdxicos. Perante os dois insultos
referidos, este conjugado obteve bons resultados de neuroprotecc¢éo e ainda apresentou
efeito antioxidante, sendo de notar que o conjugado AL-GPE obteve melhores
resultados do que quando usado unicamente o GPE ou unicamente o AL ou ainda

utilizando uma mistura AL + GPE.%
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Para complementar todos os resultados ja obtidos, foram realizados também
ensaios de estabilidade enzimatica para avaliar o tempo de semivida deste conjugado
e ainda ensaios PAMPA. Os ensaios de estabilidade demonstraram que o tempo de
semivida de AL-GPE em plasma humano é superior (3,14 + 0,08 h) comparativamente
com o GPE nativo (0,35 + 0,02 h). Em relacdo aos ensaios PAMPA, o AL-GPE
demonstrou ter uma elevada permeabilidade no SNC.%*

Todos os resultados positivos obtidos para este conjugado permitem concluir que
a juncdo das propriedades neuroprotetoras e antioxidantes podem ser benéficas para o
tratamento de doencgas neurodegenerativas. Para além do sinergismo das propriedades
dos dois compostos acoplados, o aumento da lipofilicidade em compara¢cdo com o GPE
nativo causado pelo acoplamento do AL e pela prote¢do dos grupos polares expostos

do glutamato, podem facilitar a passagem através da membrana hematoencefalica.



3. AMBITO DO TRABALHO E OBJETIVOS
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Este trabalho enquadra-se no ambito da dissertacdo de mestrado em Quimica da
Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto (FCUP), desenvolvido no
Departamento de Quimica e Bioquimica da FCUP sob a orientagdo cientifica do
Professor Doutor José Enrique Rodriguez Borges, pertencente ao Laboratorio
Associado para a Quimica Verde (LAQV/REQUIMTE), e coorientagdo da Doutora
Marcia Liz, lider do grupo de Neurodegeneracao do Instituto de Investigacao e Inovacao
em Saude da Universidade do Porto (i3S).

O presente projeto insere-se na linha de investigacdo de Sintese Estereoseletiva
e Avaliagdo Biolégica de Péptidos com Potencial Atividade Neuroprotetora explorando
novos conjugados do neuropéptido GPE com aminas bioativas, tendo como finalidade

a aplicacéo na Quimica Medicinal face a doengas neurodegenerativas.

Considerando o estado da arte apresentado na secc¢ao 2 e, tendo sido detetado
apenas um conjugado do GPE reportado na revisao bibliografica apresentada, o objetivo
deste trabalho passa por:

- Escolher farmacos utilizados no tratamento de DNs, nomeadamente aminas
neuroprotetoras, para permitir o acoplamento peptidico entre a amina dos farmacos e
ambos os grupos acidos carboxilicos presentes no residuo de acido glutamico do GPE.
A escolha deste residuo para o0 acoplamento com as aminas bioativas foi realizada tendo
em consideracao o facto de que é sabido que o GPE é clivado por carboxipeptidases, o
gue podera permitir uma libertagédo controlada dos farmacos de forma seletiva.

- Tendo em conta a regra dos 5 de Lipinski, um dos critérios para maior
probabilidade de absorcéo refere que as biomoléculas devem ter uma massa molecular
< 500 g/mol. Desta forma, foram escolhidas as seguintes aminas bioativas:
aminoindano (a), amantadina (b) e memantina (c), sendo que as duas Ultimas s&o
farmacos usados na DP e DA, respetivamente. Assim, como estas trés aminas
apresentam massas moleculares pequenas, ao preparar 0s conjugados propostos,
estes ndo ultrapassam de forma significativa este critério.

- Averiguar a influéncia da posicdo em que se realiza a funcionalizagdo do
glutamato com as aminas bioativas através do acoplamento com o &cido carboxilico do
glutamato na sua cadeia lateral ou na posicao o (estando o acido carboxilico que néo
foi funcionalizado protegido sob a forma de éster metilico), uma vez que o local da
funcionalizacéo pode afetar as propriedades dos conjugados finais. A razao de proteger

o &cido carboxilico que ndo é funcionalizado sob a forma de éster metilico baseia-se no
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facto de que quanto maior o caracter lipofilico, maior a permeabilidade dos compostos
através de membranas bioldgicas e € utilizado o grupo metoxilo devido a sua baixa
massa molecular.

- Aplicar a metodologia one-pot desenvolvida pelo grupo de investigacdo para
introduzir, de forma quimioseletiva, os restantes aminoacidos da sequéncia do GPE,
nomeadamente os residuos de glicina e L-prolina, aos glutamatos funcionalizados.

- Explorar o efeito do N-terminal livre ou mascarado sob a forma de amina terciaria
obtida por dimetilacdo da amina primaria presente no residuo de glicina, obtendo-se
assim duas familias de conjugados distintas.

- Avaliar biologicamente os conjugados preparados usando a linha celular CAD e
H.0O- como estimulo neurotdxico, uma vez que este é clinicamente relevante ao induzir

stress oxidativo.

De forma a cumprir 0s objetivos propostos, o plano de trabalhos relativo a sintese
dos conjugados do GPE com as aminas a-c divide-se em quatro partes:

1) Funcionalizag&o dos glutamatos Boc-Glu(OH)-OMe e Boc-Glu(OMe)-OH com as
aminas bioativas a, b e ¢ por acoplamento peptidico usando TBTU como agente
de acoplamento e DIEA como base terciaria, obtendo-se os compostos C-1(a-c)
e C-6(a-c). Remocado acidolitica do grupo Boc dos compostos anteriormente
sintetizados para a obteng&o dos glutamatos 2(a-c) e C-7(a-c) (Esquema 3.1.);

2) Sintese dos conjugados C-3(a-c) e C-8(a-c) por aplicacdo da metodologia one-pot
com introduc&o dos restantes aminoacidos, glicina e L-prolina, aos glutamatos C-
2(a-c) e C-7(a-c) sintetizados no ponto 1. Remocao acidolitica do grupo Boc para
obtencao dos conjugados finais C-4(a-c) e C-9(a-c) (Esquema 3.2.);

3) Sintese dos conjugados finais C-5(a-c) e C-10(a-c) através de uma reagdo de
aminacao redutiva usando formaldeido e STAB como agente redutor, a partir dos
conjugados C-4(a-c) e C-9(a-c), apresentados no ponto 2 (Esquema 3.2.).

4) Tendo em conta que os &cidos carboxilicos ndo funcionalizados do residuo de
glutamato se encontram protegidos sob a forma de ésteres metilicos, e uma vez
gue esta previsto verificar o efeito do N-terminal (amina livre e dimetilada), é
necessario realizar os respetivos controlos para os ensaios biol6gicos, de forma a
perceber a influéncia de cada pardmetro na atividade dos conjugados preparados.
Assim, sdo necessarios os controlos, C-Il e C-lll, correspondendo ao controlo dos
conjugados com N-terminal livre e N-terminal dimetilado, respetivamente

(Esquema 3.3.).
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(0] 0] O (0]
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Condigoes e reagentes:

R: a = aminoindano; b = amantadina; ¢ = memantina.
i) DIEA, TBTU, NH,-R, DCM anidro.

ii) ATA, DCM anidro.

Esquema 3.1. Funcionalizagéo dos glutamatos com aminas bioativas e remogao do grupo Boc.
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Esquema 3.2. Sintese de conjugados do C-4(a-c), C-5(a-c), C-9(a-c) e C-10(a-c).
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Esquema 3.3. Sintese dos controlos C-ll e C-lll para ensaios biol4gicos.

Relativamente ao plano de trabalhos relativo aos ensaios biolégicos, pretende-se

utilizar as células da linha celular CAD para avaliar a neuroprotec¢édo dos conjugados

finais sintetizados (e respetivos controlos), usando H,O, como agente neurotdxico

através da inducao de stress oxidativo. A viabilidade celular, e, por conseguinte, o efeito

neuroprotetor, sera avaliado com utilizando o ensaio de MTT, sendo que os resultados

obtidos serdo estudados utilizando o teste t (independente).
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Pretendeu-se ainda realizar a resolucdo da amina 1-metil-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina, também denominada por 1-MeTIQ, sendo esta um derivado da
1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina (TIQ).

NH @\JH

1-MeTIQ TIQ

A 1-MeTIQ encontra-se naturalmente presente no SN de humanos e ratos, sob a
forma de mistura racémica, sendo também encontrada em alimentos ricos em 2-
feniletilamina. A atividade desta amina é bastante ampla no SN, atuando mais
acentuadamente em regides dopaminérgicas, como por exemplo na substéncia negra,
implicada na DP.%®

Este derivado protege essencialmente os neurénios dopaminérgicos contra 0s
danos causados por radicais livres, estando por isso associada a DP, uma vez que com
a progressao da doenca a sua producdo diminui. Assim, esta amina revelou ser
neuroprotetora, podendo assim ser utilizada no tratamento dos sintomas associados a
DP. Adicionalmente, esta associada a diminuicdo de comportamentos ligados ao vicio.*®

No entanto, apesar de a 1-MeTIQ demonstrar atividade neuroprotetora na sua
forma racémica, foi comprovado que essa atividade advém, principalmente, do seu
enantiomero R, tendo este um papel importante na protecdo dos neurdnios que se
encontram na substancia negra. Uma vez que as metodologias de resolugdo desta
amina sao limitadas, havendo apenas uma rota sintética exaustiva para obter os dois
enantiémeros separadamente e ainda um método enzimatico,?*! torna-se premente a

investigacdo de novas metodologias mais eficazes de resolucdo desta amina.

Tendo em conta a importancia intrinseca da 1-MeTIQ em processos
neurodegenerativos e 0s escassos métodos de preparacdo da mesma de forma
enantiosseletiva, torna-se de grande importancia o desenvolvimento de novas
metodologias de sintese assimétrica para a preparacao das formas oticamente puras
desta amina.

Assim, de forma complementar ao plano de trabalhos e objetivos apresentados

anteriormente (seccao 3.2. e secc¢ao 3.3.), pretende-se realizar a resolucdo da amina
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neuroprotetora 1-MeTIQ usando diversas estratégias aplicadas no campo da sintese
assimétrica, quer por resolucdo enzimatica, quer por resolucdo quimica. Desta forma,
com o desenvolvimento de uma metodologia segura e reprodutivel pretende-se obter o
enantiomero mais ativo (de configuracdo R), para assim, posteriormente, este ser
incorporado no GPE com o objetivo de sintetizar mais uma familia de conjugados do
GPE, em conformidade com o ambito deste trabalho.

Relativamente ao método enzimatico, pretende-se encontrar as condicdes ideias
utilizando uma enzima diferente da que se encontra descrita na literatura para a
resolucdo da 1-MeTIQ, como por exemplo a Novozym 435, usando diversos agentes

acilantes (Esquema 3.4.).

Novozym 435 : o)
NH .
Agente acilante
R = cadeia alquilica \"/ NH

do agente acilante

Esquema 3.4. Esquema geral do plano de trabalhos para a resolugdo enziméatica da 1-MeTIQ.

Por outro lado, relativamente a resolugdo quimica, pretende-se realizar uma
abordagem ampla ao procurar separar os seus dois enantiomeros através de métodos
como a formacédo de diastereoisémeros via ligagcdo amida ou sulfonamida e ainda pela
formacao de sais diastereoisoméricos, através do uso de agentes de resolugao quirais

(acidos carboxilicos oticamente puros) (Esquema 3.5.).

O O O o =
Boc-Glu(OH)-OMe .
Boc’NH Boc’NH

R- H
NH €00 N * NH
@ :%9¢
OO0C-R = OO0OC-R R =
cadeia
alquilica
do acido
@) o) utilizado.
R'SOZCl N é, R + @ n R
s N_ _So
Yo e
o} = 0

Esquema 3.5. Esquema geral do plano de trabalhos para a resolucéo quimica da 1-MeTIQ.



4. DISCUSSAO E RESULTADOS OBTIDOS
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A sintese peptidica tem vindo a ter cada vez mais relevo, uma vez que um grande

7

namero de péptidos sintéticos é utilizado na formulacdo de produtos comerciais e
farmacéuticos.®? Dois exemplos sdo o Aspartame e a Oxitocina. O Aspartame,
descoberto em 1965 pela Nutrasweet,?® é um dipéptido constituido pelos aminoacidos
naturais L-fenilalanina e acido L-aspartico. Este pode ser encontrado naturalmente em
diversos alimentos como carnes e vegetais, no entanto, uma vez que se trata de um
composto com propriedades adocicantes, este é amplamente produzido sinteticamente

para o seu uso como substituto do agtcar.®®

©)

Gly
H,oN
0 2N O Try

TR _/—/( OH
oo HN
L o) S
eu NH >““( °

w

O , NHO o N HN
>0 NNOH Pro N HN
(0]
NH2
Aspartame Oxitocina

Apesar de alguma controvérsia causada pela utilizacdo do aspartame, uma vez
gue este, ao ser metabolizado (Figura 4.1.), ocorre a libertagdo de metanol (em
quantidades insignificantes) e, ainda, 0os seus aminoacidos constituintes ja referidos
anteriormente, a L-fenilalanina associada a fenilcetonuria (doenca genética
caracterizada pelo aumento da concentracdo de fenilalanina devido ao défice de uma
enzima hepatica, provocando alterages ao nivel fisiolégico, neuronal, entre outros)® e
0 acido L-aspartico associado a propriedades neurotdxicas, este adocante encontra-

se aprovado pela FDA em mais de 90 paises.®>°

4 NH O o)

H
0 — + o oH * H3C/OH

Aspartame L-fenilalanina Acido L-aspartico Metanol

Figura 4.1. Metabolitos obtidos na digestao do aspartame.
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Outro exemplo do uso de aminoacidos na medicina, € a Oxitocina, uma hormona
constituida por 9 aminoé&cidos (Cys — Tyr — lle — GIn — Asn — Cys — Pro — Leu — Gly —
NH.), obtida naturalmente uma vez que esta é produzida pelo hipotadlamo.®” A Oxitocina
€ considerada um neuropéptido com propriedades ansioliticas e anti-stress, tendo
enorme potencialidade para ser utilizada no tratamento de patologias associadas a
ansiedade, stress poés-traumatico, autismo, entre outras.®® Além destas propriedades,
este neuropéptido possui um papel essencial na estimulacdo da contracdo uterina,

facilitando assim o parto, e ainda, no auxilio da amamentacéo.®’

No entanto, € necessario perceber o conceito de sintese peptidica e os seus
pontos essenciais para que esta seja realizada com sucesso, tratando-se tanto da
sintese de péptidos de cadeia curta como o exemplo dado do aspartame ou de um
péptido de cadeias maiores como € o caso da oxitocina.

A sintese peptidica consiste ent&o na ligagéo de dois ou mais aminoécidos através
de uma reacdo de acoplamento (também denominada por condensag&o), sendo
importante o conhecimento sobre grupos protetores de aminas e de acidos carboxilicos
para que o acoplamento se realize de forma seletiva.

A primeira sintese de péptidos foi relatada por Fischer e Fourneau em 1901, tendo

estes sintetizado o dipéptido Glicilglicina.®®

H ©
HzN/\rN\)I\OH
]
Glicilglicina

Posteriormente, em 1953, DuVigneaud conseguiu construir um péptido com
atividade semelhante a oxitocina.”™

Os fundamentos brevemente descritos aplicam-se tanto a sintese de péptidos pela
metodologia tradicional, ou seja, na sintese em solu¢cdo, como também na sintese em
fase solida (SPPS do inglés Solid-phase Peptide Synthesis). A grande diferenca entre
estas duas metodologias foca-se na dire¢éo pela qual o péptido € sintetizado. Enquanto
gue na sintese em solucdo a formacao do péptido pode ocorrer na direcdo de N- para
C-terminal ou vice-versa, na sintese em fase soélida esta ocorre geralmente na direcédo
de C- para N-terminal, além de que esta Ultima necessita de um suporte polimérico

insollvel (resina).®?
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Os a-aminoacidos sdo as subunidades estruturais das proteinas, também
designados por monémeros. Estes sdo constituidos por um grupo amina, um grupo
acido carboxilico, um atomo de hidrogénio e ainda um grupo variavel (grupo R),
chamado de cadeia lateral, sendo que todos estes se encontram ligados a um carbono-
o (Figura 4.2.).”

Grupo acido carboxilico

Grupo amina ?Q—H
R

Figura 4.2. Estrutura geral de um a-aminoécido.

Com a excecao da glicina, que néo é quiral, todos os aminoacidos podem adotar
dois tipos de isomeria: L ou D. Os L-aminoacidos sdo designados como aminoacidos
naturais uma vez que possuem a mesma configuragdo que o gliceraldeido natural. Em
oposicao, os D-aminoacidos sdo designados como aminoacidos ndo naturais.

Relativamente & configuragdo (Figura 4.3.), tendo em conta o sistema de
nomenclatura Cahn-Ingold-Prelog,”? os L-amino&cidos detém configuracéo (S), exceto
a cisteina e seus derivados. Por outro lado, os D-aminoacidos possuem a configuragédo

contraria (R).

(S) (R)
R ™ H
)QH )QR
H,N CO,H H,N CO,H

L

Figura 4.3. Estereoquimica dos a-aminoéacidos.



46 | FCUP

Os a-aminoacidos que detém um centro quiral, existem em duas formas
estereoisoméricas, formas essas que se encontram relacionadas uma vez que uma € a
imagem no espelho relativamente a outra. Estas moléculas tém a propriedade de serem
oticamente ativas, sendo possivel determinar o valor da rotacio especifica ([a]}), que
€ dependente da concentracado da amostra, da temperatura e do comprimento de onda
da luz que é utilizado. Esta medicao € realizada num polarimetro e consiste em fazer
passar luz polarizada através da amostra de um dos enantibmeros, o que faz com que
o plano de polarizagdo da luz seja girado numa determinada diregdo, em contrapartida
0 enantidbmero oposto ira rodar esse plano no sentido oposto, com 0 mesmo valor em
madulo.

Se o enantiomero rodar o plano da luz polarizada no sentido horario, ou seja, para
a direita, € denominado por dextrogiro assumindo-se assim que se trata do
enantiomero (+). Por outro lado, se o plano da luz girar no sentido anti-horario (para a

esquerda) é denominado por levogiro tratando-se deste modo do enantibmero (—).

(+) ()

dextrogiro levogiro

Esta propriedade permite facilmente identificar qual dos dois enantiomeros se
encontra presente na solugdo que estd a ser analisada (por comparacdo ao valor
descrito na literatura). Uma vez que a quiralidade é uma propriedade amplamente
encontrada em sistemas bioldgicos também devido a presenca de aminoéacidos, a
identificacdo do enantibmero presente torna-se essencial, jA que ambos possuem
diferencas ao nivel da biodisponibilidade, dos metabolitos obtidos, da seletividade em

relacdo aos recetores e mesmo ao nivel da toxicidade.”

A funcdo amida é bastante comum tanto em moléculas complexas como em
moléculas mais simples. No que diz respeito a Quimica Medicinal, o grupo carboxamida
estd presente em mais de 25 % dos farmacos conhecidos.” Esta percentagem é
espectavel uma vez que as carboxamidas sdo neutras, estaveis e contém tanto a

capacidade de serem dadoras como aceitadoras de pontes de hidrogénio.
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A nivel biolégico, a formagdo de uma ligagcdo amida consiste, na condensacdo
entre um &cido carboxilico e uma amina, com libertacdo de uma molécula de H,O. Esta
reacao pode ser realizada, em contexto laboratorial, através de uma condensacao direta
(também denominada por condensacao térmica) ou por condensacgao via éster ativado.
A condensacéo direta pressupde o uso de temperaturas altas (160 — 180 °C) e libertagéo
de agua,”™ sendo que esta metodologia ndo é muito comum uma vez que pode ser
incompativel com outras fungcbes quimicas presentes nas moléculas e destruir a
atividade otica dos aminoacidos. Por outro lado, a condensacgéo via éster ativado
consiste essencialmente em quatro passos: protecdo de grupos indesejaveis para a
reacdo, ativagdo do acido carboxilico, amindlise e por fim, desprotecdo dos grupos

inicialmente protegidos (Figura 4.4.).

Ativacéo Acoplamento

O
O o L O Ao 2oy H 0

' [ Desprotecéo
' seletiva
Ativacao '
+ (0]
H Acoplamento Q H
N N
<~ O\” \‘)‘\”)\fo b N)ﬁ‘/ \HJ\OH
0 >0 "o

H,N )\go
Q

@ = Grupo N-protetor

= Cadeia lateral do a-aminoacido
( = Grupo C-protetor

= Agente de acoplamento = continuacéo / repeticao

Figura 4.4. Exemplo esquematico da condensagéo peptidica (em solucéo) via éster ativado.

A utilizacdo de grupos protetores € fundamental nas reacdes de acoplamento
peptidico, uma vez que o0 seu uso permite suprimir a reatividade dos grupos funcionais
que nao se pretenda que participem na reacao, evitando deste modo a polimerizacéo
do a-aminoacido, uma vez que este se encontra ativado, e consequentemente a
formacao de produtos indesejaveis.

A escolha dos grupos protetores a serem utilizados também deve ser ponderada

e seguir um sistema ortogonal, possibilitando assim que tanto a protecdo como a
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desprotecdo se concretizem de maneira seletiva e que néo interfira na quiralidade dos
o-aminoacidos.

Posteriormente a protecdo, segue-se a ativacdo do acido carboxilico utilizando
agentes de acoplamento que irdo tornar este acido mais eletréfilo dispondo-o para o

atague da amina, facilitando assim a reacdo de acoplamento.

As aminas sdo usualmente convertidas em carbamatos (grupos N-protetores) de
forma a suprimir a sua reatividade, tendo também como vantagem a diminuicdo da
probabilidade de racemizag&o dos centros quirais vizinhos. A formagéo de carbamatos
€ conseguida através da reacao entre as aminas com os respetivos cloretos de acilo.

O grupo terc-butoxicarbonilo (Boc) foi o grupo N-protetor utilizado neste trabalho.

O grupo Boc é estavel na presenca da maioria dos nucledfilos e bases, sendo este
removido sob condi¢des acidicas, ou seja, utilizando alguns &cidos de Lewis como
BFs-OEt; e ZnBr,’® ou acidos de Brgnsted-Lowry fortes como &cido trifluoroacético
(ATA), HCI, H2SO4, entre outros. Apesar de o ATA ser o 4cido mais utilizado na remogéo
do grupo Boc (Esquema 4.1.), é necessario ter em consideracao que este, além de ser
corrosivo, carece de alguma seletividade uma vez que este também é capaz de remover

esteres terc-butilicos em simultaneo.”™

0
H
>L )OI\ )OI\ @Ol/ @O)'\CF3
_R H. — >L _R
0" N T Th07 O CF, o)\u
| \H/ E1 \@( |
| -~ |
| H o
@O)I\CF3
0 . o
_R _R
FSC)I\O@ H3N — H2N ‘ﬁ: R\N)I\O/H
0 co :
H 2
F3C)I\O/

Esquema 4.1. Mecanismo de remog&o do grupo N-protetor Boc utilizando ATA.
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Também é de salientar a existéncia de outros grupos N-protetores comummente
utilizados como é o caso do benziloxicarbonilo (Z ou Cbz) e do 9-

fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc).

o)o\é Q. oig

o 0

Z ou Cbz Fmoc

O grupo Z é bastante versatil uma vez que este é estavel em diversas condigfes
guimicas e tem como principal vantagem a possibilidade de este poder ser utilizado em
simultdneo com outros grupos protetores como 0 Boc ou o Fmoc. Este grupo é removido
facilmente através de hidrogendlise catalitica a temperatura ambiente, utilizando Pd/C.
Existem ainda outros métodos possiveis de remog¢do usando sédio em amoniaco liquido
ou HF.

Quanto ao grupo Fmoc, ao contrario dos outros grupos este € usualmente
introduzido sob a forma de Fmoc-OSu e nédo sob a sua forma de cloreto de acilo, uma
vez que esta Ultima tem como consequéncia a formacao de dipéptidos Fmoc diminuindo

assim o rendimento da reag&o de protecéo.

(modoty
<] 5
o)

Fmoc-OSu

z

No que diz respeito a desprotecdo, ja que este é estavel perante acidos,
normalmente é usada uma base, sendo mais comum o uso da piperidina em DMF a

temperatura ambiente.

Os grupos protetores de acidos carboxilicos (grupos C-protetores) para além de
serem utilizados com o objetivo de suprimir a sua reatividade, tém também a vantagem
de aumentarem a solubilidade do composto em solventes organicos.

Os grupos mais comuns utilizados para mascarar acidos carboxilicos sdo o

metoxilo (-OMe) e o etoxilo (-OEt), tendo como resultado os correspondentes ésteres.
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0 0
R*O/ R)ko/\

RCOOMe RCOOEt

Estes grupos podem ser introduzidos através de uma reacédo de esterificacdo de
Fischer utilizando o respetivo alcool (metanol ou etanol) ou o respetivo halogeneto de
alquilo (como por exemplo, clorometano ou cloroetano). Quanto a remocao, esta pode
ser realizada através de mecanismos de hidrolise de ésteres. Uma vez que estes grupos
sdo estaveis em ambientes acidicos e em condicBes de hidrogenacao catalitica, os
ésteres metilico e etilico tém a vantagem de poderem ser utilizados conjuntamente com
0s grupos N-protetores.

Existem outros ésteres mais volumosos que também podem ser utilizados como
por exemplo o benzilo (-OBnN) e o terc-butoxilo (-O'Bu). No caso do -OBn, a desprotecéo
pode ser feita utilizando HBr/AcOH ou também por hidrogenacao catalitica, sendo que
estas condi¢cdes podem interferir com alguns grupos N-protetores como é o caso do
grupo Boc ou grupo Z. O grupo -O'Bu também é suscetivel do mesmo problema, uma
vez que a sua remocédo é feita utilizando acidos de Brgnsted-Lowry fortes podendo
afetar o grupo N-protetor Boc."®

O
O
=0 I e
R (e}
RCOOBnN RCOOBu

Na sintese peptidica é imprescindivel o uso de um agente de acoplamento de
forma a proporcionar as melhores condic6es de ataque nucleofilico por parte da amina
gue se pretende acoplar ao acido carboxilico. O agente de acoplamento tem como
funcao tornar o acido carboxilico mais eletréfilo ativando-o para a amindlise.

Existem diversas maneiras de ativacdo do acido carboxilico, sendo que a forma
do &cido carboxilico ativado depende do agente ativante utilizado. O agente que foi
utilizado neste trabalho foi o tetrafluorborato de O-benzotriazoliltetrametilurénio (TBTU),
sendo também um dos mais utilizados na sintese de péptidos uma vez que apresenta
algumas propriedades benéficas como a sua alta eficiéncia em quantidades
estequiométricas e a boa solubilidade nos solventes organicos comummente utilizados

neste tipo de sintese.®° Apesar de o TBTU existir em duas formas tautoméricas (na sua
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forma urénio — | e na sua forma guanidina — 1l), € o tautdmero | que participa na ativagéo
(Esquema 4.2.).80
AN

© N— © /
BF,~ BF ®
NE 4 —N

/
/0 N

Esquema 4.2. Formas tautoméricas do TBTU.%

O TBTU pressupde a existéncia do acido carboxilico sob a forma de carboxilato,
sendo necessério a adigdo de uma base, como por exemplo, as aminas terciarias N,N-
diisopropil-N-etilamina (DIEA) ou trietilamina (EtsN) para proporcionar a formacgéo do

mesmo.

LA e~
N .

DIEA Et;N
pK, = 3,02 Ky = 3,30

Apo6s a formacgéo do carboxilato, este reage com a forma tautomérica | do TBTU,
originando o intermediario aciloxicarbénio que, sendo um bom eletrdfilo ir4 ser atacado
pela amina que se pretende acoplar. Além das vantagens jA& mencionadas, o uso do
TBTU também provoca a formacgéo de alguns produtos secundarios, como a N,N,N’,N*-
tetrametilureia (TMU) e o 1-hidroxibenzotriazole (HOBt), que sao facilmente eliminados

por extracdo liquido-liquido utilizando uma solucdo saturada de NaHCO3; como fase

aquosa.
o N/OH
A @ N
I N
T™MU HOBt

Resumindo, o procedimento de acoplamento peptidico via TBTU, cujo mecanismo
se encontra representado no Esquema 4.3., consiste em dissolver o acido carboxilico

em DCM anidro e posteriormente adicionar um excesso de DIEA. A DIEA para além de
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garantir a formagao do carboxilato ao remover o protéo labil do acido carboxilico também
aumenta a sua solubilidade. De seguida, adiciona-se o TBTU, que ira ativar o 4cido
carboxilico proporcionando assim o ataque nucleofilico do acido ativado a amina que
sera o ultimo componente a ser adicionado para se dar a formacao da ligacdo amida e,

consequentemente, a formacéo dos produtos secundarios ja referidos anteriormente.

o o HOBt 5
BF H
/ 4 R1B\I\IJ/H A R1JI\N/R2
=N&® R2 OBt H
”””””””””””” : N\
? : N
: )NJ\ : O%},{ T™U \ﬂ I/HOBt
0 < | o .
?FUJI\O’H DIEA | [ H
| | S H
| | RTINS )
l ‘ ® o
| | R2 OBt
o el o
g TN BRS N
RT"TOT L N@QO
A -
X g
1"\
N RNOBt
27 1®H
I R |1|@

TBTU

Esquema 4.3. Mecanismo de ativagdo/acoplamento via TBTU.&

E de salientar a importancia da ordem de adi¢do dos componentes desta reacéo,
sendo essencial que a amina seja a Ultima a ser adicionada para a obtencédo de bons
rendimentos. Se a amina for adicionada antes da ativacéo do acido carboxilico, ou seja,
em primeiro lugar, esta pode reagir com o TBTU originando outro produto que ndo o

desejado como guanidinas (Esquema 4.4.).8!
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Esquema 4.4. Formacgé&o de guanidinas através da reacéo entre aminas primarias com TBTU.

E importante também ter em conta que alguns aminoacidos carregados, como por
exemplo o acido glutamico, podem adsorver agua se estiverem expostos ao ar durante
a reacado de acoplamento. Deste modo, torna-se vantajoso o uso de uma atmosfera
inerte (argon ou azoto) e de solventes anidros, com o objetivo evitar a hidratacdo dos
amino&cidos mais sensiveis e ainda a hidrélise do agente de acoplamento, aumentando

assim os rendimentos das reagdes de condensacao.

Sintese dos glutamatos funcionalizados C-1(a-c) e C-6(a-c)

A sintese dos glutamatos funcionalizados C-1(a-c) e C-6(a-c) com aminas
neuroprotetoras (Esquema 4.5.) foi realizada via TBTU utilizando DIEA (este
mecanismo encontra-se representado anteriormente no Esquema 4.3., da seccao
4.1.1.7.). A base terciaria DIEA é adicionada em excesso (3 eq.) e tem como funcéo
promover a desprotonacdo do acido carboxilico livre dos glutamatos utilizados,
convertendo-os em carboxilatos e, por conseguinte, aumentar a solubilidade. Além disso
a DIEA também ir4 sequestrar o HCIl uma vez que, no caso da amina amantadina, esta
se encontra sob a forma de sal de cloridrato. De seguida, é entédo adicionado o TBTU
com um pequeno excesso (1,1 eq.) e por fim a amina bioativa (a-c) que ira ser acoplada
para formar a ligacdo amida.

Estas reacdes de acoplamento séo realizadas em condi¢fes inertes, ou seja, sob
uma atmosfera de argon de maneira a evitar a formacéo de produtos indesejados e

melhorar desta forma os rendimentos das reagdes.
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0 0] o) 0]
\OJ\;/\/U\OH '_)» ~ J\;/\/U\N,R
Boc”:“-| n=90-95% Boc’NH 4

Boc-Glu(OH)-OMe C-1(a-c)
O 0 O 0
\OWOH i) - ~0 N,R
Boc’NH n=89-91% Boc’NH H
Boc-Glu(OMe)-OH C-6(a-c)

Condigbes e reagentes:
R: a = aminoindano; b = amantadina; ¢ = memantina.
i) DIEA, TBTU, NH,-R, DCM anidro.

Esquema 4.5. Sintese dos glutamatos funcionalizados C-1(a-c) e C-6(a-c).

Para estas sinteses foram utilizados os glutamatos comerciais Boc-Glu(OH)-OMe
e Boc-Glu(OMe)-OH, ou seja, com o &cido carboxilico protegido sob a forma de éster
metilico tanto na posi¢édo-a, no caso dos compostos C-1(a-c), como na cadeia lateral
para os compostos C-6(a-c).

E necessaria a protecdo de um dos &cidos carboxilicos para haver seletividade,
evitando a ligacé@o simultdnea da amina aos dois acidos carboxilicos. A escolha do grupo
C-protetor metoxilo foi determinada pela sua pequena dimensdo, uma vez que se
pretende que o composto final tenha uma massa molecular restrita (< 500 g/mol).

Os glutamatos utilizados contém ainda a amina protegida pelo grupo N-protetor
Boc, escolhido principalmente pela sua facilidade de remocdo e com o objetivo de
prevenir a formacao de produtos indesejados, uma vez que pode facilmente ocorrer a
ciclizacdo do glutamato originando um derivado do &cido piroglutdmico, o L-

piroglutamato de metilo (Esquema 4.6.).

Ativacéo O H
O o via TBTU 0 O f?/H S)
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Esquema 4.6. Formagao do L-piroglutamato de metilo.
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O fim da sintese foi determinado pelo consumo total do reagente de partida,
consumo esse visualizado por TLC. De seguida, realizaram-se apenas extracoes
liquido-liquido béasicas dissolvendo os compostos C-1(a-c) e C-6(a-c) em AcOEt e
utilizando uma solucdo saturada de NaHCO:; como fase aquosa. Estas extracdes
permitem remover grande parte dos produtos secundarios formados durante o
acoplamento tais como TMU, HOBt, DIEA e seus sais.

Por fim, os compostos foram purificados por cromatografia de adsor¢cdo em coluna
de gel de silica, com a excecdo do composto C-1b em se conseguiu obter o composto
puro por precipitacdo utilizando Et,0.

E de notar ainda, a tendéncia existente para os glutamatos funcionalizados na
cadeia lateral (C-1(a-c)) serem sempre mais polares que os glutamatos funcionalizados
na posi¢céo a (C-6(a-c)) tendo, portanto, estes ultimos um R sempre maior (Figura 4.5.).
Este facto revela ser interessante uma vez que evidencia a influéncia da posicao das

diferentes aminas acopladas na polaridade dos compostos.

0,84
0,79 0,78

C-la C-6a C-1b C-6b C-1c C-6¢c

Figura 4.5. Representagdo em TLCs dos compostos C-1(a-c) e C-6(a-c), salientando os respetivos valores de Ry
(Eluente: AcOEt).

A funcionalizacdo dos glutamatos foi assim realizada com sucesso, tendo-se
obtido os compostos pretendidos com excelentes rendimentos, sendo estes

semelhantes entre si (Tabela 4.1.).

Tabela 4.1. Resultados obtidos na sintese dos glutamatos funcionalizados C-1(a-c) e C-6(a-c).

Boc-Glu(OH)-OMe 1,879 C-la 1,785 95
Boc-Glu(OMe)-OH 1,884 C-6a 1,714 91
Boc-Glu(OH)-OMe 2,228 C-1b 2,005 90
Boc-Glu(OMe)-OH 2,221 C-6b 1,977 89
Boc-Glu(OH)-OMe 1,536 C-1c 1,444 94

Boc-Glu(OMe)-OH 1,539 C-6c¢ 1,370 89
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Sintese dos compostos C-2(a-c) e C-7(a-c)

A sintese dos compostos C-2(a-c) e C-7(a-c) (Esquema 4.7.) consiste nha
remocao acidolitica do grupo N-protetor Boc, utilizando ATA e DCM anidro como

solvente (mecanismo apresentado anteriormente no Esquema 4.1., seccéo 4.1.1.5.).

O O 0 0
R1”\_/\/U\R2 i) R1”\/\/U\R2
_NH n=97-98% O NH4
Boc CFsCO0 ®
C-1(a-c) / C-6(a-c) C-2(a-c) - ATA / C-7(a-c) - ATA

Condicoes e reagentes:

C-1(a-c) / C-2(a-c): R' =-OMe ; R? = -NH-R®

C-6(a-c) / C-7(a-c): R' = -NH-R% R? = -OMe

R3a= aminoindano; b = amantadina; ¢ = memantina.
i) ATA, DCM anidro.

Esquema 4.7. Sintese dos compostos C-2(a-c) e C-7(a-c).

O ATA é um acido forte (pKa = 0,23) comummente utilizado para remover o grupo
Boc uma vez que tem a vantagem de possuir um ponto de ebulicdo baixo (p.e.: 72 °C).82
Esta propriedade permite isolar o produto obtido apenas a partir da evaporacdo do ATA
utilizando o evaporador rotativo. Além disso, adicionou-se MeOH e repetiu-se a
evaporacgdo para deste modo, evaporar o ATA na sua totalidade por co-evaporagao,
obtendo assim o produto desejado puro, sob a forma de sal de trifluoroacetato.

Os resultados obtidos para todas as reagbes de remocdo do grupo Boc
encontram-se representados na Tabela 4.2., sendo os rendimentos elevados (97 — 98

%) esperados, uma vez que se trata de uma reacéo eficaz.

Tabela 4.2. Resultados obtidos na sintese dos compostos C-2(a-c) e C-7(a-c).

C-la 1,711 C-2a 1,660 97
C-6a 1,640 C-7a 1,607 98
C-1b 1,919 C-2b 1,881 98
C-6b 1,846 C-7b 1,809 98
C-1c 1,323 C-2c 1,296 98
C-6¢c 1,250 C-7c 1,212 97

A remocdo do grupo Boc dos compostos C-1(a-c) e C-6(a-c), para obter os
compostos C-2(a-c) e C-7(a-c) faz com que a amina do aminoacido glicina fique livre
para posteriormente prosseguir com o plano de sintese e realizar o acoplamento aos

restantes aminoacidos que constituem o GPE.
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A evolucdo associada a quimica de péptidos tem vindo a permitir o
desenvolvimento de novos métodos de sintese de forma a tornar este tipo de reacdes
mais sustentaveis e eficazes. No entanto, a maior parte das metodologias pressupdem
passos intermediarios, como por exemplo uma etapa de protecéo e, consequentemente,
desprotecdo, o que implica um maior uso de reagentes e solventes, uma vez que sao
necessarias purificacées intermédias, para além de que ao serem realizados diversos
passos o rendimento global também podera ser afetado.

A metodologia one-pot, também denominada por sintese em cascata,?® tem vindo
a ser utilizada em diversos tipos de reagbes com o0 objetivo de aumentar a
sustentabilidade associada as mesmas, como por exemplo na sintese de miméticos da

Progesterona e® na sintese dos Acidos endiandricos A e B.%

Progesterona Acido endiandrico A Acido endiandrico B

Este método consiste em realizar diversas reacdes em apenas um reator, o que
permite a eliminacdo de purificagbes intermédias, proporcionando assim uma sintese
mais rapida com custos mais reduzidos, com um aumento da economia atomica e com
rendimentos elevados, tornando-se assim bastante eficaz.8® &

Assim, foi desenvolvido pelo grupo de investigagcdo um método one-pot, no qual
tive a oportunidade de participar, aplicado a sintese de pequenos péptidos (tri- a
hexapéptidos),®” que consiste no acoplamento seletivo de aminoacidos em apenas um

reator e realizando trés passos reacionais (Figura 4.6.).

1
2 H,N-EFCOH 3

GPHN-@-0Su \lf H,N--

0] )

Adigao
1>2>3

One-Pot

Figura 4.6. Representacédo geral de uma sintese peptidica one-pot (adaptada de Sampaio-Dias e co-autores). &
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Esta metodologia comprovou ser rapida, facil, eficaz e compativel com diversos
grupos N-protetores (Z, Boc e Fmoc) e utilizando vérios tipos de aminoé&cidos (série D/L
e nao-proteinogénicos).

O procedimento consiste em, inicialmente, dissolver (em condi¢cBes inertes) o
primeiro aminoacido totalmente desprotegido em diclorometano anidro e adicionar uma
base terciaria como DIEA que ir4 formar o correspondente carboxilato de aménio,
tornando deste modo a amina livre mais nucledfila. De seguida, € adicionado um
aminoacido pré-ativado sob a forma de éster succinimidico (-OSu) para se dar o primeiro
acoplamento. A necessidade de usar aminodcidos pré-ativados pode ser uma
desvantagem uma vez que estes poderdo ndo estar disponiveis comercialmente, tendo
assim de requerer a mais um passo para a ativagdo do mesmo.

Apés cerca de 12h, é adicionado como agente de acoplamento o TBTU, que ira
ativar in situ o intermediario amida-carboxilato, para ap6s 30 minutos, ao adicionar o
terceiro aminodcido, se dar o segundo acoplamento desejado.

No Esquema 4.8. encontra-se representado o mecanismo do acoplamento one-
pot para a sintese do composto C-3a, que serve de exemplo para 0s restantes
compostos sintetizados pelo mesmo método (C-3b, C-3c, C-8(a-c) e C-I).

H
N

®
0 )\ 0 )\ 0 O
Q@ H
O)\O’H * NS —— O)Lo - NN D
oc 0]
NH A NH 0
(@)
_N
e
F O

o o (HOSu)
\o)l\;/\/u\”\\- 5
O _NH 1) TBTU o. O
o Y 2) C-2a o Y H o
H . < H ' N
/N\)\\N ] Acoplamento ,N\)X\N ] @\
Boc via TBTU Boc
C-3a

(Esquema 4.3,
secg¢do 4.1.1.7.)

Esquema 4.8. Mecanismo da sintese one-pot utilizada para o composto C-3a.

No entanto existem alguns critérios que devem ser tidos em conta para a obtencéo
eficaz do produto pretendido: os produtos secundarios obtidos no primeiro acoplamento

ndo devem interferir no segundo acoplamento; os produtos secundarios obtidos tanto
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no primeiro acoplamento como no segundo, devem ser facilimente eliminaveis; e a

pureza estereoquimica deve ser preservada.

Uma vez adicionado um aminoacido pré-ativado sob a forma de éster
succinimidico (-OSu), este ao reagir ird libertar como produto secundario N-
hidroxisuccinimida (HOSu), sendo este um conhecido supressor de racemizacao
utilizado na sintese peptidica (ajudando assim a evitar epimeriza¢do).®® De seguida,
uma vez que posteriormente é feita uma ativacdo via TBTU, este podera reagir com o
HOSu formado anteriormente, originando tetrafluoroborato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(N-

succinimidil)urénio (TSTU) e HOBt como produtos secundarios (Esquema 4.9.).

© \N

Produto BF, -
secundario: \N @<

& 1° Acoplamento / o}

Q peptidico QH N/

N - N + N
OUO OUO O: .
N

-OSu HOSu TBTU

2° Acoplamento
peptidico

Produtos secundarios:

N | N
I ©) N
o_N @ N
N
/N\
TSTU HOBt

Esquema 4.9. Produtos secundarios obtidos durante a sintese peptidica pelo método one-pot.

A grande vantagem de todos estes produtos secundarios referidos anteriormente
€ que podem ser facilmente eliminados no tratamento da reacéo, ao realizar extrages
liquido-liquido. Além disso, uma vez que o TSTU é também um agente de acoplamento,

a eliminacdo dos produtos secundérios durante o método one-pot ndo € necessaria.
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Sintese dos compostos C-3(a-c), C-8(a-c) e C-I

Os compostos C-3(a-c), C-8(a-c) e C-lI foram sintetizados (Esquema 4.10)
utilizando o método one-pot descrito anteriormente, utilizando inicialmente 1 eq. do
aminod&cido L-prolina comercial totalmente desprotegido, dissolvido em diclorometano
anidro e sob uma atmosfera de Argon para evitar a hidrolise do agente de acoplamento
(TBTU). A esta solugédo séo adicionados 3 eq. de DIEA, uma vez que € necessario 1 eq.
para desprotonar o &cido carboxilico, os outros 2 eq. para converter os sais de amoénio
tanto da prolina como dos glutamatos funcionalizados nas correspondentes aminas
livres.

De seguida, é adicionada a glicina também comercial com a amina protegida pelo
grupo Boc e com o acido carboxilico pré-ativado sob a forma de éster succinimida,
tornando-a mais eletréfila para que o acoplamento se dé mais facilmente.

Apbs cerca de 12 horas, é adicionado ao dipéptido Boc-Gly-Pro-O formado in situ
e sem qualquer purificacdo, o agente de acoplamento TBTU, para deste modo formar o
carboxilato para o acoplamento seguinte.

Por fim, é adicionado o respetivo glutamato funcionalizado com a amina livre (C-
2(a-c) ou C-7(a-c)), ou o glutamato comercial metilado em ambas as posi¢des, Boc-
Glu(OMe)-OMe, no caso da sintese do controlo C-I, para se dar a condensacao in situ
entre este e o dipéptido formado anteriormente.

0) R'IJJ\_/\/U\RZ

€] ) 0 _NH
CN#O n=51-70% o Y
2 H
® /N\)\\N )
Boc

H-Pro-OH C-3(a-c) / C-8(a-c)/ C-l

Condigoes e reagentes:

C-2(a-c) / C-3(a-c): R' =-OMe ; R? = -NH-R®

C-7(a-c) / C-8(a-c): R' = -NH-R% R? = -OMe

C-I: R' =-OMe : RZ = -OMe

R3: a = aminoindano; b = amantadina; ¢ = memantina.

i) DIEA, Boc-Gly-OSu, TBTU, C-2(a-c) ou C-7(a-c) ou Boc-Glu(OMe)-OMe, DCM anidro.

Esquema 4.10. Sintese dos compostos C-3(a-c), C-8(a-c) e C-I.

Os rendimentos obtidos (Tabela 4.3.) revelaram ser mais baixos que os obtidos

normalmente para este tipo de reagdes (80 — 95 %). Estes rendimentos, apesar de ndo
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serem comuns, eram esperados uma vez que no fim de todas as reacdes, apds o
tratamento, era possivel visualizar no TLC duas manchas de intensidade consideravel,
guando o expectavel seria visualizar apenas uma mancha (correspondente ao produto
pretendido). Este fendmeno revelou ser mais notério nos compostos C-3c e C-8c, 0 que
se reflete no rendimento obtido para o composto C-8c e também se reflete no facto de
ndo se ter conseguido isolar o composto C-3c na sua forma pura, apesar de se ter
verificado a presenca do composto pretendido.

Tabela 4.3. Resultados obtidos na sintese dos compostos C-3(a-c), C-8(a-c) e C-I.

1,321 C-3a 0,9247 70
1,277 C-8a 0,8811 69
1,451 C-3b 0,9867 68
H-Pro-OH 1,469 C-8b 0,9548 65
1,074 C-3c 0,7518 n.d.
0,9459 C-8c 0,4824 51
2,612 C-l 1,593 61

n.d. = ndo determinado

Assim, na tentativa de averiguar qual o produto secundario formado nestas
reacdes, procedeu-se ao isolamento de ambas as manchas.

A andlise de H-RMN do produto secundario isolado durante a purificagdo do
composto C-8c (representativo para 0s restantes tripéptidos obtidos via one-pot)
permitiu verificar que se trata do dipéptido Boc-Gly-Pro-OSu (Figura 4.7.).

Oﬁ(Hh
H HEO O . a
oL LA 3

HC  =NH N ©
a HyC—H—0
HsC e
+h
Jrh
e+
ety
b o9 =L |
A L en Kot ) i m\\ ,,LJLJlM_g,a L

8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 35 30 25 20 15 10 05 0.0
o/ppm

Figura 4.7. Espetro de *H-RMN (realizado em CDCls) do produto secundario Boc-Gly-Pro-OSu, obtido na sintese do
composto C-8c.
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A formacao deste produto pode ter sido causada pelo excesso de tempo de reacéo
(12 horas) e, uma vez que o HOSu é também nucledfilo, ocorreu assim a ativagéo do
residuo de Prolina. Por outro lado, o impedimento estereoquimico associado aos
glutamatos funcionalizados principalmente com a amantadina e a memantina, podera

ter dificultado o acoplamento entre estes e o restante dipéptido.

Sintese dos compostos C-4(a-c), C-9(a-c) e C-IlI

A sintese dos compostos C-4(a-c), C-9(a-c) e C-ll (Esquema 4.11.) consiste na
remocdo acidolitica do grupo N-protetor Boc, utilizando ATA e DCM anidro como
solvente (mecanismo apresentado anteriormente no Esquema 4.1., secc¢éo 4.1.1.5.).

(0] (@] (6] (0]
R1JI\_/\/”\R2 R1Jl\/\/lLR2
NH i o O NH

Y ), CFRCO00 o Y

o)
H n=93-98% @ :
/N\)\\ ) H3N\)kN )
Boc

C-3(a-c) / C-8(a-c) / C-l C-4(a-c) - ATA / C-9(a-c) - ATA / C-ll - ATA

0]
N

Condigbes e reagentes:

C-3(a-c) / C-4(a-c): R' =-OMe ; R? = -NH-R®

C-8(a-c) / C-9(a-c): R' = -NH-R%; R? = -OMe

C-l/C-ll: R' =-OMe ; R? = -OMe

R a= aminoindano; b = amantadina; ¢ = memantina.
i) ATA, DCM anidro.

Esquema 4.11. Sintese dos compostos C-4(a-c), C-9(a-c) e C-Il.

Os resultados obtidos encontram-se representados na Tabela 4.4., sendo que
estes (93 — 98 %) ndo sdo significativamente diferentes dos rendimentos obtidos na

remocao do grupo Boc dos compostos C-1(a-c) e C-6(a-c) (97 — 98 %).

Tabela 4.4. Resultados obtidos na sintese dos compostos C-4(a-c), C-9(a-c) e C-II.

C-3a 0,8637 C-4a 0,8378 97
C-8a 0,8202 C-9a 0,8038 98
C-3b 0,8196 C-4b 0,8032 98
C-8b 0,7711 C-9b 0,7557 98
C-3c 0,6956 C-4c 0,6608 95
C-8c 0,3783 C-9c 0,3518 93

C-l 1,166 C-ll 1,119 96

A desprotecdo dos compostos C-3(a-c), C-8(a-c) e C-lI permitiu obter os

compostos C-4(a-c), C-9(a-c) e C-ll, possibilitando a obtencédo imediata de uma série
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de compostos finais em que a amina do amino&cido de glicina dos conjugados de GPE

se encontra livre.

A reacdo de aminacao redutiva (também denominada de N-alquilacdo de aminas,
uma vez que é introduzido um grupo alquilo no grupo amina) € um método de sintese
de aminas primarias, secundarias ou terciarias utilizando aldeidos ou cetonas, via imina
ou ido iminio (no caso do uso de aminas secunddrias) como intermediario, que tem
revelado ser bastante Util e versatil na farmacéutica.®

A amina utilizada na reacdo depende entdo da amina final desejada, ou seja, ao
utilizar amoniaco obtém-se uma amina primaria, por sua vez ao usar uma amina
primaria obtém-se uma amina secundaria e, por fim, se for utilizada uma amina
secundaria € obtida uma amina terciaria. A amina escolhida é exposta a um aldeido ou
uma cetona, dependendo do grupo alquilo que se pretende introduzir, para se dar uma
reacdo de condensacao, formando assim uma ligacdo carbono-azoto e obtendo entdo
o produto desejado (Esquema 4.12.).%°

Aldeido
R' = alquilo/arilo

0] ®) Formaldeido
R1JI\H R1JI\R2 Cetona R'=H
R', R? = grupo
alquilo ou arilo
NH, NIH—R“
I
NH'3 e R3
(Amoniaco) (Amina (Amina
primaria) secundaria)
R2 R? R2
R R RS
NH, NIH I\II—R“
R3 RS
Amina primaria Amina secundaria Amina terciaria

Esquema 4.12. Resumo geral dos produtos possiveis a partir da reagdo de aminagao redutiva.

Inicialmente o aldeido (ou cetona) e a amina sao dissolvidos em 1,2-dicloroetano
(DCE), tetraidrofurano (THF) ou acetonitrilo, uma vez que séo solventes amplamente
utilizados neste tipo de reagfes.®! De seguida, existem dois métodos possiveis na
realizacdo da reacdo de aminacdo redutiva: 0 método direto e o método indireto. Em

relacdo ao método direto (Esquema 4.13.), a reacdo ocorre totalmente in situ,
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adicionando-se todos 0s componentes (amina, aldeido e agente redutor) desde o inicio

para obter a correspondente amina alquilada.

177" "R2
R R H FFZ
\ *
+ :/N—R3 + Agente redutor ——— RS —RA
R* 3
n R
R "H
1) Adicao

2) Troca protonica / Formagao do Hemiaminal 1,52 _ . .
3) Desidratagéo / Formagao da Imina R/R® = alquilo/arilo
4) Redugdo da Imina R3/R* = H, alquilo, arilo
5) Protonacgéao

Esquema 4.13. Reagdo geral de aminagao redutiva pelo método direto.

O método indireto consiste no isolamento da imina intermediaria (ou ido iminio),
para posteriormente ser adicionado 0 agente redutor com o objetivo de reduzir a mesma
e obter o produto pretendido.®*

O uso de um agente redutor € importante pois, uma vez que ocorre a formacgéo da
imina como intermediario, é necessaria a adicdo de um agente seletivo para transformar
a imina na correspondente amina pretendida. O agente redutor ir4 reagir mais
rapidamente com a ligacdo dupla da imina do que com o grupo carbonilo devido a sua

seletividade e, apds protonacdo obtém-se o produto desejado.

Existem diversos métodos que podem ser utilizados para a redugdo da imina
intermediaria formada durante a reacdo de aminagao redutiva, sendo que a escolha é
crucial para o sucesso da reacao.

A hidrogenacao catalitica, em que é utilizado paladio, platina ou niquel como
catalisador, € um tipo de reagdo que pode ser utilizada na reducéo (Esquema 4.14.).%%
% Este método consiste em utilizar H, como agente redutor, sendo que, para além de
conter a desvantagem de necessitar de elevadas quantidades de amina, também pode
apresentar outro tipo de inconvenientes tais como a obtencdo de uma mistura de
produtos, baixos rendimentos e também a incompatibilidade com diversos compostos
gue contém ligacdes duplas ou triplas de C-C, também com o grupo N-protetor Z e ainda
com outros grupos que também poderao sofrer reducdo como por exemplo grupos nitro,

ciano e furanilo.®®



FCUP | 65

o) NH,

Catalisador
L R/tw

Esquema 4.14. Esquema geral de uma hidrogenacéo catalitica utilizada na aminagédo redutiva.

Mais recentemente, tém vindo a ser utilizados diversos tipos de hidretos, como por
exemplo o cianoborohidreto de sédio (NaBHsCN) sendo este um reagente
extensivamente referido na literatura como agente redutor utilizado em aminacdes

redutivas.0 %

®
Na e

BH
N

NaBH,CN

Este agente redutor reage mais rapidamente com a imina intermediaria, pois
devido as condic¢fes acidicas utilizadas com este reagente, a imina € protonada ficando
assim facilitado o ataque por parte do NaBH3zCN.%® Apesar desta vantagem, o uso deste
agente redutor pressupde a utilizacdo de quantidades elevadas de amina,® a reacéo é
geralmente mais lenta quando utilizadas aminas pouco basicas® e ainda, para além
deste reagente ser t6xico,% o seu uso proporciona a formacéo de produtos secundarios

também téxicos como o HCN e o NaCN.

O agente utilizado neste trabalho foi o triacetoxiborohidreto de sédio
(NaBH(AcO)3), conhecido por STAB (do inglés Sodium triacetoxyborohydride), sendo

este também comummente utilizado em reacdes de aminagao redutiva.

@)

)I\Q@ e}
© oBoAN

Na /&H
(0]
NaBH(AcO),

Este agente redutor € amplamente utilizado ndo s6 devido a sua seletividade, uma
vez que atua preferencialmente em aminacfes de aldeidos do que em cetonas, mas
também devido as condicdes suaves de reducdo que proporciona, condicdes essas
causadas pelo efeito estérico e efeito da densidade eletronica (Figura 4.8.), sendo que
estes efeitos sdo provocados pelos trés grupos etoxilos, que estabilizam a ligacdo boro-

hidrogénio.1®



66 | FCUP

&
%
Figura 4.8. Efeito estérico de densidade eletronica presente no NaBH(AcO)s.

O mecanismo de aminacao redutiva (direta) para obter uma amina alquilada com
um grupo metilo, utilizando STAB como agente redutor (Esquema 4.15.), consiste no
ataque nucleofilico da amina ao formaldeido, em que por adicao ocorre a formacao de
um hemiaminal. De seguida, ocorre troca proténica entre o grupo hidroxilo e o grupo
amina do hemiaminal, troca essa que provocara a eliminacdo de uma molécula de agua
por desidratacdo, formando assim, neste caso, uma imina. A imina ir4 ser reduzida
devido a presenca de um agente redutor (como por exemplo, STAB) sendo que o
produto resultante sera protonado pela 4gua produzida na reagdo ou mesmo pela agua
presente na solu¢cdo de formaldeido que foi adicionada, formando assim a amina

metilada pretendida.

(o] 0] H|T| |_|O v ,HO
A, N A — H\F'\ci)\)l\R H\I/N\)I\R
0 OH
Formaldeido © Hemiaminal
(1eq)
N ® O
a
)I\Q@ e}
.B.
H O H ~ o’
® 0 o]
Na e 0 ? H H I\C?\)I\
H N H N
b R T
H H HO0  H'@H
“ Imina
o] 0]
O )\9 O o e , )\Q 9
/N\)\R o B‘o)K * OH Na BoH + @?\la%k

R: -Pro-Glu(-NH-R?)-OMe ou -Pro-Glu(OMe)-NH-R?
RZ a= aminoindano; b = amantadina; ¢ = memantina.

Esquema 4.15. Mecanismo de monometilagédo por aminagao redutiva utilizando 1 eq. de formaldeido e

triacetoxiborohidreto de s6dio como agente redutor.

Usando 2 eq. de formaldeido obtém-se a correspondente amina dimetilada, sendo

gque 0 mecanismo da segunda metilagdo é analogo ao apresentado no Esquema 4.15..
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Sintese dos conjugados finais C-5(a-c) e C-10(a-c) / Sintese do controlo C-llI

Inicialmente, o plano de sintese dos compostos C-5(a-c) e C-10(a-c) tinha como
objetivo o uso do reagente comercial N,N-dimetilglicina (DMG). Assim, de forma a
comprovar o sucesso deste método realizou-se uma condensacéo peptidica simples via
TBTU para o acoplamento da DMG ao dipéptido H-Pro-Glu(OMe)-OMe que ja tinha sido

sintetizado previamente pelo grupo (Esquema 4.16.).

1) DIEA o o
2) TBTU PP
3) H-Pro-Glu(OMe)-OMe 07 o)
(6] NH
N X
- \)I\OH DCM anidro \ o H
/N\)\\N )

N,N-dimetilglicina C-ll

Esquema 4.16. Tentativa de sintese para obtengao do composto C-lll, utilizando a N,N-dimetilglicina.

Verificou-se por TLC a formacgéo de diversas manchas, sendo que uma delas
pensou-se que poderia corresponder ao produto pretendido. Apds a realizagdo do
tratamento (extracdes basicas liquido-liquido) constatou-se a perda do composto para
a fase aquosa. Este facto ndo era expectavel uma vez que, sendo uma amina terciaria
€ mais hidrofébica, mas mesmo com extracdes sucessivas, ndo foi possivel recuperar

0 composto obtido, para averiguar se seria efetivamente o composto pretendido.

Uma vez que o método testado revelou ser bastante problematico para além de
formar diversos produtos, decidiu-se testar a realizacdo da aminacao redutiva utilizando
0s compostos C-4(a-c), C-9(a-c) e C-ll (mecanismo apresentado no Esquema 4.15.,
seccdo 4.1.2.1.) para a sintese dos compostos C-5(a-c), C-10(a-c) e C-lll (Esquema
4.17)).

o) o) o) o)
R1JI\_/\/U\R2 R1JI\_/\/U\R2
o O« _NH - O _NH
CF,c00 o Y ) o Y
® : N=60-75% \ :
HsN\)LN ) /N\)\N )
C-4(a-c) - ATA / C-9(a-c) - ATA / C-Il - ATA C-5(a-c) / C-10(a-c) / C-llI

Condicbes e reagentes:

C-4(a-c) / C-5(a-c): R" =-OMe ; R? = -NH-R®

C-9(a-c) / C-10(a-c): R" = -NH-R?%; R? = -OMe;
c-/cHl: R' =-OMe ; R? = -OMe.

R3:a= aminoindano; b = amantadina; ¢ = memantina.
i) CH,0, STAB, DCE.

Esquema 4.17. Sintese dos conjugados finais C-5(a-c), C-10(a-c) e respetivo controlo C-lII.
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Assim, esta sintese iniciou-se com os compostos C-4(a-c), C-9(a-c) e C-ll
previamente dissolvidos em 1,2-dicloroetano. De seguida adicionou-se 2,5 eq. de
formaldeido (solucdo aquosa a 37% m/v), uma vez que se pretende a dimetilacdo da
amina dos compostos mencionados. De seguida, adicionou-se um excesso de agente
redutor, 5 eq. de STAB, para deste modo obter a amina dimetilada. E necessario o uso
de um excesso significativo de agente redutor, uma vez que foi utilizada uma solucdo
aguosa de CH;0 e, portanto, parte do STAB pode ser hidrolisado.

Este método revelou ser bastante mais limpo uma vez que nhao se verificou a
formacdo de tantos produtos secundarios como no primeiro método testado. A
vantagem desta abordagem é gue os compostos sintetizados sao soluveis em DCM e o
excesso de agente redutor ndo é sollvel nesse solvente organico. Assim, o tratamento
dos compostos C-5(a-c), C-10(a-c) e C-lll consistiu na filtracdo por vacuo do excesso
de agente redutor, em que se recuperaram as aguas-mae. De seguida, 0s compostos
foram concentrados através da evaporac¢ao do solvente utilizando o evaporador rotativo,
sendo que apenas com esse tratamento os compostos ficaram puros, com a excegéo
dos compostos C-5a e C-lll que necessitaram de purificagdo por cromatografia de
adsorcao em coluna de gel de silica.

Assim foram obtidos bons rendimentos, entre os 60 — 75% (Tabela 4.5.), utilizando
um novo método de tratamento mais vantajoso uma vez que evita a realizacdo de

extragdes e também, na maior parte das vezes, evita mesmo a purificacao por coluna.

Tabela 4.5. Resultados obtidos na sintese dos compostos C-5(a-c), C-10(a-c) e C-lll.

C-4a 0,6139 C-5a 0,4420 72
C-9a 0,5917 C-10a 0,4142 70
C-4b 0,6077 C-5b 0,4497 74
C-9b 0,5324 C-10b 0,3993 75
C-4c 0,4935 C-5c 0,2961 60
C-9c 0,1825 C-10c 0,1095 60

C-li 0,8261 C-lll 0,5617 68
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Muitos farmacos sdo administrados sob a forma de racematos. Um exemplo € o
acido (R,S)-2-(isobutilfenil)-propandico, também conhecido por ibuprofeno, utilizado no
tratamento de diversos sintomas como inflamacdes e febre.10!

No entanto, em todos os farmacos, cada enantibmero representa um papel

importante na farmacodinamica e/ou farmacocinética do respetivo farmaco. 102

o}
OH

ibuprofeno

Em 1848, Louis Pasteur foi o pioneiro na separacao de dois enantibmeros de uma
mistura racémica, ao realizar a resolucdo do sal tartarato de sédio e amonio
(Esquema 4.18.) separacdo essa que o préprio comprovou ao fazer passar luz
polarizada através de uma solugdo de cada um destes e observar que um girava a luz
no sentido dextrégiro ([a]p = + 12, 7) e 0 outro rodava no sentido contrario ([a]p = — 12,
7).103

OH O O OH
® o o ®
® O
Na ONo@ ONH, T ONH, o)%(o Na
O OH OH O

Esquema 4.18. Resolucédo do tartarato de s6dio e amoénio.

Alguns anos depois, em 1853, Louis Pasteur, utilizando bases quirais de
quinuclidina, como a quinotoxina e a cinchotoxina em conjunto com o &cido tartérico
na sua forma racémica, conseguiu obter um excesso enantiomérico do acido L-tartarico

e do acido D-tartario, respetivamente (Esquema 4.19.),103-104
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OH O
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o 9H O OH O
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H OH 0 OH
O OH O OH

Esquema 4.19. Resolugéo quimica do acido tartérico.

Ainda, Louis Pasteur também foi o primeiro a realizar uma resolugéo cinética
enzimatica, ao observar que o L-tartarato de amonio era digerido pelo fungo Penicillium
Glaucum, enquanto que o D-tartarato de amonio ficava intacto.'®

Assim, a sintese de compostos enantiomericamente puros tem vindo a ter cada
vez mais importéancia, sendo um desafio para a quimica orgéanica e tendo principalmente

dois tipos de resolucdo: a resolucdo enzimatica e a resolucao quimica.

A resolucdo enzimatica pode ser dividida em dois métodos principais: a resolucéo
cinética classica (KR, do inglés Kinetic Resolution) e a resolugdo cinética dindmica
(DKR, do inglés Dynamic Kinetic Resolution). A primeira consiste em tratar o racemato
com uma enzima que ira reconhecer estereoseletivamente um dos enantibmeros
convertendo-o num produto diferente, enquanto que o outro enantiomero permanece
intacto, dando-se entdo a separagdo dos enantidmeros devido as suas diferentes
propriedades fisicas.

Relativamente a resolu¢do de aminas, normalmente ocorre a acilagdo assimétrica
de um dos enantiomeros mediada por lipases, sendo que este tipo de resolucao tem

vindo a ser cada vez mais comum, tanto aplicada a aminas primarias como
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secundarias.'®1°7 Torna-se também vantajoso o uso da acilacéo catalisada via enzima
em comparagdo com a acilagdo ndo-catalisada, uma vez que, sendo as aminas
nucleofilos fortes, se ndo fossem utilizadas enzimas a acilacdo poderia ocorrer de uma
forma néo-seletiva, levando a um menor excesso enantiomérico (ee) do produto. A
maior desvantagem deste tipo de resolugéo € que, teoricamente, os dois enantiomeros
apenas podem ser obtidos com um rendimento maximo de 50%.

Kitaguchi e co-autores, em 1989, realizaram uma das primeiras acilacdes mediada
por enzimas, tendo testado varias lipases e proteases na resolucao da a-feniletilamina

utilizando butirato de 2,2,2-trifluoroetilo como agente acilante.'%®

. ~ Ao

NH; F

a-feniletilamina Butirato de 2,2,2-trifluoroetilo

Além da escolha da enzima a utilizar, 0s mesmos autores observaram a influéncia
do solvente na enantiosseletividade da reacéo, tendo os melhores resultados (ee > 99%)
ao utilizar a subtilisina como protease e 3-metil-3-pentanol como solvente.

A mesma enzima (subtilisina) e o mesmo solvente (3-metil-3-pentanol) foram
também utilizados por Gutman Aire e co-autores em 1992, na resolugédo cinética do 1-

aminoindano (Esquema 4.20.) obtendo um ee > 98 %.%°

NH ol
2 PPt . Subtilisina o
+ > +
©i> O/\ﬁ F  3-metil-3pentanol Oi; NH
L :

Esquema 4.20. Resolugéo enzimatica do 1-aminoindano, utilizando subtilisina.

Alguns anos depois, em 1996, a farmacéutica Bayer, conseguiu realizar a hidrélise
enantiosseletiva da N-(1-(4-clorofenil)etil)acetamida (ee > 99%), utilizando a lipase
Candida antarctica B (CALB) (Esquema 4.21.).11°

@) O

HN)K CALB orz HNJ\

e — +
H,0
Cl
Cl Cl

N-[1-(4-clorofenil)etillJacetamida

Esquema 4.21. Hidrélise de uma acetamida mediada pela lipase CALB.
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Esta enzima tem propriedades muito benéficas como uma elevada
enantiosseletividade para uma vasta gama de substratos, estabilidade térmica e ainda,
estabilidade em solventes organicos.11112

A CALB é comumente imobilizada numa superficie hidrofébica, como numa resina
acrilica e utilizada sob esta forma, sendo designada por Novozym 435 (sendo esta
comercial). Esta também tem vindo a ser utilizada com sucesso, por exemplo, na
acilacdo enantiosseletiva de derivados da 1-fenilprop-2-in-1-amina (ee > 88%),
utilizando acetato de etilo como agente acilante e éter etilico como solvente (Esquema
4.22.).113

\

Novozym 435, AcOEt @\/ . =

Et,0 Y
R 2 R R NHAC

NH, NH;

Derivados da
1-fenilprop-2-in-1-amina

Esquema 4.22. Resolugdo da 1-fenilprop-2-in-1-amina utilizando Novozym 435.113

Relativamente a resolugéo cinética dinamica, o racemato é resolvido através da
transformacé&o quimica de um dos enantidmeros (0 que tiver menor energia de ativacao),
ocorrendo a racemizacdo in situ do outro enantibmero, sendo possivel obter um

rendimento tedrico de 100 % (Esquema 4.23.).114

Racemizacéao

+ = reagentes
Converséo rapida Converséo lenta

O + @ = produtos

Q Q

R S

Esquema 4.23. Representacao geral do processo de resolugéo cinética dinamica.

Filice e co-autores,!® realizaram a resolucéo cinética dinamica da a-feniletilamina,
utilizando um método hibrido proteico-inorganico, ao usar uma mistura da enzima CALB
com Pd(OAc). em meio aquoso (Esquema 4.24.). Neste caso, a CALB atua como
agente redutor dos catides de Pd (Il), proporcionando a formacdo de pequenas
particulas de Pd dentro do complexo enzimatico. Este complexo Pd / CALB demonstrou

obter atividade de acilacdo e racemizacdo, sendo que, 0 seu uso como catalisador
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bifuncional neste tipo de resolucdo enzimatica, permitiu obter a a-feniletilamina com

bons rendimentos e excelente ee (> 99%).11°

Pd / CALB, AcOEt O\/

Tolueno, 70 °C, 4h B
NH, NHAc

Esquema 4.24. Resolug&o cinética dinamica da a-feniletilamina, utilizando Pd/CALB e AcOEt.**®

A enzima descrita na literatura para resolucdo da 1-MeTIQ € a lipase Candida
rugosa (também conhecida por CRL). G. F. Breen, em 2004, realizou um screening
utilizando diversos tipos de lipases e esterases (usando acetato de etilo como agente
acilante e éter diisopropilico como solvente), sendo que a CRL foi a Unica que
demonstrou alguma atividade. O mesmo autor utilizou também esta enzima com
diversos carbonatos de alilo e fenilo substituidos (com o grupo nitro, bromo e

diferentes éteres, em varias posicdes), como agentes acilantes.®®

oo

R

Carbonatos de alilo e fenilo substituidos

O melhor resultado foi obtido utilizando o carbonato de alilo e 3-metoxifenilo

como agente acilante, originando a (S)-MeTIQ com um rendimento de 46 % e um ee de

99,65 %.%
o) [ j
\/\o)l\o o~

Carbonato de alilo e 3-metoxifenilo

No entanto, existem alguns problemas reportados associados a escassez de
reprodutibilidade aquando o uso desta enzima. Esta desvantagem esta relacionada com
as condicdes, como a temperatura e a escolha do solvente, mas também com o lipase

loading, o perfil isoenzimatico e a influéncia do substrato.'®
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Tentou-se realizar a resolucdo cinética enzimatica da 1-MeTIQ com a enzima
Novozym 435 (Esquema 4.25.), uma vez que o0 grupo de investigacdo possui uma
experiéncia positiva na utilizacdo da mesma.’ Inicialmente, dissolveu-se a amina em
Tolueno (4 mL) e de seguida, adicionou-se o agente acilante respetivo (0,5 — 0,6 eq.),
sendo que foram utilizados trés agentes acilantes, como se encontra representado na
Tabela 4.6.. ApGs a adicdo da enzima (25% m/m), a solucéo ficou em agitacao orbital

(48 horas), sendo esta reacdo acompanhada por TLC.

Novozym 435

NH Acilagdo enantioseletiva
Agente acilante

Tolueno

Esquema 4.25. Tentativa de resolugéo cinética enzimatica da 1-MeTIQ usando Novozym 435.

Tabela 4.6. Quantidades utilizadas tentativa de resolucéo cinética enzimética da 1-MeTIQ.

1,462 Acetato de vinilo 0,7310
1-MeTIQ 0,6936 Acetato de etilo 0,4162 Tolueno 48
0,7401 Dimetilcarbonato 0,4441

Foi possivel concluir pela observacao dos TLCs realizados ao longo das reacoes,
gue a tentativa de resolucdo ndo foi bem-sucedida, uma vez que ndo se observou a
formacgédo do produto acilado. Estes resultados podem ter sido causados essencialmente
por trés motivos: a enzima pode nao ser seletiva para este tipo de substrato; os agentes
acilantes utilizados podem nao ter sido os mais adequados; e o solvente pode nao ter

sido o mais apropriado.

O principio da separacdo de dois enantiomeros, atraveés da resolucdo quimica,
consiste no uso de um reagente auxiliar enantiomericamente puro, com a posterior
formacao preferencial de um dos diastereoisomeros que, devido as diferencas nas
propriedades pode ser isolado, recuperando ainda o reagente auxiliar utilizado
(Esquema 4.26.).
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o 9

Mistura racémica R

Separacgao dos
enantiomeros isolados

Esquema 4.26. Representagao geral da resolugao quimica utilizando um agente de resolugao quiral.

A formagéo de diastereoisomeros ocorre devido a presenca de um agente de
resolucdo quiral que ir4 reagir com o racemato. Este agente pode ser introduzido através
de diferentes tipos de reacdo, &cido-base, condensacgdo, acoplamento peptidico,
substituicdo, entre outras, sendo que o tipo de reacdo que ocorre depende do agente
quiral e da natureza quimica do racemato.

Uma das estratégias de resolugdo mais utilizadas e mais relevante é a formacéo
de sais diastereoisoméricos, devido a facilidade de recuperar o auxiliar quiral utilizado.
Estes sais formam-se utilizando acidos ou bases na sua forma racémica e um agente
de resolucdo enantiomericamente puro basico ou acido, respetivamente. Uma vez que
os diastereoisomeros possuem  propriedades  fisico-quimicas  diferentes,
nomeadamente a solubilidade, torna-se possivel a separacdo dos mesmos, isto quando
ocorre cristalizacao preferencial (também denominada por resolugéo por arrastamento),
ou seja, quando apenas um dos diastereocisbmeros cristaliza e o outro é solavel no
solvente utilizado.!'® Addison Ault demonstrou a aplicacdo deste método de
resolucéo,!® que consiste na resolucéo da a-feniletilamina (sendo que esta amina ja foi
resolvida na presenca de uma enzima, como foi demonstrado na seccéo 4.1.3.2.)

usando o acido (R,R)-tartarico (Esquema 4.27.).

OH O
T §1H3 02 OH

on o © O OH

. @ HONOH —
NH, O OH

NH % ?H i
@ 3 Y OH

O OH

Esquema 4.27. Resolugé&o por cristalizagéo da a-feniletilamina utilizando o &cido (R,R)-tartarico.
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O &cido (R,R)-artarico (j& mencionado na seccao 4.1.3.1.) é um agente de
resolugdo muito utilizado para formar sais diastereoisoméricos. Neste caso, 0
diastereoisémero (S)-feniletilamonio / (R,R)-tartarato cristaliza rapidamente em metanol
(e o outro diastereoisémero € sollvel neste solvente), sendo que apds a recuperacao
dos cristais e um tratamento acido (com HCI aquoso), € possivel extrair o agente de
resolucdo com Et,O, ficando a (S)-feniletilamina [(S)-PEA, do inglés (S)-
phenylethylamine] sob a forma de sal de amdnio na fase aquosa. De seguida, o sal
obtido na fase aquosa é extraido utilizando uma solucdo basica de NaOH e Et.0,
obtendo-se assim a (S)-PEA enantiomericamente pura (Esquema 4.28.). Para
conseguir obter o outro enantibmero, a (R)-feniletilamina [(R)-PEA], é utilizado o mesmo
processo a partir da solugdo metandlica, ou seja, a partir das aguas-mée obtidas a partir

da filtrac&o dos cristais do sal diastereoisomérico com a (S)-PEA.1°

NaOH agq. O\/
O\/ AL + NaCl + H,0

NG Et,0 =
NH NH
® 3 Cl 2
Fase aquosa Fase organica

(Et20)

Esquema 4.28. Reacéo de basificagdo para obtencao da (S)-feniletilamina.

Estas duas aminas enantiomericamente puras sao bastante (teis uma vez que as
proprias também s&o muito utilizadas como agentes de resolugdo ndo s6 em reacgdes
de acido-base, como também outros tipos de reagcfes, uma vez que sao facilmente
recuperaveis.'?® Estas aminas sdo utilizadas para obter as correspondentes iminas
quirais (pela condensacao com aldeidos), para posterior uso em, por exemplo, reacdes

assimétricas de aza-Diels-Alder,*?* de hidrogenacéo ou adicdo nucleofilica.*?

7

O &cido mandélico é outro agente também muito comum, utilizado para a

introducédo de centros estereogénicos em transformacdes estereoseletivas.'??

(0]

OH
OH

acido mandélico

A resolucéo da 1-naftalen-1-iletanamina realizada por Vijayavitthal T. Mathad e

co-autores,’?® é um exemplo do uso do &cido mandélico para a formacdo de sais

diastereoisoméricos.
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NH,

1-naftalen-1-iletanamina

Esta resolucao consistiu em aquecer (55 — 60 °C) uma mistura constituida por esta
amina racémica e o acido (R)-mandélico em etanol até obter uma solugéo limpida. De
seguida, foi realizado um arrefecimento ate os 25 — 30 °C até obter um solido, que foi
filtrado e identificado como sendo o sal de (R)-1-naftalen-1-iletanaménio de mandelato.
De seguida, este sofreu um tratamento basico, obtendo-se o isémero (R) pretendido
com um rendimento de 72% e pureza enantiomérica maior que 99,5%. O isémero (S)
foi obtido estabilizando as aguas-mae numa temperatura de 15 °C durante um longo
periodo de tempo, sendo que, como este isdmero ndo era o mais desejado, ap6s a sua
recuperacao utilizando tratamento bésico, este foi sujeito a racemizagcdo para a
recuperacao do racemato, utilizando DMSO, KOH e temperaturas elevadas (Esquema
4.29.).128

® ®
NH, NH3 0 NH; o
acido (R)-mandélico o . o
OO EtOH o 0
OH OH
1 Tolueno, Tolueno,

Solugéo aquosa Solugdo aquosa
de NH; de NH;

DMSO / KOH «NH, NH,

Refluxo / 20h ‘

Esquema 4.29. Resolugdo da 1-naftalen-1-iletanamina, utilizando o acido (R)-mandélico.*??

z

Outro exemplo de cristalizacdo preferencial é a resolucdo do ibuprofeno
utilizando o aminoéacido (S)-lisina como agente de resolucao, realizada por Apurba
Bhattacharya e David Murphy.'?* Neste caso, ocorreu primeiramente a cristalizacédo do
sal com (S)-ibuprofeno a 22 °C e, posteriormente, cristalizaram as aguas-mae
utilizando uma temperatura menor (0 °C), obtendo o sal com o (R)-ibuprofeno
(Esquema 4.30.).
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0]
+ HoN \/\/\HJ\OH
oH NH,
0]
ibuprofeno (S)-lisina
|
22 °C, EtOH / Hzol lQ °C, EtOH / H,0

® i N i
RS NH,

W
(0] (0]

Esquema 4.30. Cristalizag&o preferencial do ibuprofeno / (S)-lisina.'?*

Neste caso ocorreu inicialmente a cristalizagdo cinética, e depois, uma
cristalizagcdo termodindmica baseada na mudanca de temperatura. De seguida, estes
foram sujeitos a um tratamento acidico com uma solucdo aquosa de HCI, para deste
modo obter os compostos enantiomericamente puros pretendidos.?*

Por vezes, pode acontecer a cristalizacdo de ambos o0s sais diastereoisomeéricos,
podendo ocorrer a cristalizagdo de ambos como mistura de cristais enantiopuros
(denominando-se de conglomerados), sendo neste caso a resolugdo denominada por
resolugdo espontanea. Este método € menos comum, devido as dificuldades
associadas a separacdo dos sais formados, no entanto, por vezes estes podem ser
separados utilizando métodos mecanicos que se baseiam, principalmente, nas
diferencas das formas do cristal formado por cada diastereoisémero, 2>126 ou mesmo

utilizando os métodos referidos na cristalizacdo preferencial quando possivel.'?’

Atualmente, ndo se encontra reportado nenhum método de resolucdo da 1-MeTIQ.
A Unica tentativa de obter esta amina enantioméricamente pura reportada € a realizacédo
da sintese completa desta amina através de um procedimento eficiente (com rendimento
global de 51%),°* mas que tem como desvantagem o nimero elevado de passos

reacionais (Esquema 4.31.).
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Esquema 4.31. Sintese quiral da 1-MeTIQ.%

Tentativa de resolucéo por cromatografia em coluna

Inicialmente como o objetivo seria realizar a funcionalizagéo dos glutamatos (Boc-
Glu(OH)-OMe e Boc-Glu(OMe)-OH), realizou-se o acoplamento da 1-MeTIQ com o Boc-
Glu(OH)-OMe (Esquema 4.32.), na tentativa de avaliar a possibilidade da formacéo de

diastereoisémeros separaveis por cromatografia em coluna.

Acoplamento peptidico

via TBTU
Mistura de diastereoisbmeros

nao separavel por cc

NH + Boc-Glu(OH)-OMe

Esquema 4.32. Tentativa de resolugéo da 1-MeTIQ através do acoplamento com Boc-Glu(OH)-OMe via TBTU.
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ApGs a reacdo, que ocorreu com sucesso como demonstrado no espetro
apresentado na Figura 4.9., realizaram-se diversos testes de eluentes (Tabela 4.7.)
com a finalidade de conseguir separar os dois diastereocisémeros formados, contudo,

nao foi possivel isolar, separadamente, os mesmos diastereocisdémeros.

o) o) 0 o =
_NH
Boc” NH Boc
'M A A nl |
]i L foa_ AN Y L T L T N PR l
aio T’is Tio 6.5 5!0 5_|5 s_lo 4‘.5 4‘.0 al_s 3I_0 2.‘5 2.‘0 1!5 1|_0 ois oio
o/ppm

Figura 4.9. Espetro de *H-RMN em CDCl; do composto Boc-Glu(1-MeTIQ)-OMe.

Tabela 4.7. Eluentes testados para a separacéo dos diastereoisémeros de Boc-Glu(1-MeTIQ)-OMe.

AcOEt -
AcOEt / Hex 1:3
DCM / MeOH 5:1
DCM / MeOH 8:1

DCM / MeOH 10:1
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Tentativa de resolucédo via formacéo de sais diastereocisoméricos

Uma vez sendo uma técnica de resolugdo bastante comum, a segunda tentativa
de resolucao quimica da amina 1-MeTIQ consistiu em realizar varias experiéncias com
a finalidade da formacé&o de sais diastereoisoméricos possiveis de separar a posteriori.
Assim, utilizaram-se como agentes de resolucdo, os diversos acidos quirais
representados no Esquema 4.33., para a formacdo dos correspondentes sais

pretendidos.

Acidos quirais utilizados

? a8 3
HO_ A~
OH OH NOH

OH OH O OH

Acido (S)-mandélico Acido (R)-mandélico Acido (R,R)-tartarico
OH
H 0]
Boc. OH Boc .. H
N z-N \;)I\OH N ©
(0] = 0]
Boc-L-Val-OH Z-.-Ala-OH Boc-L-Ser-OH
o]
O._OH
OH L
N. Boc . N S/
Boc H
Boc-L-Pro-OH Boc-p-Met-OH

Esquema 4.33. Acidos quirais utilizados na tentativa de resolugéo da 1-MeTIQ.

Testaram-se ainda diversos solventes (Tabela 4.8.), com o objetivo proporcionar
as condicbes ideais para se dar a cristalizacdo de pelo menos um dos

diastereoisbmeros.
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Tabela 4.8. Condicdes utilizadas e resultados obtidos na tentativa de resolucdo da 1-MeTIQ por cristalizacao.

Et,O - Precipitado branco
Precipitado branco
) Et.O / MeOH 4:2 + 0leo viscoso
Acido (S)-mandélico amarelado
Precipitado branco
Et,O / MeOH 5:1 + 0Oleo viscoso
amarelado
Et.O - Solucéo limpida
< . Et MeOH 1 lucao limpi
Acido (R)-mandélico 20 / MeQ ° S0 ugzjo I pfda
Hex - Solugéo limpida
Hex / MeOH 6:1 Solucéo limpida
Et.O - Solucéo limpida
. L Et,O / MeOH 5:1 Solugéo turva
A R,R)- .
cido (R,R)-tartarico Et,O / MeOH 4:1 Solucéo limpida
Hex / MeOH 6:1 Solucéo limpida
Et.O - Solucéo limpida
Boc-L-Val-OH Et,O / MeOH 5:1 Solugéo limpida
Hex / MeOH 6:1 Solucéo limpida
Et.O - Solucéo limpida
Z-Ala-OH :
a0 Et,O / MeOH 5:1 Solucéo limpida
Et.O - Solucéo limpida
Boc-Ser-OH :
oc-oer Et.O / MeOH 5:1 Solucéo limpida
Et.O - Solucéo limpida
Boc-Pro-OH .
oc-Pro-0 Et,O / MeOH 5:1 Solucéo limpida
Et.O - Solucéo limpida
Boc-D-Met-OH -
Et,O / MeOH 5:1 Precipitado branco

E possivel concluir que nenhumas das experiéncias permitiu obter um resultado
satisfatério para proporcionar a separacdo dos sais diastereoisoméricos. Ao testar
diversos solventes, apenas o acido (S)-mandélico e a Boc-D-Met-OH permitiram obter
um resultado que se poderia prever uma possivel separacdo. No caso do acido (S)-
mandélico, apds a filtragéo do precipitado obtido, verificou-se que estes ficaram com um
aspeto de 6leo muito viscoso, tendo-se identificado como sendo a mistura racémica. Por
outro lado, ao utilizar a Boc-D-Met-OH, verificou-se a formacdo de um precipitado que
foi devidamente isolado, sendo que este foi identificado como sendo apenas a Boc-D-
Met-OH e ndo como o sal pretendido, podendo néo ter ocorrido a formacé&o do sal, ou
este se ter formado, mas ter-se decomposto a posteriori.

Assim, apesar de se terem testado diversos solventes em varias proporcoes,
poderiam ter sido testadas outras condicbes como por exemplo mudancas de
temperatura, para deste modo proporcionar uma melhor solubilidade diferencial dos sais

diastereoisoméricos.



FCUP | 83

Resolucdo utilizando Cloreto de (S)-(+)-10-canfor-sulfonilo

Nesta tentativa de resolucdo da amina 1-MeTIQ utilizou-se o Cloreto de (S)-(+)-
10-canfor-sulfonilo, com o objetivo de, apds a formacdo da sulfonamida, tentar a

separacao dos diastereoisémeros formados (Esquema 4.34.).

Et3N ? /&o é /%o

s =0 + s =00

8:0° \
O ¢

Cloreto de (S)-(+)-10-canfor-sulfonilo

Esquema 4.34. Reacgédo de formac&o dos diastereoisomeros utilizando cloreto de (S)-(+)-10-canfor-sulfonilo.

Assim, dissolveu-se a 1-MeTIQ em DCM anidro, num ambiente inerte (Argon),
uma vez que o cloreto de sulfonilo pode sofrer hidrélise, de seguida adicionou-se 1,2
eq. de EtsN, uma vez que é necessario a captura do HCI que se ira formar in situ.

ApOs o tratamento procedeu-se a purificacdo da mistura obtida por cromatografia
em coluna tendo-se isolado um dos compostos. O espetro de *H-RMN obtido para o
composto isolado (seccdo 6.1.6.1.), revelou que se trata de apenas um dos
diastereoisémeros. A andlise do espetro aparentemente parecia compativel com a
estrutura prevista (sulfonamida), contudo, consegue perceber-se uma lomba a campos
baixos (ca. 8 ppm), que pode ser indicativo de um sinal caracteristico de protdes
acidicos. Preparou-se uma nova solu¢do do composto isolado em CDCls com uma
concentracdo diferente para se verificar se este sinal sofria alguma altera¢éo, uma vez
que os protbes labeis se deslocam consoante a concentracdo da amostra e da
temperatura (Figura 4.10.). O resultado obtido permitiu concluir que se tratam de
protdes labeis, uma vez que houve deslocamento do sinal (ca. 5.2 ppm) e, portanto,

indicativo que a estrutura ndo poderia ser a sulfonamida esperada.
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Figura 4.10. Espetros de *H-RMN (CDCls), truncados para o diastereoisémero isolado (C-1d) obtido da reacdo da 1-
MeTIQ racémica e o cloreto (S)-(+)-10-canforsulfonilo a diferentes concentragées (A e B).

Este sinal ndo seria espectavel para o composto pretendido, suspeitando-se assim
da existéncia do sal (S)-(+)-10-canforsulfonato de 1-metil-1,2,3,4-tetraidroisoquinolin-2-
io (C-1d).

(:()C:‘)Hz o}

C-1d

Deste modo, decidiu-se realizar uma analise de massa (ESI-MS), tanto em modo
positivo (Figura 4.11.) como em modo negativo (Figura 4.12.), para confirmar qual o

composto realmente sintetizado.
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(@) GQI;HQ 3) @I}HZ

906.87

380.60
182.60 235.80 327.13 656.87 754.20
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m/z

Figura 4.11. Espetro de massa (ESI-MS), em modo positivo, do composto C-1d.

765.67

847.33 883.67

277.40 32433

661.73 746.87 961.80

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z

Figura 4.12. Espetro de massa (ESI-MS), em modo negativo, do composto C-1d.



86 | FCUP

Pelo espetro de massa realizado em modo positivo (Figura 4.11.), foi possivel
verificar a existéncia do catido 1-metil-1,2,3,4-tetraidroisoquinolin-2-io (1-MeTIQ*, m/z =
148.27 u.m.a.), um trimero constituido por dois catibes 1-MeTIQ" e 0 anido (S)-(+)-10-
canforsulfonato (m/z = 527.80 u.m.a.) e um pentadmero constituido por trés catides 1-
MeTIQ* e dois anides de (S)-(+)-10-canforsulfonato (m/z = 906.87 u.m.a.).

Por outro lado, ao analisar o espetro de massa realizado em modo negativo
(Figura 4.12.), verificou-se a existéncia do anido (S)-(+)-10-canforsulfonato (m/z =
251.53 u.m.a.).

Deste modo, foi possivel concluir que o composto que foi sintetizado e isolado por
cromatografia em coluna foi realmente o sulfonato de aménio e ndo a sulfonamida
pretendida. Apesar deste contratempo, conseguiu-se igualmente cumprir 0 objetivo
principal da separacéo dos diastereoisomeros, tendo-se conseguido isolar apenas um
deles, embora até ao momento ainda nédo se tenha informacgéo estrutural que permita

indubitavelmente atribuir a estereoquimica do catido.

Assim, uma vez que o esperado seria a formagédo da sulfonamida, decidiu-se
analisar o cloreto de (S)-(+)-10-canfor-sulfonilo (reagente comercial) por H-RMN
(Figura 4.13.), uma vez que este poderia ndo estar nas melhores condi¢gbes, motivo
pelo qual ndo se obteve o produto inicialmente pretendido. Analisaram-se ainda os
espetros de *H-RMN disponiveis da Sigma-Aldrich, tanto do cloreto de (S)-(+)-10-canfor-
sulfonilo (Figura 4.14.), como do &cido (1S)-canfor-sulfénico (Figura 4.15.), para deste

modo, por comparacao concluir acerca da composi¢do do reagente utilizado.

‘ ]L‘_.,._U_AJ,\M\.,\JL ol ]

T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 Th 70 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 0.5 0.0
o/ppm

Figura 4.13. Espetro de 'H-RMN realizado ao reagente comercial cloreto de (S)-(+)-10-canfor-sulfonilo, em CDCls.
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Figura 4.14. Espetro de 'H-RMN do reagente comercial cloreto de (S)-(+)-10-canfor-sulfonilo, em CDCl,.*?8
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Figura 4.15. Espetro de 'H-RMN do reagente comercial &cido (1S)-canforsulfonico, em D,0.%

Pela analise do espetro relativo ao reagente comercial usado (Figura 4.13.) é
possivel verificar-se a presenga do reagente descrito no rotulo (62 %) e ainda, o produto
resultante da sua hidrélise (o acido (1S)-canfor-sulfénico, 38 %). Para o efeito, a
guantificacao foi feita pela integracédo dos sinais dos protdes diastereotépicos Hcant-10,
sendo estes bastante caracteristicos, para a atribuicdo inequivoca destes compostos,
que por comparacado destes sinais com os sinais dos mesmos protdes visualizados nos
dados espetroscopicos (*H-RMN) de reagentes comerciais fornecidos pelo site Sigma-
Aldrich (Figuras 4.14. e 4.15.), é possivel verificar que os protdes diastereotdpicos Hcant-
10 no cloreto de (S)-(+)-10-canfor-sulfonilo surgem como um sistema AB, com um
desvio quimico a aproximadamente 4 ppm; enquanto que o sistema AB para os mesmos
protdes no acido (1S)-canfor-sulfonico surge a campos mais altos, com um desvio
quimico de, aproximadamente 3 ppm.

Assim, conclui-se que o problema associado para esta sintese recai sobre o
reagente comercial, o cloreto de (1S)-canfor-sulfonilo, que se encontrava parcialmente

hidrolisado.**°
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Os resultados obtidos para esta reacédo encontram-se apresentados na Tabela
4.9., tendo-se realizado o procedimento descrito.

Tabela 4.9. Resultados obtidos na sintese do composto C-1d.

1 0,4064 0,1260 31
2 Cloreto de (1S)-(+)- 1,980 c-1d 0,8118 41
3 10-canfor-sulfonilo 1,980 0,7524 38
4 0,4125 0,1320 32

Apesar deste contratempo, tal resultado foi motivador uma vez que demonstrou
que a separacdo dos sais diastereoisoméricos usando o &cido (1S)-canfor-sulfénico
pode ser uma metodologia viavel para a resolucao da 1-MeTIQ.

Sabendo que se isolou um dos sais diastereoisomericos, 0 passo seguinte
consiste na dissociagdo dos sais ao utilizar uma base, que neste caso foi o LiOH. Nesta
reacdo dissolveu-se o sal sintetizado C-1d em THF e adicionou-se 2 eq. de LiOH
(Esquema 4.35.). Apés a evaporacdo do THF e do tratamento, que abrange extracdes
liquido-liquido com uma solucéo saturada de NaHCOs, verificou-se por TLC (efetuado a

fase organica) uma mancha correspondente a amina pretendida.

% > LiOH 675_?
mH o] — mH + \ +
_NH, : e P ) H,0

-8 0]
o Li® o

m—o

O:

C-1d

Esquema 4.35. Reacao de acido-base para a recuperacao da 1-MeTIQ enantiomericamente pura.

Foi realizada uma andlise de *H-RMN a amina devidamente isolada (Figura 4.16.),
com o objetivo de comprovar o seu isolamento completo e que ndo se encontrava ainda

sob a forma de sal.
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Figura 4.16. Espetro de *H-RMN (em CDCls) da amina 1-MeTIQ isolada.

Uma vez que pelo espetro de 'H-RMN ndo é possivel verificar a pureza
enantiomérica da amina isolada, procedeu-se a sua derivatizagao utilizando o &cido (S)-
(-)-a-metoxi-a-trifluorometilfenilacético ((S)-MTPA), também conhecido por acido de

Mosher.

H3CO, CF3
> OH

o]

acido de Mosher

O acido de Mosher é um agente de derivatizagdo quiral muito utilizado na
determinacdo da configuracéo absoluta de alcoois® e também de aminas (primarias e
secundarias).’®>133 Este método consiste na transformacéo do substrato quiral em dois
compostos diferentes (diastereoisbmeros) que sejam possiveis de identificar e
diferenciar por espectroscopia de RMN.

Ao utilizar o acido de Mosher, os diastereoisémeros formados sdo possiveis de
identificar por *H-RMN, no entanto, uma vez que este reagente possui atomos de fluor,
é possivel o uso de ®F-RMN para a identificacdo dos diastereoisémeros formados,
sendo uma grande vantagem uma vez que o0 espetro deste Ultimo é muito mais
simplificado, para além de que como se trata de um isétopo com abundancia relativa de
100%, permite a sua quantificacao direta.

Assim, realizou-se uma reacdo de acoplamento, utilizando o 4cido de Mosher e

tanto com a amina isolada (obtendo-se o0 composto (S,R/S)-C-2d), como com a amina
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racémica (obtendo-se a mistura de diastereocisomeros (S,R)-C-2d + (S,S)-C-2d)
(Esquema 4.36.) para, posteriormente, ser possivel a identificacdo do enantiomero

obtido por comparacao.

1) Et;N
2) TBTU
HsCO CF, . HsCO CF,
d OH 3) 1-MeTIQ (isolada) _ 2 N
0 DCM anidro o)
1) EtsN (S,R/S)-C-2d
2) TBTU
3) 1-MeTIQ (rac) 300 CFs H4sCO, CF3’\C<J
DCM anidro O H

(S,R)-C-2d (S,5)-C-2d

Esquema 4.36. Derivatizacéo da 1-MeTIQ racémica e previamente isolada utilizando o acido de Mosher.
Apls a sintese destes diastereoisdmeros, e sem a realizagdo de qualquer
tratamento ou purificacéo, procedeu-se entéo a andlise por **F-RMN, tanto da mistura

diastereoisomérica em que foi utilizada a amina racémica (Figura 4.17., A) como da

mistura em que foi utilizada a amina previamente isolada (Figura 4.17., B)

A

—69.85
71.30
oy}

70.06

—~71.30

T T T T
-565 -60 -65 -70 -T5 -80 -85 -90 -95  -100 -55 -60 -65 -70 -75 -80 -85 -90 -95 100
o/ ppm o/ ppm

Figura 4.17. Espetros de *F-RMN usando o acido de Mosher referido com: A: 1-MeTIQ racémica; B: 1-MeTIQ isolada.
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Por comparacéo dos espetros obtidos é possivel concluir que se conseguiu isolar
um dos enantiomeros da amina 1-MeTIQ com uma pureza Otica de 70 %.

Uma vez que esta amina ndo se encontra totalmente pura néo foi possivel obter
nenhum dos [a]p descritos na literatura para os enantiomeros desta amina (+ 75,0 para
a 1-(R)-MeTIQ e —77,5 para a 1-(S)-MeTIQ),*! para conseguir identificar qual dos
enantibmeros se encontra em excesso nesta solu¢do. Assim, tentou-se averiguar qual
o enantidmero mais provavel através do impedimento estérico causado.

Ao avaliar as configuracdes dos compostos (S,R)-C-2d e (S,S)-C-2d, evidenciou-
se gue o diastereoisomero (S,R)-C-2d se encontra numa configuracdo sin, ou seja, 0s
dois grupos volumosos de ambos 0os componentes (acido de Mosher e 1-(R)-MeTIQ) se
encontram para o mesmo lado. Por outro lado, no caso do diastereoisémero (S,S)-C-
2d, verificou-se que 0s mesmos grupos se encontram posicionados para lados opostos,
tendo este uma configuracao anti.

Uma vez que a configuracdo anti € a mais estavel,** devido a proporcionar
menores repulsdes estereoquimicas, o diastereoisbmero que é mais provavel ter-se
formado com excesso € o (S,S)-C-2d, correspondendo este ao sinal com desvio quimico
maior no espetro de °F-RMN representado anteriormente na Figura 4.17.

De forma complementar, foram realizados célculos in silico de maneira a obter a
minimizacdo da energia de ambas as estruturas representadas ((S,R)-C-2d e (S,S)-C-

2d), para deste modo confirmar qual a estrutura mais estavel.

Célculos in silico

Foram realizados célculos te6ricos em colaboragéo com o Dr. Luis Silva do Centro
de Investigacdo em Quimica da Universidade do Porto (CIQUP) da FCUP. Para estes
calculos foi utilizado o software Gaussian 09.1% As otimizacdes de geometria e a andlise
vibracional foram feitas no nivel teérico de M06-2X/6-311+G(d,p)**® em fase gasosa. As
energias foram reavaliadas no nivel teérico de M06-2X/6-311+G(d,p) em DCM implicito.
Foi utilizado o M06-2X funcional uma vez que este é conhecido por apresentar bons
resultados em aplicagbes que envolvem interagdes termoquimicas, cinéticas e nao
covalentes.'®137 A solvatacdo implicita foi considerada com o modelo SMD (modelo de
solvatacdo baseado na densidade eletrénica),'® que se baseia no modelo de
formalismo de equacéo integral (IEFPCM), mas com raios e termos néo eletrostaticos
do modelo de solvéncia SMD de Truhlar e co-autores. O SMD tem a vantagem de incluir

termos ndo eletrostaticos nos célculos.38
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A partir dos célculos efetuados verificou-se o diastereoisémero (S,S)-C-2d (Figura
4.18., B) é 12,9 kcal/mol mais estavel que o composto (S,R)-C-2d (Figura 4.18., A),
confirmando assim a intuicdo explicada anteriormente.

A B

-C-2d -C-2d

Figura 4.18. Estruturas otimizadas dos diastereoisémeros (S,R)-C-2d e (S,S)-C-2d.Cinza escuro: carbono;
cinza claro: hidrogénio; vermelho: oxigénio; azul escuro: azoto; azul claro: fluor.

Em suma, deduz-se que € necessario continuar a investir na resolu¢cdo da amina
1-MeTIQ uma vez que se conseguiu obter um excesso enantiomérico de 82%. A
diminuicdo da pureza 6tica, pode ter sido causada pela utilizagcao da base forte aquando
da hidrélise do sal C-1d, ou também pelas condi¢es utilizadas no acoplamento da
amina com o acido de Mosher, podendo ter ocorrido epimerizagéo, o que impediu atingir

um ee mais proximo dos 100%.
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Uma vez tratando-se de compostos finais, foram calculadas algumas propriedades
fisico-quimicas dos compostos C-4(a-c), C-9(a-c) e C-ll (Tabela 4.10.), para estimar a
biodisponibilidade oral e a permeabilidade através da membrana destes compostos.
Foram considerados alguns parametros propostos por Lipinski e co-autores®*® [massa
molecular (MM), coeficiente de particdo (clogP), numero de aceitadores de pontes de
hidrogénio (napn) € NUMero de dadores de pontes de hidrogénio (npew)], conjuntamente
com alguns parametros sugeridos posteriormente por Veber e co-autores'*’ [soma do
namero de dadores e aceitadores de pontes de hidrogénio (napx + Nppw), NUMero de
ligacdes rotaveis (Nrr), volume molecular (VM / A3)], e area superficial polar topologica
(tPSA, do inglés topological polar surface area, em A?)]. Foram calculadas as mesmas
propriedades para o GPE (composto nativo), para posteriormente comparar com 0s
valores obtidos para os compostos sintetizados.

Tabela 4.10. Propriedades calculadas para o GPE, para os compostos finais C-4(a-c) e C-9(a-c), e para o controlo C-II

usando o software Cheminformatics (http://www.molinspiration.com).

301,30 4,39 264,70 150,03
g:gz 430,50 :2:33 397,61
g:gg 44856 9 4 13 9 8:32 421,89 130,83
g:gz 476,62 8:23 454,36
cCl 3203 9 3 12 9 2,00 29976 128,04

A andlise das propriedades calculadas permite concluir que todos os parametros
para todos os compostos sintetizados se encontram dentro dos valores de referéncia,
(com exce¢do do somatorio do niumero de dadores de pontes de hidrogénio com o
namero de aceitadores de pontes de hidrogénio), o que significa que poderao ter boas
propriedades farmacocinéticas tendo assim uma probabilidade maior de virem a ser
farmacos de sucesso.

A MM dos compostos sintetizados é maior que a MM do GPE, no entanto continua
abaixo do limite delineado pela referéncia. A MM esta relacionada com o VM, uma vez

gue estes sao diretamente proporcionais. O VM afeta o tamanho da cavidade que se ira
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formar para solubilizar o composto, sendo assim importante que este esteja dentro dos
limites, uma vez que esta relacionado com a absorgcdo intestinal e também na
penetracdo na barreira hematoencefalica.'*®

O numero de aceitadores e dadores de pontes de hidrogénio ndo deve ser
demasiado elevado, uma vez que o aumento das ligacdes por pontes de hidrogénio
aumenta a solubilidade num meio hidrofilico, e sendo estas ligacdes dificeis de romper,
é dificultada a passagem do composto pelas membranas lipidicas.*? Os valores obtidos
ndo sdo muito favoraveis, apesar de serem inferiores (e por isso mais benéficos) aos
obtidos para o composto nativo GPE.

O clogP é um parametro importante a ser calculado uma vez que a hidrofobicidade
afeta a absor¢é@o dos compostos, a sua biodisponibilidade, o metabolismo e a toxicidade.
Verificou-se que todos 0s compostos apresentam um valor de clogP préximo do 0 (com
a excecdo dos compostos C-9a e C-Il, com valor de -1,00 e -2,09, respetivamente). Este
resultado (coerente com o nimero de dadores e aceitadores de pontes de hidrogénio,
que ja permitia prever uma baixa hidrofobicidade) permite concluir que os compostos
sintetizados séo bastante hidrofilicos, o que pode nédo ser benéfico uma vez que deste
modo existe uma grande probabilidade de estes terem dificuldades na absorcéo oral e
na passagem atraves de membranas lipidicas no intestino, por outro lado, sendo estes
hidrofilicos, a etapa de excrecdo realizada pelos rins é facilitada.'** Apesar desta
aparente desvantagem, ao comparar com o composto nativo GPE, conclui-se que os
compostos sintetizados possuem menor caracter hidrofilico, ou seja, terdo uma maior
facilidade para serem absorvidos.

O calculo da tPSA é de grande relevancia uma vez que 0s grupos polares sao
envolvidos na dessolvatacdo quando passam de um ambiente hidrofilico para um
ambiente hidrofobico, sendo importantes para a biodisponibilidade dos compostos. No
célculo desta area normalmente é utilizada a conformacdo de menor energia.'*® Este
parametro € um dos mais desfavoraveis do GPE, uma vez que ultrapassa o valor de
referéncia. Assim, o valor obtido para os compostos sintetizados revelou ser bastante
satisfatério uma vez que se conseguiu diminuir a tPSA comparativamente ao valor do
GPE, estando assim dentro do limite.

E importante também referir que as mesmas propriedades calculadas para o
controlo C-Il que ira ser utilizado nos ensaios bioldgicos para estes compostos, também
se encontram dentro dos parametros estabelecidos, sendo que o valor mais disperso
em relacdo aos restantes é o do clogP (-2,09), como foi referido anteriormente, podendo

ser vantajoso.
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As mesmas propriedades foram calculadas para os compostos finais mais
lipofilicos, C-5(a-c), C-10(a-c) e C-lIl, encontrando-se os resultados descritos na Tabela
4.11..

Tabela 4.11. Propriedades calculadas para os compostos finais C-5(a-c), C-10(a-c) e C-lll, usando o software

Cheminformatics (http://www.molinspiration.com).

C-5a 0,53

C-10a 458,56 0.22 432,23

C-5b 1,61

C-10b 476,62 9 2 11 10 1.30 456,51 108,05
C-5c 1,73

C-10c 1,43 488.98

C-l 357,41 9 1 10 10 -0,87 334,38 105.25

Neste caso os compostos C-5¢ e C-10c ultrapassam o limite da massa molecular,
sendo que o valor ndo é muito superior ao delimitado pelas regras referidas na Tabela
4.10., seccdo 4.2.1.

Por outro lado, verifica-se uma tendéncia dos compostos C-5(a-c) terem um valor
de clogP mais elevado comparativamente aos obtidos para os compostos C-10(a-c), o
gque permite concluir que os compostos C-5(a-c) poderdo ter uma maior facilidade na
absorcao oral e na passagem através de membranas lipidicas existentes no organismo
humano, uma vez que estes sdo mais hidrofébicos.

Por fim, em relacdo ao valor obtido para a tPSA, este revela ser significativamente
mais baixo que o obtido para os compostos C-4(a-c) e C-9(a-c) e ainda para 0 composto
nativo GPE (130,83 A% e 150,03 A?, respetivamente), sendo que uma descida deste
valor j4 seria esperada uma vez que todos o0s grupos polares expostos foram
mascarados. Apesar de o valor de referencia para esta propriedade ser os 140 A,
existem autores que revelam a necessidade de este valor ser mais baixo, por volta dos
90 A?, quando se trata do sistema nervoso central, ou seja, da passagem pela BBB.'*¢
Assim, tendo estes compostos um valor mais proximo dos 90 A2, é possivel concluir que
terdo uma maior facilidade na passagem por estas membranas lipidicas, tendo assim
uma grande vantagem perante o GPE e perante os restantes compostos sintetizados.

E importante também referir que as mesmas propriedades calculadas para um dos
controlos que ir4 ser utilizado nos ensaios biolégicos para estes compostos, ou seja, 0
composto C-IIl, também se encontram dentro dos parametros estabelecidos, sendo que
o valor mais desfasado em relacdo aos restantes € o do clogP (-0,87), uma vez que é o
anico valor negativo obtido, contudo, este valor € préximo dos valores obtidos para C-

5a e C-10a, uma vez que estédo todos préximos de zero.
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Resultados de MTT para os conjugados de GPE-aminoindano (compostos C-4a,
C-5a, C-9a e C-10a, utilizando os controlos C-ll, C-lll, aminoindano (a) e o
composto nativo GPE)

A atividade neuroprotetora dos compostos C-4a, C-9a, C-5a e C-10a (e os
controlos C-ll, C-lll, a e GPE comercial do fornecedor Bachem) foi realizada em
colaboracdo com o grupo de Neurodegeneracdo da Dra. Marcia Liz, do Instituto de
Investigacdo e Inovacdo em Saude da Universidade do Porto (i3S).

Deste modo, foi utilizada a linha celular CAD (Cath.-a-differentiated), sendo estas
obtidas através de uma linha celular tumoral catecolaminérgica do SNC, e tendo a
propriedade de serem capazes de reproduzir processos neuronais normais.*4’ Utilizou-
se, como agente neurotéxico, o H20,, uma vez que este é fisiologicamente relevante
(pois esté presente no organismo humano) e simula o stress oxidativo pela formacéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS). Assim, para o efeito, as células foram incubadas
na presenca dos compostos a testar, a duas concentracoes diferentes (50 uM e 100
UM), durante 24 horas. De seguida deu-se a adicdo de 1mM de H2O; por 30 minutos. A
viabilidade celular foi determinada através do ensaio colorimétrico MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), que se baseia na reducdo efetuada pelas
células viaveis, do MTT (de cor amarela) transformando-o em MTT-Formazan (de cor
purpura), sendo este Ultimo um composto de cor purpura com absorvancia maxima
préxima de 540 nm (Esquema 4.37.).148149

NADH NAD

MTT MTT-Formazan

Esquema 4.37. Redu¢éo do MTT a MTT-Formazan.

Apesar de 0 mecanismo exato ndo ser conhecido, sabe-se que 0 mais provavel é
esta transformacéao ocorrer mediada por NADH ou moléculas redutoras semelhantes, e
uma vez que as células mortas ndo possuem a capacidade de converter o MTT em
MTT-Formazan, deste modo, a cor serve como marcador Util das células viaveis,

podendo assim ser possivel uma quantificacdo das mesmas.148-149
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Os resultados obtidos na Figura 4.19. dizem respeito ao ensaio usando a
concentracdo de 100 uM, uma vez que a 50 pM néo se verificou quaisquer alteracdes
significativas na viabilidade celular. Estes resultados foram analisados usando o teste t

independente.
Ensaio MTT CAD:
Conjugados GPE-Aminoindano a 100 uM
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Figura 4.19. Resultados da absorvancia obtida para os conjugados de GPE com aminoindano e respetivos
controlos, a uma concentragao de 100 um, apoés ensaio biolégico de MTT utilizando células CAD. ns: ndo estatistico (do

inglés non-statistical); *: P < 0,05; **: P <0,01; ***: P <0,001 (relativamente ao controlo PBS + H,0,).

Neste ensaio, nenhum dos compostos testados apresenta neurotoxicidade
significativa, pelo que é seguro conduzir as experiéncias nesta gama de concentracoes.

Através da analise dos resultados obtidos para o controlo negativo (PBS), é
possivel verificar-se que o agente neurotdxico é capaz de induzir stress oxidativo de
forma significativa (P = 0,0005) nas condicoes testadas.

Desta forma, aplicando as mesmas condi¢cdes para os compostos sintetizados da
familia de conjugados do GPE-aminoindano e aos seus controlos, constatou-se que o
controlo positivo de neuroproteccéo (GPE + H202) ndo funcionou, uma vez que ndo se
conseguiu reproduzir a neuroprotecgao conferida pelo GPE comercial como descrito na
literatura.>*

Relativamente aos compostos C-Il e C-4a, apds incubacdo com H,0;, verificou-
se que estes apresentam um aumento significativo da viabilidade celular em 10 e 26 %,
respetivamente, em comparacao com a condicdo controlo positivo de toxicidade (PBS
+ H20y).
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Embora que, para o composto C-9a se verifiqgue um aumento da viabilidade
celular, este ndo é, contudo, significativo devido a uma elevada variabilidade (P > 0,05).

O conjugado C-4a, que resulta da funcionalizacdo da cadeia lateral do glutamato
na sequéncia do GPE com o aminoindano, parece sugerir um possivel efeito sinérgico
ao potenciar a viabilidade celular (incremento de 26 % face ao PBS + H;0,) dos
respetivos controlos C-Il (incremento 10 % face ao PBS + H.0>) e a (—16 % face ao
PBS + H,0y,).

Contudo, esta experiéncia constitui um resultado preliminar, uma vez que apenas
foi realizado um ensaio (n = 1) e que o controlo positivo de neuroprotecc¢ao (GPE + H205)
nao funcionou, sendo assim necessario reproduzir os resultados obtidos neste ensaio e

otimizar o método utilizado, de forma a inferir conclusdes validas.



5. CONSIDERACOES FINAIS /
PERSPETIVAS
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Este trabalho iniciou-se pela funcionalizacdo dos glutamatos com as aminas
bioativas aminoindano (a), amantadina (b) e memantina (c) através de uma metodologia
de acoplamento peptidico em solucao utilizando TBTU como agente de acoplamento e
DIEA como base terciaria. Assim, foram usados os glutamatos comerciais adequados
(Boc-Glu(OH)-OMe e Boc-Glu(OMe)-OH) e as aminas referidas anteriormente,
obtendo-se os compostos C-1(a-c) e C-6(a-c) com étimos rendimentos (89 — 95%). A
remocao acidolitica do grupo Boc destes compostos permitiu obter os glutamatos C-2(a-
c) e C-7(a-c) com rendimentos de 97 — 98%, sendo que, globalmente, a metodologia de
sintese dos glutamatos funcionalizados comprovou ser bastante eficaz.

A introducédo dos restantes aminoacidos (glicina e prolina) aos glutamatos C-2(a-
c) e C-7(a-c) para a sintese dos conjugados C-3(a-c) e C-8(a-c), foi efetuada através
de uma metodologia one-pot previamente estabelecida que permitiu efetuar dois
acoplamentos no mesmo reator de uma forma quimioseletiva. Este método revelou ser
bastante vantajoso para o desenvolvimento destes conjugados uma vez que nao sao
necessarias purificagcdes intermediérias ou introdugcdo/remog&o de grupos protetores.
Adicionalmente, este método assegura a pureza Otica dos péptidos, ndo causando
epimerizacao significativa e ainda permite poupar reagentes (como por exemplo, DIEA).
Pela aplicagcéo desta metodologia obteve-se os compostos C-3(a-c), C-8(a-c) e C-l com
rendimentos satisfatorios (51 — 70%). Embora esteja descrito rendimentos na ordem dos
80 — 95% usando este método one-pot, 0os rendimentos aqui apresentados sdo
ligeiramente inferiores aos reportados. Tal facto podera estar associado a um maior
impedimento  estereoquimico no acoplamento dos respetivos glutamatos
funcionalizados com estas aminas, causando uma diminuicdo na eficacia destes
acoplamentos. Isto pode ser também confirmado pela competi¢éo entre dois nucledfilos
distintos: 0 HOSu (gerado no primeiro acoplamento) e os glutamatos funcionalizados C-
2(a-c) e C-7(a-c), verificando-se a presenca de um produto secundario, o dipéptido Boc-
Gly-Pro-OSu. Este efeito foi mais notério para as familias da amantadina e memantina
(de notar que estas aminas sdo mais volumosas), que apresentaram maior formacao
deste produto secundério.

Para a obtencdo dos conjugados finais C-4(a-c) e C-9(a-c) e do controlo C-II foi
necessario realizar uma reacdo de desprotecdo (remocéo acidolitica do grupo Boc),
tendo-se obtido 6timos rendimentos (93 — 98%), que sdo comuns neste tipo de reagéo
usando ATA.

Para a obtenc&o dos compostos finais C-5(a-c) e C-10(a-c) e do controlo C-IIl que
apresentam a amina da glicina dimetilada, foi realizada uma reacdo de aminacédo
redutiva utilizando os conjugados C-4(a-c) e C-9(a-c) e o controlo C-ll na presenca de

formaldeido e STAB, tendo-se obtido bons rendimentos (60 — 75%). Para a preparacéo
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dos compostos C-5(a-c), C-10(a-c) e C-lll foi desenvolvido um novo método mais eficaz
de tratamento/purificacéo, tendo-se assim diminuido as perdas inerentes a outros tipos
de tratamento (como as extracdes liquido-liquido).

Deste modo, para os conjugados do GPE com o aminoindano C-4a, C-5a, C-9a e
C-10a foram alcancados rendimentos globais de 63, 45, 60 e 42%, respetivamente.
Relativamente aos conjugados do GPE com a amantadina, C-4b, C-5b, C-9b e C-10b
estes foram obtidos com um rendimento global de 59, 43, 56 e 42%, respetivamente.
Por fim, para os conjugados do GPE com a memantina, designadamente C-4c, C-5c,
C-9c e C-10c, foram obtidos rendimentos globais de 61, 38, 41 e 25%, respetivamente
(é de referir que os rendimentos globais dos compostos C-4c e C-5c¢ foram calculados
considerando um rendimento de 70% para a sintese do composto C-3c, tendo-se tido
em conta os rendimentos obtidos para os compostos em que se realizou a mesma
reacdo, ou seja C-3(a-b)). Relativamente a estes conjugados finais anteriormente
referidos, deduz-se ainda que o aumento da lipofilicidade dos compostos causada pela
introducéo das aminas lipofilicas e da protecdo dos grupos polares expostos utilizando
o grupo metilo permitiu melhorar algumas propriedades farmacocinéticas
comparativamente ao composto nativo GPE, nomeadamente o clogP e a tPSA,
proporcionando assim, de acordo com a previsao efetuada, uma maior permeabilidade
através da BBB e um aumento da biodisponibilidade.

Ainda, respetivamente aos controlos C-ll e C-lll sintetizados para serem utilizados
nos ensaios biolégicos, estes foram alcangados de forma eficaz com rendimentos
globais de 59 e 40%, respetivamente.

E possivel concluir que, genericamente, na sintese dos conjugados (e em
gualquer passo ao longo da rota sintética) em que quando o glutamato esta
funcionalizado na cadeia lateral (em comparagdo com a funcionaliza¢gdo na posi¢éo-o)
obteve-se rendimentos superiores. Esta preferéncia pode ser causada pelo
impedimento estereoquimico menos evidente quando a amina bioativa se encontra na
cadeia lateral do glutamato.

No que diz respeito aos testes bioldgicos realizados para os conjugados GPE-
aminoindano e seus controlos, os resultados indicam que estes compostos nao
apresentam neurotoxicidade em células da linha celular CAD, a uma concentracdo de
100 uM. Nesta familia de compostos, o conjugado C-4a revelou ser bastante promissor
uma vez que aumentou a viabilidade celular em 26%, relativamente a condicao PBS +
H.0.. Ainda assim, é necessario efetuar um nimero significativo de repeticdes (n = 3)

para ser possivel corroborar os resultados preliminares obtidos.
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Foi possivel ainda, realizar o estudo em paralelo de novas metodologias de
resolucdo da 1-MeTIQ com o objetivo de, posteriormente, sintetizar mais uma familia de
conjugados do GPE com o enantibmero mais ativo desta amina. Para o efeito inUmeros
agentes de resolucao foram usados, tendo-se verificado que o &cido (1S)-canfor-
sulfénico foi o que apresentou melhores resultados, através da formagdo de um sal
diastereoisomérico que, apods tratamento e derivatizacdo com o &cido de Mosher, a
amina obtida apresentou um ee = 70% (determinado por *F-RMN).

Contudo, uma vez que se trata de um projeto em desenvolvimento, é necessario
averiguar um tratamento mais eficaz para obter a 1-MeTIQ enantioméricamente pura,
uma vez que a base utilizada (LiOH) pode ser bastante forte e causar epimerizacdo com
consequente diminuicdo da pureza ¢tica da 1-MeTIQ isolada. Ainda assim, e apesar de
ao que tudo indica, ndo se ter isolado o enantiomero mais ativo desta amina, deduz-se
gue é necessario continuar a investir na resolucao da amina 1-MeTIQ uma vez que esta
tem aplicagdo médica, mais concretamente na DP e que, os resultados obtidos até ao
momento representam grande avanco neste sentido.

Em suma, os objetivos principais deste trabalho foram cumpridos tendo-se
realizado trés familias de conjugados do GPE totalizando 12 conjugados finais, 6 deles
com N-terminal livre e outros 6 com amina N-dimetilada.

Até ao momento encontram-se a decorrer 0s restantes ensaios biologicos (para
as familias da amantadina e memantina) sendo que apds estes resultados, como
perspetiva futura ambiciona-se ainda testar os conjugados aqui descritos utilizando
outros tipos de insultos neurotéxicos, como por exemplo a 6-OHDA, uma vez que 0s
resultados podem também ser bastante interessantes, tendo em conta que este agente
neurotoxico é capaz de induzir parkinsonismo e, portanto, € Gtil no estudo da DP.

Adicionalmente pretende-se ainda estudar a estabilidade dos conjugados que
apresentarem melhor perfil neuroprotetor em plasma humano, de forma a compreender
se a ligacao GPE-amina neuroprotetora € labil o suficiente para permitir uma libertacédo

controlada das mesmas e, assim, possibilitar usar o GPE como veiculo destas aminas.






6. PARTE EXPERIMENTAL
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1. Os reagentes comerciais (Tabela 6.1.) foram utilizados sem purificacdo prévia.

Tabela 6.1. Lista de reagentes utilizados.

Boc-Glu(OH)-OMe Fluorochem 72086-72-7
Boc-Glu(OMe)-OH Fluorochem 45214-91-3
H-Glu(OMe)-OMe - HCI Bachem 23150-65-4
H-Pro-OH Merk 147-85-3
Boc-Gly-OSu Fluorochem 3392-07-2
(R)-1-aminoindano Alfa Aesar 10277-74-4
Amantadina - HCI Fluorochem 665-66-7
Memantina Acros Organics 41100-52-1
N,N-diisopropil-N-etilamina VWR 7087-68-5
Trietilamina Fluorochem 554-68-7
Tetrafluorborato de O- Bachem 125700-67-6
benzotriazoliltetrametilurénio
Formaldeido Fisher Scientific 7732-18-5
Triacetoxiboro-hidreto de ;3. Aldrich 56553-60-7
sodio
Cloreto de (S)-(+)-10-canfor- - ;0 Aldrich 21286-54-4
sulfonilo
1-metil-1,2,3,4-tetrahidro- Fluorochem 4965-09-7
isoquinolina
(S)-()-o-metoxi-o- Fluorochem 17257-71-5
trifluorometilfenilacético
Acido trifluoroacético VWR 76-05-1
Hidroxido de Litio Acros Organics 1310-65-2

2. Os solventes utilizados sdo das marcas Sigma Aldrich e Fischer.

3. Todas as reacdes foram acompanhadas através da técnica de cromatografia em
camada fina (TLC), utilizando-se placas de aluminio recobertas com gel de silica Merk
tipo 60 F2s4 sensiveis a radiacdo ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm. Os
cromatogramas foram revelados por irradiagdo por UV (lampada UV: VOO 7752 da
Vilben Lourmat) e, em solucgéo etandlica de 4cido fosfomolibdico, a quente. As manchas
reveladas por estes métodos apresentam diferentes coloragées.

4. Os rendimentos apresentados referem-se aos compostos finais obtidos apos
purificacao.

5. Os compostos obtidos foram purificados utilizando a técnica de cromatografia liquida

de adsorcdo em coluna de vidro. A fase estacionaria utilizada foi uma matriz de gel de
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silica 60 A da Scharlau (granulometria 0.04 — 0.06 mm, pH = 7, superficie massica 550
m? / g), que foi previamente suspensa no eluente a utilizar. A eluicdo e recolha das
fracbes de eluato foram realizadas manualmente. As fases moéveis utilizadas sdo
referidas em cada sintese.

6. Os solventes foram eliminados sob pressédo reduzida num evaporador rotativo
modelo Blichi Heating Bath B-490.

7. Os pontos de fusédo foram determinados num aparelho de marca Stuart Scientific
Bibby e nédo foram corrigidos.

8. Os valores da rotac&o especifica, [a]y, foram determinados no polarimetro de marca
Jasco e modelo P-2000.

9. Todos os compostos foram analisados através de ressonancia magnética nuclear de
protdo e de carbono-13 para comprovar que foi sintetizado o composto pretendido, com
a excec¢do do composto (S,R/S)-C-2d que foi analisado apenas através de ressonancia
magnética nuclear de fluor-19.

10. Os dados de Ressonancia Magnética Nuclear de protdo, de carbono-13 e fluor-19
(*H-RMN, BC-RMN e ®F-RMN, respetivamente) foram registados no CEMUP (Centro
de Materiais da Universidade do Porto) num aparelho Bruker Avance Ill 400 operando
a 400 MHz (*H-RMN), a 101 MHz (*3*C-RMN) e a 377 MHz (**F-RMN). As andlises
espectroscopicas foram efetuadas a temperatura ambiente em CDCI; ou CDsOD,
usando o sinal do TMS e/ou do préprio solvente parcialmente ndo deuterado como
referéncia interna.

11. A concentracdo necesséria da amostra decorreu da abundancia isotépica do nucleo
de interesse para investigagdo. O volume tipico das amostras utilizadas foi de cerca de
600 pL e as amostras foram analisadas encapsuladas em tubos de quartzo (4 mm
didmetro por 140 mm comprimento).

12. Os dados referentes aos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de protédo
encontram-se especificados do seguinte modo: *H-RMN (solvente deuterado utilizado,
intensidade do campo magnético em MHz, existéncia de rotdmeros e a sua proporgéo)
— & H (desvio-quimico em ppm), multiplicidade do sinal (s: singleto, sl: singleto largo, d:
dupleto, dd: duplo dupleto, ddd: duplo de duplo dupleto, dtd: duplo triplo de dupleto, dp:
duplo penteto, t: tripleto, g: quarteto, m: multipleto), rotdmero maioritario (major) /
minoritario (minor) se estiverem presentes e/ou forem possiveis de identificar, area
relativa do sinal (nH-m, em que n = numero de protées e m = n.° do protdo na molécula),
constante de acoplamento (J, em Hertz), localizacdo do protdo na molécula.

13. Os dados referentes aos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de carbono-

13 (*3C-RMN) encontram-se especificados do seguinte modo: *C-RMN (solvente
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deuterado utilizado, intensidade do campo magnético em MHz, existéncia de rotameros)
— 8 C (desvio quimico em ppm), localizagdo do &tomo de carbono na molécula e
indicando os carbonos quaternarios como Cq.

14. Os dados referentes aos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de fluor-19
(**F-RMN) encontram-se especificados do seguinte modo: *°F-RMN (solvente deuterado
utilizado, intensidade do campo magnético, em MHz) — 8 F (desvio quimico em ppm),
multiplicidade do sinal (s: singleto), CFs, major ou minor.

15. A nomenclatura utilizada para a localizagéo dos protdes e/ou &tomos de carbono
nas cadeias peptidicas para efeitos de RMN (Figura 6.1.) foi efetuada de acordo a
identificacdo do residuo de a-aminoacido através do sistema de uma letra (G: glicina;
P: L-prolina; E: &cido L-glutamico) em subscrito, com indicag&o do protdo (ou grupo de
protdes) e do carbono respetivo iniciando a numeracdo da cadeia principal para cada
residuo de o-aminoacido no carbono do seu grupo carbonilo. Para as aminas
neuroprotetoras e derivado da canfora, utilizou-se a numeracdo seguinte: a: (R)-1-
aminoindano; b: amantadina; ¢: memantina; d:. 1-metil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina;

canf: cloreto de (1S)-(+)-10-canfor-sulfonilo.

o)
e) §‘OH (e (0]
HN Hb Ho)’\i/\/U\OH
NH,
G P E
NH, NH, NH,
a b c
o)
< NH
ci-S70 0
o)
canf d

Figura 6.1. Numerag&o tida em conta para a atribui¢cdo dos prot6es e carbonos nas analises de RMN

efetuadas.
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1) DIEA

oY oH 3a S0y N
NH DCM anidro NH H
Boc” Boc
Boc-Glu(OH)-OMe C-1a
C11H19NOg C2oH28N205
261,27 g/mol 376,45 g/mol

Num baldo de fundo redondo dissolveu-se Boc-Glu(OH)-OMe (0,4910 g; 1,879
mmol) em DCM anidro (30 mL) sob atmosfera de Ar. Adicionou-se DIEA (0,982 mL; 5,64
mmol) e de seguida, adicionou-se TBTU (0,6640 g; 2,068 mmol). Apds 15 minutos
adicionou-se a amina a (0,3002 g; 2,254 mmol), deixando-se reagir, sob agitacédo
magnética durante 2 horas.

Eliminou-se o solvente a pressdo reduzida, em seguida adicionou-se AcOEt,
transferiu-se a solucdo para uma ampola de decantacdo e lavou-se a fase organica com
solucdo saturada de NaHCOs (3 x 20 mL). Secou-se a fase organica com adi¢do de
Na.SO, anidro, filtrou-se (por gravidade utilizando um funil e algoddo) o Na,SO, e
concentrou-se in vacuo. O 6leo obtido foi purificado por cromatografia de adsorcdo em
coluna de gel de silica usando AcOEt como eluente, obtendo-se 0,6720 g do composto
C-1a. Rendimento: 95 %.

Aspeto Ry p.f. [a]
sélido castanho = 0,79 em AcOEt = 120 -122°C = — 655,4 + 0,1 (c1, CHCIs)

IH-RMN (CDCls, 400 MHZz) & ppm: 7.30 — 7.14 (M, 4H, Ha-5 + Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 6.23
(d, J = 6.9 Hz, 1H, OCONH); 5.43 (q, J = 7.7 Hz, 1H, Ha-1); 5.34 (d, J = 7.5 Hz, 1H,
CONH); 4.27 (sl, 1H, He-2): 3.72 (s, 3H, COOCHs): 3.00 — 2.81 (m, 2H, Ha-3); [2.56 (dtd,
J=12.8,7.9, 4.0 Hz ,1H), 2.36 — 2.16 (M, 3H), Ha-2 + He-3]; 2.00 — 1.73 (M, 2H, He-4);
1.40 (s, 9H, (CHs)3).

13C-RMN e DEPT (CDCls, 101 MHz) & ppm: [172.90 (Cq), 171.81 (Cq), Ce-1 + Ce-5];
155.85 (Cq, OCONH); [143.46 (Cq), 143.23 (Cq), Ca-4 + Co-9]; [128.02 (CH), 126.83
(CH), 124.85 (CH), 124.17 (CH), C4-5 + Ca-6 + Ca-7 + Ca-8]: 80.16 (Cq, C(CHs)s): [54.89,
53.20, 52.51 (2 X CH + CHs), Ca-1 + Ce-2 + COOCHs]; [34.04 (CHy), 32.78 (CH>), 30.32
(CH), 28.94 (CHy), Ca-2 + Ca-3 + Ce-3 + Ce-4]; 28.40 (3 X CHa, C(CHba)a).
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261,27 g/mol 376,45 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-la (secgéo
6.1.2.1.), procedeu-se ao acoplamento entre Boc-Glu(OMe)-OH (0,4923 g; 1,884 mmol)
e a amina a (0,3011 g; 2,261 mmol), utilizando DIEA (0,984 mL; 5,65 mmol) e TBTU
(0,6654 g; 2,072 mmol), deixando-se reagir durante 2 horas apés a adi¢do do ultimo
componente. Em seguida, procedeu-se ao tratamento idéntico ao realizado para o
composto C-1a.

O oleo obtido foi purificado por cromatografia de adsor¢do em coluna de gel de
silica usando AcOEt como eluente, obtendo-se 0,6454 g do composto C-6a.

Rendimento: 91 %.

Aspeto Ry p.f. [a]L?
solido castanho claro - 0,84 em AcCOEt = 96 -98°C = — 24,0 + 0,1 (c1, CHCls)

IH-RMN (CDCls, 400 MHz) & ppm: 7.26 — 7.12 (m, 4H, Ha-5 + Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 6.56
(d, J = 6.8 Hz, 1H, OCONH); 5.43 (g, J = 7.8 Hz, 1H, Ha-1); 5.35 (d, J = 8.0 Hz, 1H,
CONH); 4.15 (s, 1H, He-2); 3.66 (s, 3H, COOCHs); 3.02 — 2.77 (m, 2H, Ha-3); [2.64 —
2.35 (m, 3H); 2.15 (dtd, J = 12.7, 7.3, 5.5 Hz, 1H), Ha-2 + He-3]; 1.99 — 1.73 (m, 2H, He-
4); 1.41 (s, 9H, C(CHs)3).

13C-RMN e DEPT (CDCls, 101 MHz) & ppm: [173.88 (Cq), 171.39 (Cq), Ce-1 + Ce-5];
155.84 (Cg, OCONH); [143.40 (Cq), 142.92 (Cq), Ca-4 + Ca-9]; [128.10 (CH), 126.88
(CH), 124.87 (CH), 124.11 (CH), C4-5 + Ca-6 + C4-7 + C4-8]; 80.23 (Cq, C(CHa)s); [54.74,
53.93, 51.94 (2 X CH + CHj3), Ca-1 + Ce-2 + COOCHs]; [34.05 (CHy), 30.42 (CH.), 30.32
(CHy), 28.39 (CHy), Ca-2 + Co-3 + Ce-3 + Ce-4]; 27.95 (3 X CHs, C(CH)s).
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Dissolveu-se o composto C-1a (0,6441 g; 1,711 mmol) em DCM anidro (30 mL) e
de seguida, adicionou-se ATA (3,95 mL; 51,3 mmol) deixando-se em agitagédo
magnética durante cerca de 1 hora. Eliminou-se o ATA a pressao reduzida, tendo-se
obtido 0,6479 g do composto C-2a. Rendimento: 97 %.

Aspeto Ry [a]p
6leo castanho = 0,70 em AcOEt - + 35,6 + 0,2 (c1, CHCly)

IH-RMN (CD3OD, 400 MHz) 5 ppm: 7.28 — 7.14 (m, 4H, Ha-5 + Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 5.37
(t, J = 7.5 Hz, 1H, Ha-1); 4.15 — 4.09 (t, J = 6.3 Hz, 1H, He-2); 3.85 (s, 3H, COOCHs);
3.01 (M, 1H, Ha-3); 2.85 (M, 1H, Ha-3); [2.58 — 2.42 (m, 3H), 2.22 (dp, J = 14.6, 6.9 Hz,
2H), 1.85 (ddd, J = 16.0, 12.8, 8.2 Hz, 1H), Ha-2 + He-3 + He-4].

13C-RMN e DEPT (CDsOD, 101 MHz) & ppm: [173.75 (Cq), 170.66 (Cq), Ce-1 + Ce-5];
[144.56 (Cq), 144.21 (Cq), Ca-4 + Co-9]; [128.96 (CH), 127.65 (CH), 125.72 (CH), 124.99
(CH), Ca-5 + Ca-6 + Ca-7 + Co-8]; [55.93, 53.74, 53.67, (2 X CH + CHa), Ca-l + Ce-2 +
COOCHj]; [34.31 (CHy), 32.34 (CHy), 31.04 (CHy), 27.22 (CHy), Ca-2 + C4-3 + Ce-3 + Ce-
4].
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Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-2a (sec¢édo
6.1.2.3.) procedeu-se a remocao acidolitica do grupo Boc do composto C-6a (0,6173 g;
1,640 mmol) com ATA (3,79 mL; 49,2 mmol), tendo-se obtido 0,6274 g do composto C-
7a. Rendimento: 98 %.

Aspeto Ry [a]3t
Oleo castanho = 0,65 em AcOEt = + 60,9 + 0,3 (c1, CHCls)

1H-RMN (CD30D, 400 MHz) & ppm: 7.37 — 7.11 (M, 4H, Ha-5 + Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 5.41
(t, J=7.3 Hz, 1H, Ha-1); 3.91 (t, J = 6.5 Hz, 1H, He-2); 3.70 (s, 3H, COOCHs3); 3.04 (ddd,
J=15.9, 8.7, 4.3 Hz, 1H, Ha-3); 2.90 (m, 1H, Ha-3); [2.62 — 2.41 (m, 3H); 2.30 — 2.07 (m,
2H); 1.97 — 1.83 (M, 1H), Ha-2 + He-3 + He-4].

13C-RMN e DEPT (CD30OD, 101 MHz) & ppm: [174.08 (Cq), 169.30 (Cq), Ce-1 + Ce-5];
[144.64 (Cq), 143.67 (Cq), Ca-4 + C4-9]; [129.17 (CH), 127.72 (CH), 125.78 (CH), 125.19
(CH), Ca-5 + Ca-6 + Ca-7 + Co-8]; [56.14, 53.79, 52.47 (2 X CH + CH3), Co-1 + Ce-2 +
COOCHG;]; [34.27 (CH>), 31.06 (CH>), 30.04 (CH,), 27.70 (CHy), Ca-2 + Ca-3 + Cg-3 + Ce-
4].
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Num baldo de fundo redondo dissolveu-se H-Pro-OH (0,1521 g; 1,321 mmol) em
DCM anidro (30 mL) sob atmosfera de Ar. Adicionou-se DIEA (0,690 mL; 3,96 mmol) e,
apos 15 minutos adicionou-se o aminoacido pré-ativado Boc-Gly-OSu (0,3956 g; 1,453
mmol), deixando-se em agitacdo magnética aproximadamente durante 12 horas. Em
seguida, adicionou-se TBTU (0,4666 g; 1,453 mmol) e, ap6s 30 minutos, C-2a (0,6188
g; 1,585 mmol), deixando-se reagir por mais 2h.

Realizou-se o tratamento habitual, obtendo-se, 0,4907 g do composto C-3a.
Rendimento: 70 %.

Aspeto Ry p.f. [a]®
0,70 em

solido castanho claro DCM/MeOH (9:1)

43 -45°C  —22,0+ 0,3 (cl, CHCIy)
!H-RMN (CD3OD, 400 MHz) & ppm (presenca de rotameros 85:15): 7.34 — 7.11 (m, 4H,
Ha-5 + Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 5.37 (t, J = 7.8 Hz, 1H, Ha-1); 4.53 — 4.30 (m, 2H, He-2 + Hp-
2); 3.85(dd, J =16.9, 3.9 Hz, 1H, Hs-2); 3.73 (s, 3H, COOCH3); 3.58 — 3.46 (m, 3H, He-
2 + 2Hp-5); 3.00 — 2.75 (m, 2H, Ha-3); 2.56 — 2.28 (m, 4H, Hp-3 + Ha-2); 2.24 — 1.78 (m,
6H, Hp-4 + He-3 + He-4); [1.41 (s, major), 1.36 (s, minor), 9H, C(CHs)3].

13C-RMN e DEPT (CDzOD, 101 MHz) & ppm (presenca de rotameros): [174.53 (Cq),
174.43 (Cq), 173.55 (Cqg), 170.00 (Cqg), Ce-1 + Ce-5 + Cp-1 + Ce-1]; 158.03 (Cq,
OCONH); [144.49 (Cq), 144.22 (Cq), Ca-4 + C4-9]; [128.83 (CH), 127.65 (CH), 125.65
(CH), 125.44 (CH), Ca-5 + C4-6 + C4-7 + C»-8]; 80.58 (Cq, C(CHz)3); [61.53, 55.80, 52.80,
52.71, (3 X CH + CHs), Ca-1 + Cg-2 + Cp-2 + COOCHz3]; [47.65 (CH>), 43.72 (CHy), Cp-5
+ Cs-2]; 38.88 (CH, Cp-2); [34.70 (CHy), 32.92 (CHy), Ca-2 + C;-3]; 31.04 (CH>, Cp-4);
30.29 (CHz, Ce-4); [28.67, 28.64, 3 x CHs, C(CHa)s]; [28.48 (CH2), 27.81 (CH.), Ce-3];
[25.85 (CH>), 23.35 (CHy), Cp-3].
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H-Pro-OH C-8a
CsHgNO> Co7H3gN4O7
115,13 g/mol 530,62 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-3a (sec¢éo
6.1.2.5.), procedeu-se ao acoplamento entre H-Pro-OH (0,1470 g; 1,277 mmol), Boc-
Gly-OSu (0,3802 g; 1,404 mmol) e C-7a (0,5980 g; 1,532 mmol), utilizando DIEA (0,667
mL; 3,83 mmol) e TBTU (0,4511 g; 1,405 mmol), deixando-se em agitagdo magnética
durante cerca de 2 horas ap6és a adi¢cao do ultimo componente.

Realizou-se o tratamento habitual, obtendo-se 0,4675 g do composto C-8a.

Rendimento: 69 %.

Aspeto Ry p.f. [a]p°
. 4
sélido castanho claro 0.75 em 48 -50°C « — 13,1+ 0,1 (c1, CHCls)

DCM/MeOH (9:1)

H-RMN (CD30D, 400 MHz) & ppm: 7.28 — 7.12 (m, 4H, Ha-5 + Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 5.36
(t, J=7.6 Hz, 1H, Ha-1); 4.43 — 4.29 (m, 2H, He-2 + Hp-2); 3.88 (d, J = 17.1 Hz, 1H, He-
2); 3.75 (d, 3 = 17.1 Hz, 1H, He-2); 3.67 (s, 3H, COOCHs3); 3.63 — 3.49 (m, 2H, Hp-5);
3.05 (ddd, J = 15.8, 8.7, 3.7 Hz, 1H, Ha-3); 2.87 (m, 1H, Ha-3); 2.56 — 1.77 (m, 10H, Ha-
2 + Hp-3 + Hp-4 + He-3 + He-4); 1.43 (s, 9H, C(CHba)s3).

13C-RMN e DEPT (CD3;0OD, 101 MHz) & ppm: [175.17 (Cq), 174.62 (Cq), 173.22 (Cq),
170.61 (Cq), Ce-1 + Ce-5 + Cp-1 + Cg-1]; 158.18 (Cq, OCONH); [144.51 (Cq), 144.37
(Cq), Ca-4 + C5-9]; [128.87 (CH), 127.57 (CH), 125.66 (CH), 125.23 (CH), Ca-5 + C4-6 +
Ca-7 + C4-8]; 80.65 (Cq, C(CHs)3); [62.04, 55.89, 54.40, 52.24, (3 x CH + CHs3), Ca-1 +
Ce-2 + Cp-2 + COOCHpg); [47.76 (CHy), 43.94 (CH>), Cp-5 + Cs-2]; 38.88 (CH, Cp-2);
[34.04 (CHz), 31.29 (CH), 31.09 (CH), 30.50 (CH2), Ca-2 + Ca-3 + Cp-4 + Ce-4]; 28.69
(3 x CHas, C(CHz3)3); 27.73 (CH2, Cg-3); 25.86 (CHa, Cp-3).
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Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-2a (secgéo
6.1.2.3.) procedeu-se a remogéao acidolitica do grupo Boc do composto C-3a (0,4583 g;
0,8637 mmol) com ATA (1,99 mL; 25,9 mmol).

Dissolveu-se o solido obtido em DCM/MeOH e purificou-se por cromatografia de
adsorcdo em coluna de gel de silica usando DCM/MeOH (9:1) como eluente, obtendo-

se 0,4562 g do composto C-4a. Rendimento: 97 %.

Aspeto Ry p.f. [a]b®
soélido branco DCMC/JI,V1I(SOEIT(9:1) 47 -48°C - 88,8 + 0,6 (c1, MeOH)

IH-RMN (CDsOD, 400 MHz) & ppm: 7.36 — 7.14 (M, 4H, Ha-5 + Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 5.37
(t, J = 7.6 Hz, 1H, Ha-1); 4.55 — 4.39 (m, 2H, He-2 + Hp-2); 3.74 (s, 3H, COOCHs); 3.64
—3.33 (M, 4H, 2Hp-5 + 2He-2); 2.99 — 2.77 (M, 2H, Ha-3); 2.57 — 1.75 (M, 10H, Ha-2 +
Hp-3 + Hp-4 + He-3 + He-4).

13C-RMN e DEPT (CDsOD, 101 MHz) & ppm: [174.61 (Cq), 174.56 (Cq), 174.24 (Cq),
173.54 (Cq), Ce-1 + Ce-5 + Cp-1 + Co-1]; [144.51 (Cq), 144.21 (Cq), Ca-4 + Co-9]; [128.90
(CH), 127.64 (CH), 125.70 (CH), 125.24 (CH), Ca-5 + Ca-6 + Ca-7 + Ca-8]; [61.49, 55.83,
52.97, 52.82, (3 X CH + CHs), Ca-1 + Cg-2 + Cp-2 + COOCH3]; [47.54 (CHy), 43.34 (CH>),
Cp-5 + Cg-2]; 33.02 (CHz, Ca-2 + Ca-3); 31.01 (CHa, Cp-4); 30.54 (CH,, Ce-4); 28.61 (CHa,
Ce-3); 25.71 (CH2,Cp-3).
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Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-2a (secgéo
6.1.2.3.) procedeu-se a remogéao acidolitica do grupo Boc do composto C-8a (0,4352 g;
0,8202 mmol) com ATA (1,89 mL; 24,6 mmol).

Dissolveu-se o solido obtido em DCM/MeOH e purificou-se por cromatografia de
adsorcdo em coluna de gel de silica usando DCM/MeOH (9:1) como eluente, obtendo-

se 0,4377 g do composto C-9a. Rendimento: 98 %.

Aspeto Ry p.f. [a]
solido 0,11 em

—540 _ +
castanho DCM/MeOH (9:1) 52—54°C 11,7 £ 0,8 (c1, MeOH)

H-RMN (CD3OD, 400 MHz) & ppm (presenca de rotameros): 7.30 — 7.08 (m, 4H, Ha-5 +
Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 5.38 (t, J = 7.5 Hz, 1H, Ha-1); 4.51 — 4.27 (m, 2H, He-2 + Hp-2); 3.67
(s, 3H, COOCHj3); 3.64 — 3.35 (m, 4H, 2Hg-2 + 2Hp-5); 3.13 — 2.73 (m, 2H, Ha-3); 2.60 —
1.72 (m, 10H, Ha-2 + Hp-3 + Hp-4 + He-3 + He-4).

13C-RMN e DEPT (CDsOD, 101 MHz) & ppm (presenca de rotdmeros): [175.15, 174.43,
173.16, (4 x Cq), Ce-1 + Cg-5 + Cp-1 + Ce-1]; [144.58 (Cq), 144.29 (Cq), Ca-4 + Ca-9];
[128.92 (CH), 127.59 (CH), 125.67 (CH), 125.11 (CH), Ca-5 + C4-6 + C4-7 + C4-8]; [61.91,
55.80, 54.33, 52.28, (3 x CH + CHs), Ca-1 + Ce-2 + Cp-2 + COOCHz3]; [47.64 (CHy), 42.56
(CH2), Cp-5 + Cs-2]; 31.24 (CHa, Cp-4); 31.07 (CH2, Ca-2 + C4-3); 30.69 (CH,, Ce-4);
27.93 (CHg, Ce-3); 25.67 (CHg, Cp-3).
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CFsCO0 C-4a - ATA C-5a

C24H31F3N407 C24H34N4O5
544,53 g/mol 458,56 g/mol

Num bal&o de fundo redondo dissolveu-se o composto C-4a (0,3343 g; 0,6139
mmol) em DCE (40 mL). Adicionou-se uma solugdo aquosa de CH>O a 37% m/v (0,115
mL; 1,54 mmol) e de seguida adicionou-se o agente redutor NaBH(OAc); (0,6506 g;
3,069 mmol) e deixou-se em agitacdo magnética durante cerca de 2 horas.

Eliminou-se o solvente a presséo reduzida, de seguida adicionou-se DCM e filtrou-
se 0 excesso de agente redutor. Eliminou-se o solvente das aguas-mae e procedeu-se
a purificagdo habitual por cromatografia de adsor¢do em coluna de gel de silica usando
DCM/MeOH (4:1) como eluente, tendo-se obtido 0,2027 do composto C-5a pretendido.
Rendimento: 72 %.

Aspeto Ry p.f. [a]F?
solido cristalino 051 em
ligeiramente ’ 39-41°C +68,6 +0,1(cl, MeOH).

~marelado DCM/MeOH (4:1)
!H-RMN (CD3OD, 400 MHz) & ppm (presenca de rotameros 80:20): 7.28 — 7.14 (m, 4H,
Ha-5 + Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 5.38 (t, J = 7.5 Hz, 1H, Ha-1); 4.51 — 4.39 (m, 2H, He-2 + Hp-
2); [3.75 (s, minor), 3.73 (s, major), 3H, COOCHg]; 3.63 — 3.33 (m, 4H, 2Hg-2 + 2Hp-5);
3.05-2.79 (m, 2H, Ha-3); 2.49 — 1.89 (m, 16H, (CHs)2-N + Ha-2 + Hp-3 + Hp-4 + He-3 +
He-4).

13C-RMN e DEPT (CDzOD, 101 MHz) & ppm (presenca de rotameros): [174.60 (Cq),
174.51 (Cq), 174.35 (Cq), 173.53 (Cq), Ce-1 + Ce-5 + Cp-1+ Ce-1]; [144.50 (Cq)), 144.39
(Cq), Ca-4 + Co-9]; [128.81 (CH), 127.66 (CH), 125.64 (CH), 125.19 (CH), Ca-5 + Ca-6 +
Ca-7 + Ca-8]; [61.46, 55.80, 53.11, 52.82, (3 X CH + CHs), Ca-1 + Cg-2 + Cp-2 + COOCH3];
[48.31 (CH.), 48.04 (CH>), Co-2]; [45.46 (CHs), 45.41 (CHs), 45.33 (CHs), 45.28 (CHa),
(CHa)2-N]; [34.41 (CHy), 34.33 (CH2), Cp-5]; [33.07 (CH2), 32.98 (CH.), Cp-4]; 31.02
(CH2,Ca-2 + C4-3); 30.51 (CH, Cg-4); [28.67 (CH>), 27.76 (CHy), Ce-3]; [25.76 (CH>),
23.28 (CH2), Cp-3].
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CF COO C-10a
3 C-9a - ATA C24H34N405
C24H31F3N4O7 458,56 g/mol
544,53 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-5a (sec¢éo
6.1.2.9.) procedeu-se a N-dimetilagdo do composto C-9a (0,3222 g; 0,5917 mmol),
utiizando uma solucdo aquosa de CHO a 37% m/v (0,111 mL; 1,48 mmol) e
NaBH(OACc)s (0,6270 g; 2,958 mmol), deixando-se em agitagdo magnética durante cerca
de 2 horas. Fez-se o tratamento descrito para o composto C-5a, tendo-se obtido 0,1899

g do composto C-10a. Rendimento: 70 %.

Aspeto Ry [a]F?
6leo amarelo 0,63 em

: - +
Viscoso DCM/MeOH (4:1) 12,2 + 1,0 (c1, MeOH)

!H-RMN (CD3OD, 400 MHz) & ppm (presenca de rotameros 80:20): 7.29 — 7.09 (m, 4H,
Ha-5 + Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 5.38 (t, J = 7.6 Hz, 1H, Ha-1); 4.51 — 4.30 (m, 2H, He-2 + Hp-
2); [3.68 (minor), 3.67 (s, major), 3H, COOCHjs]; 3.59 — 3.34 (m, 2H, Hs-2); 3.10 — 2.79
(m, 3H, Ha-3); [2.71—1.80 (m, 17H), 1.35 —1.24 (m, 1H), Hp-5 + Ha-2 + (CHa)2-N + He-
3 + Hp-4 + He-3 + He-4].

13C-RMN e DEPT (CDs0OD, 101 MHz) & ppm (presenca de rotameros): [175.22, 173.24,
(4 x Cq), Ce-1 + Ce-5 + Cp-1 + Cg-1]; [144.49 (Cq), 144.32 (Cq), Ca-4 + C4-9]; [128.94
(CH), 127.59 (CH), 125.65 (CH), 125.09 (CH), Ca-5 + C4-6 + C,-7 + C5-8]; [61.76, 55.84,
54.26,52.27, (3 Xx CH + CHs), C4-1 + Ce-2 + Cp-2 + COOCHj3]; [48.31 (CH>), 48.04 (CHy),
Ce-2]; [45.50 (CHs), 45.46 (CHs), 45.41 (CHs), (CHa)2-N]; [34.23 (CH>), 33.99 (CH>), Cp-
5]; [31.26 (CHy), 31.17 (CH.), Cp-4]; 31.05 (CHa, Ca-2 + Cas-3); 30.57 (CH., Ce-4); 28.12
(CHg2, Ce-3); [26.02 (CH_y), 25.84 (CHy), Cp-3].
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Boc-Glu(OH)-OMe c-1b
C11H1gNOg C21H34N205
261,27 g/mol 394,51 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-la (secgéo
6.1.2.1.), procedeu-se ao acoplamento entre Boc-Glu(OH)-OMe (0,5821 g; 2,228 mmol)
e a amina b (0,5019 g; 2,674 mmol), utilizando DIEA (1,16 mL; 6,68 mmol) e TBTU
(0,7870 g; 2,451 mmol), deixando-se reagir durante cerca de 1 hora e 30 minutos apés
a adicdo do ultimo componente. Em seguida, procedeu-se ao tratamento idéntico ao
realizado para o composto C-1a.

O precipitado obtido foi filtrado (por filtracdo a presséo reduzida) e lavado com
Et,O, obtendo-se 0,7911 g do composto C-1b. Rendimento: 90 %.

Aspeto Ry p.f. [a]p®
s6lido branco | 0,78 em AcOEt 190 - 191 °C + 14,5 + 0,1 (c1, CHCI)

!H-RMN (CDCls, 400 MHz) & ppm: 5.53 (sl, 1H, CONH); 5.27 (d, J = 6.5 Hz, 1H, CONH);
4.25 (m, 1H, He-2); 3.72 (s, 3H, COOCHs); 2.23 — 1.84 (m, 15H, He-3 + He-4 + Hp-2 +
Ho-3 + Hp-5 + + Hp-7 + Hp-8 + Hp-9 + Hyp-10); 1.66 (S, 4H, Hp-4 + Hp-6); 1.42 (s, 9H,
C(CHa)s).

13C-RMN e DEPT (CDCls, 101 MHz) & ppm: [173.01 (Cq), 171.05 (Cq), Ce-1 + Ce-5];
155.84 (Cq, OCONH); 80.05 (Cq, C(CHs)s); [53.27, 52.48, (CH + CHs), Ce-2 + COOCHg];
52.10 (Cqg, Cp-1); [41.68, 36.48, 33.81, (6 X CH,), Cp-2 + Cyp-4 + Cp-6 + Cp-8 + Cp-9 + Cp-
10]; 29.55 (3x CH, Cp-3 + Cp-5 + Cp-7); 28.76 (2 X CH,, Ce-3 + Ce-4); 28.43 (3 x CHs,
C(CHs)s).
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Boc-Glu(OMe)-OH C-6b
C41H1gNOg C21H34N205
261,27 g/mol 394,51 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-la (secgéo
6.1.2.1.), procedeu-se ao acoplamento entre Boc-Glu(OMe)-OH (0,5803 g; 2,221 mmol)
e a amina b (0,5003 g; 2,665 mmol), utilizando DIEA (1,16 mL; 6,66 mmol) e TBTU
(0,7844 g; 2,443 mmol), deixando-se reagir durante 1 hora e 30 minutos. Em seguida,
procedeu-se ao tratamento idéntico ao realizado para o composto C-1a.

O oleo obtido foi purificado por cromatografia de adsor¢do em coluna de gel de
silica usando AcOEt como eluente, obtendo-se 0,7798 g do composto C-6b.

Rendimento: 89 %.

Aspeto Ry [a]p°
Oleo incolor = 0,89 em AcOEt = — 14,3 + 0,2 (c1, CHCly)

IH-RMN (CDCls, 400 MHz) & ppm: 5.88 (s, 1H, CONH); 5.26 (d, J = 7.7 Hz, 1H, CONH);
3.99 (s, 1H, He-2); 3.67 (s, 3H, COOCHa); 2.54 — 2.27 (m, 2H, He-4); 2.11 — 1.80 (m,
11H, He-3 + Hp-2 + Hp-3 + Hy-5 + Hy-7 + Hp-8 + Hp-9); 1.66 (t, 6H, Hyp-4 + Hp-6 + Hp-10);
1.42 (s, 9H, C(CHg)3).

13C-RMN e DEPT (CDCls, 101 MHz) & ppm: [173.97 (Cq), 170.40 (Cq), Ce-1 + Ce-5];
155.80 (Cq, OCONH); 79.98 (Cq, C(CHs)s); [54.14, 51.91, (CH + CHa), Ce-2 + COOCH3];
52.18 (Cq, Cb-1); [41.63, 36.41, 30.38, (6 X CHy), Cy-2 + Cp-4 + Cp-6 + Cp-8 + Cp-9 + C-
10]; 29.51 (3 X CH, Cp-3 + Cu-5 + Cp-7); 28.48 (2 X CHa, Ce-3 + Ce-4); 28.42 (3 X CHs,
C(CHs)s).
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394,51 g/mol 408,42 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-2a (secgéo
6.1.2.3.) procedeu-se a remogao acidolitica do grupo Boc do composto C-1b (0,7570 g;
1,919 mmol) com ATA (4,43 mL; 57,6 mmol), tendo-se obtido 0,7681 g do composto C-
2b. Rendimento: 98 %.

Aspeto Ry [a]F?
6leo amarelo viscoso 0,59 em AcOEt + 25,6 £ 0,1 (c1, CHCIy)

1H-RMN (CDsOD, 400 MHz) § ppm: 4.06 (t, = 6.4 Hz, 1H, He-2); 3.84 (s, 3H, COOCHs);
2.39 (dd, J = 10.5, 4.3 Hz, 2H, He-4); 2.21 (M, 11H, He-3 + Hp-2 + Ho-3 + Hp-5 + Hp-7 +
Hp-8 + Hp-9); 1.71 (S, 6H, Hp-4 + Hp-6 + Hp-10).

13C-RMN e DEPT (CD:OD, 101 MHz) § ppm: [173.21 (Cq), 170.68 (Cq), Ce-1 + Ce-5];
[53.72, 53.68, (CH + CHj), Ce-2 + COOCHs]; 53.02 (Cq, Cb-1); [42.25, 37.45, 33.21 (6 X
CHy), Co-2 + Cp-4 + Cp-6 + Cp-8 + Cp-9 + Cb-10]; 30.87 (3 X CH, Cp-3 + Cv-5 + Cp-7);
27.25 (2 X CHz, Ce-3, Ce-4).
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C21H34N205 C1gH27F3N205
394,51 g/mol 408,42 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-2a (sec¢éo
6.1.2.3.) procedeu-se a remocao acidolitica do grupo Boc do composto C-6b (0,7284 g;
1,846 mmol) com ATA (4,26 mL; 55,4 mmol), tendo-se obtido 0,7390 g do composto C-
7b. Rendimento: 98 %.

Aspeto Ry [a]F?
.
solido transparente de ) o1 o\ AcOEt 4 5.4 4 0.1 (cL, CHCl)
baixo p.f.

IH-RMN (CDsOD, 400 MHz) & ppm: 3.80 (t, J = 6.4 Hz, 1H, He-2); 3.70 (s, 3H, COOCHs);
2.48 (td, J = 7.3, 1.3 Hz, 2H, He-4); 2.16 — 2.01 (M, 11H, He-3 + Hyp-2 + Hp-3 + Hp-5 + Hp-
7 + Hp-8 + Hp-9); 1.73 (S, 6H, Ho-4 + Hp-6 + Hp-10).

13C-RMN e DEPT (CDsOD, 101 MHz) & ppm: [174.22 (Cq), 168.26 (Cq), Ce-1 + Ce-5;
[53.88, 53.48, (CH + CHs), Ce-2 + COOCH3]; 52.48 (Cq, Cp-1); [42.20, 37.34, 30.84 (6 x
CHa), Cp-2 + Cp-4 + Cu-6 + Cp-8 + Cp-9 + Cp-10]; 30.08 (3 X CH, Cy-3 + Cp-5 + Cp-7);
27.80 (2 X CH,, Ce-3, Ce-4).
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H-Pro-OH C-3b
C5H9N02 C28H44N4O7
115,13 g/mol 548,68 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-3a (secgéo
6.1.2.5.), procedeu-se ao acoplamento entre H-Pro-OH (0,1670 g; 1,451 mmol), Boc-
Gly-OSu (0,4345 g; 1,596 mmol) e C-2b (0,7109 g; 1,741 mmol), utilizando DIEA (0,758
mL; 4,35 mmol) e TBTU (0,5125 g; 1,596 mmol), deixando-se em agitagdo magnética
durante cerca de 2 horas apoés a adi¢do do ultimo componente. De seguida, procedeu-
se ao tratamento habitual.

O oleo obtido foi purificado por cromatografia de adsor¢do em coluna de gel de
silica usando AcOEt como eluente obtendo-se 0,5414 g do composto C-3b.
Rendimento: 68 %.

Aspeto Ry p.f. [a] L8
solido branco = 0,27 em AcOEt  61-63°C —9,8 + 0,3 (c1, CHCIy)

H-RMN (CDCls, 400 MHz) & ppm (presenca de rotameros 85:15): 7.23 (d, J = 7.6 Hz,
1H, CONH); [5.84 (sl, major), 5.73 (sl, minor), 1H, CONH]; [5.48 (sl, minor), 5.40 (sl,
major), 1H, CONH]; 4.56 — 4.41 (m, 2H, He-2 + Hp-2); 4.05 — 3.83 (M, 2H, Hs-2); 3.72 (s,
3H, COOCHz); 3.63 — 3.34 (m, 2H, Hp-5); 2.24 — 1.84 (m, 17H, He-3 + He-4 + Hp-3 + Hp-
4 + Hp-2 + Hp-3 + Hp-5 + Hp-7 + Hp-8 + Hp-9); 1.66 (s, 6H, Hy-4 + Hp-6 + Hp-10); 1.44 (s,
9H, C(CHs)a3).

13C-RMN e DEPT (CDCls, 101 MHz) & ppm (presenca de rotameros): [172.51 (Cq),
171.35 (Cq), 171.25 (Cq), 168.36 (Cq), Ce-1 + Cg-5 + Cp-1 + Ce-1]; 155.92 (Cq,
OCONH); 79.88 (Cqg, C(CHs)s); [60.46, 52.54, 51.78, (2 x CH + CHs), Cp-2 + Cg-2 +
COOCHj3]; 52.02 (Cq, Cp-1); [47.31 (CHy), 46.53 (CH>), 43.27(CHy), Cs-2 + Cp-5]; [41.53,
36.48 (6 x CHy), Cp-2 + Cp-4 + Cp-6 + Cp-8 + Cp-9 + Cp-10]; [33.15, 32.25, CH,, Cp-4];
29.53 (3 x CH, Cy-3 + Cp-5 + Cy-7); 28.55 (CH,, Ce-4); 28.45 (3 x CHs, C(CHs)3); 28.28
(CH>, Cg-3); [24.98 (CH2), 22.92 (CH>), Cp-3].
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H-Pro-OH C-8b
C5H9N02 C28H44N407
115,13 g/mol 548,68 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-3a (secc¢édo
6.1.2.5.), procedeu-se ao acoplamento entre H-Pro-OH (0,1691 g; 1,469 mmol), Boc-
Gly-OSu (0,5283 g; 1,940 mmol) e C-7b (0,7198 g; 1,762 mmol), utilizando DIEA (0,768
mL; 4,41 mmol) e TBTU (0,5188 g; 1,616 mmol), deixando-se em agitacdo magnética
durante cerca de 2 horas apés a adicdo do Ultimo componente. De seguida, procedeu-
se ao tratamento habitual.

O o6leo obtido foi purificado por cromatografia de adsorcdo em coluna de gel de
silica usando AcOEt como eluente obtendo-se 0,5239 g do composto C-8b.

Rendimento: 65 %.

Aspeto Ry p.f. [a]5°
sélido branco 0,44 em AcOEt - 56-58°C | — 29,9+ 0,1 (cl, CHCIs)

IH-RMN (CDCls, 400 MHz) § ppm: 7.60 (d, J = 7.6 Hz, 1H, CONH); 6.18 (s, 1H, CONH);
5.40 (s, 1H, CONH); 4.45 (dd, J = 7.9 Hz, 1H, He-2); 4.28 (td, J = 7.6, 4.4 Hz, 1H, Hp-2);
4.14 —3.81 (M, 2H, Hg-2); 3.70 — 3.55 (M, 4H, COOCHs + Hp-5); 3.48 — 3.37 (m, 1H, Hp-
5); 2.53 — 2.34 (M, 2H, He-4); 2.18 — 1.90 (M, 15H, He-3 + Hp-3 + Hp-4 + Hp-2 + Hp-3 +
Hp-5 + Ho-7 + Hy-8 + Hp-9); 1.65 (S, 6H, Ho-4 + Hp-6 + Hy-10); 1.42 (s, 9H, C(CHs)s).
13C-RMN e DEPT (CDCls, 101 MHz) & ppm: [175.47 (Cq), 170.95 (Cq), 169.57 (Cq),
168.76 (Cq), Ce-1 + Ce-5 + Cp-1 + Ce-1]: 155.87 (Cq, OCONH); 79.89 (Cg, C(CHs)s):
[61.05, 53.28, 52.13, (2 x CH + CH3), Cp-2 + Ce-2 + COOCHg]; 52.32 (Cq, Cp-1);
[46.51(CHy), 43.32 (CH,), Co-2 + Cp-5]; [41.47, 36.46, (6 X CHy), Co-2 + Cp-4 + Cp-6 +
Cp-8 + Cp-9 + Cp-10]; 30.29 (CH,, Cp-4); 29.56 (3 X CH, Cp-3 + C-5 + Cp-7); 28.86 (CHo,
Ce-4); 28.46 (3 X CHa, C(CHa)s); 26.92 (CH2, Ce-3); 24.94 (CHz, Cp-3).
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C-3b C-4b - ATA
CpgH44N40O7 CosH37F3N40O7
548,68 g/mol 562,59 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-2a (secc¢éo
6.1.2.3.) procedeu-se a remocao acidolitica do grupo Boc do composto C-3b (0,4497 g;
0,8196 mmol) com ATA (1,89 mL; 24,6 mmol), tendo-se obtido 0,4519 g do composto
C-4b. Rendimento: 98 %.

Aspeto Ry p.f. [a]p°
0,62 em

s6lido amarelo DCM/MeOH (4:1)

54 -57°C  + 32,2 + 0,4 (c1, MeOH).
H-RMN (CDsOD, 400 MHz) & ppm (presenca de rotameros 80:20): [4.50 (dd, J = 8.3,
3.4 Hz, major), 4.46 (dd, J = 8.7, 2.9 Hz, minor), 1H, He-2]; 4.41 — 4.33 (m, 1H, Hp-2);
3.89 (d, J = 3.2 Hz, 2H, He-2); [3.73 (s, minor), 3.72 (s, major), 3H, COOCHzs]; 3.67 —
3.49 (m, 2H, Hp-5); 2.27 — 2.21 (m, 2H, He-4); 2.19 — 1.82 (m, 15H, He-3 + Hp-3 + Hp-4
+ Hp-2 + Hp-3 + Hp-5 + Hp-7 + Hp-8 + H,-9); 1.71 (s, 6H, Hy-4 + Hp-6 + Hp-10).

13C-RMN e DEPT (CDsOD, 101 MHz) & ppm (presenca de rotameros): [174.28 (Cq),
173.95 (Cq), 173.48 (Cq), 166.02 (Cq), Ce-1 + Ce-5 + Cp-1 + Cs-1]; [61.41, 61.24, 53.81,
53.44, 52.80, (2 x CH + CHs), Cp-2 + Ce-2 + COOCHzs]; 52.84 (Cq, Cp-1); [48.47 (CH>),
47.69 (CH,), Cs-2 + Cp-5]; [42.31, 42.28, 41.44, 37.48, (6 X CH,), Cyp-2 + Cp-4 + Cp-6 +
Cb-8 + Cp-9 + C-10]; [34.04 (CH>), 33.95 (CH>), Cp-4]; 30.88 (3 x CH, Cy-3 + Cp-5 + Cp-
7); 30.73 (CH2, Cg-4); [28.77 (CH,), 27.89 (CH2), Ce-3]; [25.54 (CH>), 23.44 (CHy), Cp-
3].



FCUP | 143

O O
o~ Ay
0 NH H
o Y
H3N\)LN )
)
CF4C00 C-4b - ATA

Qo Q < 0 m o™ g -
=R 0 0 g 9
- - — o [ 1 w0
T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 Th 70 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 0.5 0.0
o/ ppm
A
T ] ]1 L L
e
175 170 165
o/ ppm
il L L I J J J \L .
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

& /ppm



144 | FCUP
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DCM anidro
NJHQ H3NJL 3
CF3COO
C-8b C-9b - ATA
CogHa4N407 CosH37F3N4O7
548,68 g/mol 562,59 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-2a (secc¢éo
6.1.2.3.) procedeu-se a remocao acidolitica do grupo Boc do composto C-8b (0,4231 g;
0,7711 mmol) com ATA (1,78 mL; 23,1 mmol), tendo-se obtido 0,4251 g do composto
C-9b. Rendimento: 98 %.

Aspeto Ry p.f. [a]b®
sélido branco 0,60 em 67-69°C — 31,2+ 0,2 (c1, MeOH)

DCM/MeOH (4:1)

!H-RMN (CD3OD, 400 MHz) & ppm (presenca de rotameros 85:15): 4.51 — 4.43 (m, 1H,
He-2); 4.31 — 4.23 (m, 1H, Hp-2); 3.89 (s, 2H, Hs-2); [3.68 (s, minor), 3.67 (s, major), 3H,
COOCH;]; 3.63 — 3.49 (M, 2H, Hp-5); 2.52 — 2.34 (M, 2H, He-4); 2.11 — 1.85 (m, 15H,
He-3 + Hp-3 + Hp-4 + Hyp-2 + Hp-3 + Hp-5 + Hyp-7 + Hp-8 + Hyp-9); 1.72 (s, 6H, Hp-4 + Hp-6
+ Hp-10).

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz) & ppm (presenca de rotameros): [175.20 (Cq),
173.97 (Cq), 172.20 (Cq), 166.20 (Cq), Ce-1 + Ce-5 + Cp-1 + Ce-1]; [61.66, 61.15, 54.61,
54.41, 52.38, 52.25, (2 x CH + CHa), Cp-2 + Ce-2 + COOCH3]; 53.07 (Cq, Cb-1); [47.67
(CH>), 42.25 (CH,), Ca-2 + Cp-5]; [41.49, 37.43, (6 X CHy), Cp-2 + Cp-4 + Cp-6 + Cp-8 +
Cb-9 + Cp-10]; [31.27 (CHs), 31.15 (CH,), Cp-4]; 30.88 (3 X CH, Cp-3 + Cp-5 + Cp-7);
30.76 (CHz, Ce-4); [28.71 (CH.), 28.27 (CHa), Ce-3]; [25.66 (CHz), 23.41 (CH.), Cp-3].
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C-4b - ATA C-5b
Ca5H37F3N4O05 C25H40N405
562,59 g/mol 476,62 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-5a (sec¢éo
6.1.2.9.) procedeu-se a N-dimetilagdo do composto C-4b (0,3419 g; 0,6077 mmol),
utiizando uma solu¢cdo aquosa de CHO a 37% m/v (0,114 mL; 1,52 mmol) e
NaBH(OACc)s (0,6440 g; 3,038 mmol), deixando-se em agitagdo magnética durante cerca
de 2 horas. Fez-se o tratamento descrito para o composto C-5a, tendo-se obtido 0,2143
g do composto C-5b. Rendimento: 74 %.

Aspeto Ry p.f. [a]3?
sélido branco 0,52 em

— o] —
cristalino DCM/MeOH (4:1) 0~ 81°C  —28810.2(cl, MeOH)

H-RMN (CDzOD, 400 MHz) & ppm (presenca de rotameros 80:20): 4.52 — 4.44 (m, 1H,
He-2); 4.39 (dd, J = 9.4, 4.8 Hz, 1H, Hp-2); 4.02 — 3.93 (m, 2H, He-2); [3.74 (s, minor),
3.72 (s, major), 3H, COOCHjs]; 3.65 — 3.50 (m, 2H, Hp-5); 2.81 (s, 6H, (CHs)2N); 2.28 —
2.20 (m, 2H, He-4); 2.14 — 1.87 (m, 15H, He-3 + Hp-3 + Hp-4 + Hp-2 + Hp-3 + Hp-5 + Hp-
7 + Hp-8 + Hp-9); 1.71 (s, 6H, Hp-4 + Hyp-6 + H,-10).

13C-RMN e DEPT (CDzOD, 101 MHz) & ppm (presenca de rotameros): [174.26 (Cq),
173.92 (Cq), 173.51 (Cq), 165.93 (Cq), Ce-1 + Ce-5 + Cp-1 + Cs-1]; [61.47, 53.81, 53.29
(2 x CH + CHs), Cp-2 + Ce-2 + COOCHjs]; 52.84 (Cq, Cp-1); [59.90 (CH), 47.86 (CH>),
Cs-2 + Cp-5]; 45.05 (2 x CHs, (CHs):N); [42.29, 37.48, (6 x CH>), Cp-2 + Cp-4 + Cp-6 +
Cp-8 + Cp-9 + Cp-10]; [34.01 (CHy>), 33.10 (CHy>), Cp-4]; 30.88 (3 x CH, Cp-3 + Cp-5 + Cp-
7); 30.68 (CH2, Ce-4); [28.78 (CHy), 27.69 (CH2), Ce-3]; [25.61 (CH>), 23.36 (CH2), Cp-
3].
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CF3COO
C-9b - ATA C-10b
CosH37F3N4O7 C25H40N4O5
562,59 g/mol 476,62 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-5a (secc¢éo
6.1.2.9.) procedeu-se a N-dimetilagdo do composto C-9b (0,2995 g; 0,5324 mmol),
utilizando uma solugéo aquosa de CH20 a 37% (0,100 mL; 1,33 mmol) e NaBH(OACc)3
(0,5642 g; 2,662 mmol), deixando-se em agitacdo magnética durante cerca de 2 horas.
Fez-se o tratamento descrito para o composto C-5a, tendo-se obtido 0,1903 g do
composto C-10b. Rendimento: 75 %.

Aspeto Rs p.f. [a]2°
sdlido branco 0,53 em .
cristalino DCM/MeOH (4:1) 67-69°C  +23,910,2(cl, MeOH)

!H-RMN (CD3OD, 400 MHz) & ppm (presenca de rotameros 85:15): 4.46 (dd, J = 8.6,
4.1 Hz, 1H, He-2); 4.29 (dd, J = 8.9, 5.1 Hz, 1H, Hp-2); 3.99 (d, J = 3.8 Hz, 2H, He-2);
[3.69 (s, minor), 3.67 (s, major), 3H, COOCHg]; 3.63 — 3.48 (m, 2H, Hpe-5); 2.83 (s, 6H,
(CHs)2N); 2.50 — 2.37 (m, 2H, He-4); 2.27 — 1.86 (M, 15H, He-3 + Hp-3 + Hp-4 + Hp-2 +
Hp-3 + Hyp-5 + Hp-7 + Hp-8 + Hp-9); 1.72 (s, 6H, Hp-4 + Hp-6 + Hp-10).

13C-RMN e DEPT (CDzOD, 101 MHz) & ppm (presenca de rotameros): [173.78 (Cq),
172.58 (Cq), 170.79 (Cq), 164.48 (Cqg), Ce-1 + Ce-5 + Cp-1 + Cs-1]; [60.32, 59.93, 53.17,
52.95, 51.00, 50.84, (2 x CH + CHa), Cp-2 + Ce-2 + COOCH3]; 51.66 (Cqg, Cp-1); [58.78
(CH2), 58.39 (CH_), 46.43 (CH.), Cs-2 + Cp-5]; 43.63 (2 x CHs, (CHs)2N); [40.88, 36.04,
(6 X CHa), Cp-2 + Cp-4 + Cp-6 + Cp-8 + Cp-9 + Cy-10]; [29.92 (CH.), 29.68 (CH,), Cp-4];
29.29 (CHg, Ce-4); 29.49 (3 x CH, Cp-3 + Cp-5 + Cp-7); [27.42 (CH>), 26.84 (CHy), Ce-3];
[24.37 (CHz), 21.93 (CH,), Cp-3]
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Boc” _NH H
Boc
Boc-Glu(OH)-OMe C-1c
C41H49NOg Co3H3gN205
261,27 g/mol 422,57 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-la (sec¢éo
6.1.2.1.), procedeu-se ao acoplamento entre Boc-Glu(OH)-OMe (0,4012 g; 1,536 mmol)
e a amina ¢ (0,5018 g; 1,843 mmol), utilizando DIEA (0,803 mL; 4,61 mmol) e TBTU
(0,5425 g; 1,690 mmol), deixando-se reagir durante 2 horas e 30 minutos apos a adicao
do ultimo componente. Em seguida, procedeu-se ao tratamento idéntico ao realizado
para o composto C-1a.

O oleo obtido foi purificado por cromatografia de adsor¢do em coluna de gel de
silica usando AcOEt como eluente obtendo-se 0,6101 g do composto C-1c. Rendimento:
94 %.

Aspeto Ry [a]F?
Oleo amarelo viscoso = 0,89 em AcOEt = + 52,2 + 0,4 (c1, CHCls)

IH-RMN (CDCls, 400 MHZ) § ppm: 5.57 (sl, 1H, CONH); 5.29 (d, J = 7.0 Hz, 1H, CONH);
4.27 (sl, 1H, He-2); 3.74 (s, 3H, COOCH3); 2.22 — 2.11 (m, 4H, He-3 + He-4); [1.71 — 1.60
(M, 5H), 1.54 — 1.31 (m, 17H), C(CHs)s + He-2 + Ho-3 + He-4 + He-5 + He-6 + He-7 + He-
8 + He-9 + Hc-10]; 0.85 (S, 6H, He-11 + He-12).

13C-RMN e DEPT (CDCls, 101 MHz) & ppm: [173.01 (Cq), 171.12 (Cq), Ce-1 + Ce-5];
155.88 (Cq, OCONH); 80.10 (Cg, C(CHs)s); 53.71 (Cq, Cc-1); [53.29, 52.48 (CH + CHb),
Ce-2 + COOCHGs]; [50.72, 47.62, 42.79, (6 X CHy), Ce-2 + Ce-4 + C¢-6 + Ce-8 + Cc-9 + Ce-
10]; 40.21 (2 X CHa, Ce-3 + Ce-4); 32.48 (2 x Cq, Cc-3 + Cc-7); [30.19, 28.45, 21.15, (CH
+ 5 X CHg), C¢-11 + C¢-12 + C(CHs3)s + Cc-5].
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1) DIEA
0 0 2) TBTU 0 O
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NH DCM anidro NH H
Boc” Boc”
Boc-Glu(OMe)-OH C-6¢
C11H19NOg Ca3H3gN205
261,27 g/mol 422,57 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-la (secc¢édo
6.1.2.1.), procedeu-se ao acoplamento entre Boc-Glu(OMe)-OH (0,4021 g; 1,539 mmol)
e a amina ¢ (0,3985 g; 1,847 mmol), utilizando DIEA (0,804 mL; 4,62 mmol) e TBTU
(0,5436 g; 1,693 mmol), deixando-se reagir durante 2 horas e 30 minutos apds a adicao
do ultimo componente. Em seguida, procedeu-se ao tratamento idéntico ao realizado
para o composto C-1a.

O oleo obtido foi purificado por cromatografia de adsor¢do em coluna de gel de
silica usando AcOEt como eluente, obtendo-se 0,5788 g do composto C-6c.

Rendimento: 89 %.

Aspeto Ry [a]F?
sélido branco de

, 0,92 em AcOEt = — 16,5 + 0,3 (c1, CHCly)
baixo p.f.

H-RMN (CDCls, 400 MHz) & ppm: 5.94 (sl, 1H, CONH); 5.26 (d, J = 7.9 Hz, 1H, CONH);
4.00 (sl, 1H, He-2); 3.68 (s, 3H, COOCHg); 2.59 — 2.32 (m, 2H, He-4); [1.94 — 1.75 (m,
4H), 1.70 — 1.56 (m, 4H), 1.51 — 1.30 (m, 13H), 1.22 — 1.08 (m, 3H), He-3 + C(CHa)s +
Hc-2 + He-3 + He-4 + He-5 + He-6 + He-7 + He-8 + Hc-9 + Hc-10]; 0.84 (s, 6H, He-11 + Hc-
12).

13C-RMN e DEPT (CDCls, 101 MHz) & ppm: [173.97 (Cq), 170.51 (Cq), Ce-1 + Ce-5];
155.80 (Cg, OCONH); 80.00 (Cqg, C(CHs)3); 53.78 (Cq, C¢-1); [64.11, 51.93, (CH + CH5),
Ce-2 + COOCHs]; [50.67, 47.56, 42.79, (6 X CHy), Cc-2 + Ce-4 + Cc-6 + C-8 + Cc-9 + Ce-
10]; 40.17 (2 x CH2, Ce-3 + Cg-4); 32.50 (2 x Cq, C¢-3 + C¢-7); [30.15, 28.43, 21.15, (CH
+ 5 x CHj3), C¢-11 + C¢-12 + C(CHgs)s + Cc-5].
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CF4CO0
C-1c C-2c - ATA
C23H38N205 C20H31N205F3
422,57 g/mol 436,47 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-2a (secgéo
6.1.2.3.) procedeu-se a remogéao acidolitica do grupo Boc do composto C-1c (0,5590 g;
1,323 mmol) com ATA (3,06 mL; 39,7 mmol), tendo-se obtido 0,5659 g do composto C-

2c pretendido. Rendimento: 98%.

Aspeto Ry [a]F
6leo amarelo 0,075 em AcOEt . — 8,2 + 0,9 (c1, CHCls)

!H-RMN (CDCls, 400 MHz) & ppm: 6.08 (sl, 1H, CONH); 4.14 (d, J = 7.1 Hz, 1H, He-2);
3.82 (s, 3H, COOCHg); [2.54 — 2.14 (m, 5H), 1.79 (s, 2H), 1.58 (q, J = 12.0 Hz, 5H), 1.38
—1.25 (m, 5H), 1.14 (s, 2H), He-3 + He-4 + Hc-2 + Hc-4 + Hc-5 + He-6 + He-8 + He-9 + He-
10]; 0.85 (s, 6H, Hc-11 + Hc-12).

13C-RMN e DEPT (CDCls, 101 MHz) & ppm: [172.46 (Cq), 169.72 (Cq), Ce-1 + Ce-5];
54.73 (Cq, Cc-1); [53.70, 52.89, (CH + CHs), Ce-2 + COOCH;5]; [50.58, 47.18, 42.63, (6
X CHy), Cc-2 + C¢-4 + C¢-6 + C¢-8 + Cc-9 + Cc-10]; 39.74 (2 x CHy, Ce-3 + Ce-4); 32.48
(2 x Cq, C¢-3 + Cc-7); [30.08, 26.05, (CH + 2 x CHg3), Cc-5 + Cc-11 + Cc-12].
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C-6¢c C-7c - ATA
C23H3gN205 CooH31N205F 3
422,57 g/mol 436,47 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-2a (sec¢éo
6.1.2.3.) procedeu-se a remocao acidolitica do grupo Boc do composto C-6¢ (0,5281 g;
1,250 mmol) com ATA (2,89 mL; 37,5 mmol), tendo-se obtido 0,5292 g do composto C-
7c. Rendimento: 97 %.

Aspeto Ry [a]F
6leo acastanhado 0,098 em AcOEt - + 7,7 + 0,9 (c1, CHCls)

!H-RMN (CDClIs, 400 MHz) & ppm: 6.90 (sl, 1H, CONH); 4.12 (d, J = 7.1 Hz, 1H, He-2);
3.70 (s, 3H, COOCHs3); [2.56 (q, J = 18.2 Hz, 2H), 2.13 (s, 3H), 1.79 (s, 2H), 1.72 — 1.48
(m, 4H), 1.40 — 1.24 (m, 5H), 1.14 (s, 2H), He-3 + He-4 + Hc-2 + Hc-4 + He-5 + He-6 + He-
8 + Hc-9 + Hc-10]; 0.84 (s, 6H, He-11 + He-12).

13C-RMN e DEPT (CDCls, 101 MHz) & ppm: [174.54 (Cq), 167.31 (Cq), Ce-1 + Ce-5];
54.93 (Cq, Cc-1); [53.41, 52.57, (CH + CHs), Ce-2 + COOCH;3]; [50.51, 47.12, 42.55, (6
X CHy), Cc-2 + Cc-4 + Cc-6 + Cc-8 + Cc-9 + Cc-10]; 39.66 (2 x CH2, Ce-3 + Ce-4); 32.48
(2 x Cq, Cc-3 + Cc-7); [30.02, 26.82, (CH + 2 x CH3), Cc-5 + Cc-11 + Cc-12].



FCUP | 157

\O)‘\/\‘/N\N
NH; H
O ®
CF;C00

C-7c - ATA

- 1 I (
PR N | jI\LJ‘I'LJ ‘\_Ju|||h|"-_)j\JUL'IW||\JH|\_L

\ |
S S

w = L= a oM Q P~

=] (=] =] @ o @0 Ll

- ~ o o o - < o o @

T T T T T T T T T T T T T T T T
75 7.0 6.5 6.0 545 50 445 4.0 358 30 25 20 145 1.0 05 0.0
o/ppm

\ .
. ) L \l
T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30 20 10 0

o /ppm



158 | FCUP

0]

O)\OH
NH

H-Pro-OH

CsHgNO,
115,13 g/mol
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C30H4gN4O7
576,74 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-3a (secgéo
6.1.2.5.), procedeu-se ao acoplamento entre H-Pro-OH (0,1236 g; 1,074 mmol), Boc-
Gly-OSu (0,3215 g; 1,181 mmol) e C-2¢ (0,5623 g; 1,289 mmol), utilizando DIEA (0,281
mL; 3,22 mmol) e TBTU (0,3793 g; 1,181 mmol), deixando-se em agitagdo magnética

durante cerca de 2 horas apoés a adi¢do do ultimo componente. De seguida, procedeu-

se ao tratamento habitual.

O ¢leo obtido foi sujeito a cromatografia de adsor¢cdo em coluna de gel de silica

usando AcOEt como eluente, obtendo-se 0,4336 g do composto C-3c com algumas

impurezas.
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1) DIEA
2) Boc-Gly-OSu 1) 0
0 3) TBTU -
4) C-Tc o N
C/)\OH DCM anidro O NH H
NH H 0] H
,N\)\\N )
Boc
H-Pro-OH C-8c
CsHgNO, C30H48N4O7
115,13 g/mol 576,74 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-3a (sec¢éo
6.1.2.5.), procedeu-se ao acoplamento entre H-Pro-OH (0,1089 g; 0,9459 mmol), Boc-
Gly-OSu (0,2833 g; 1,040 mmol) e C-7c (0,4954 g; 1,135 mmol), utilizando DIEA (0,494
mL; 2,84 mmol) e TBTU (0,3341 g; 1,040 mmol), deixando-se em agitacdo magnética
durante cerca de 2 horas apés a adicdo do ultimo componente. De seguida, procedeu-
se ao tratamento habitual.

O o6leo obtido foi purificado por cromatografia de adsor¢cdo em coluna de gel de
silica usando AcOEt como eluente, obtendo-se 0,2782 g do composto C-8c.
Rendimento: 51 %.

Aspeto Ry [a]3
6leo castanho 0,51 em AcOEt - — 10,6 + 0,9 (c1, CHCIs).

H-RMN (CDCls, 400 MHz) & ppm (presenca de rotameros 85:15): 7.61 (d, J = 7.4 Hz,
1H, CONH); [6.40 (s, minor), 6.29 (s, major), 1H, CONH]; [5.41 (s, major), 5.30 (s, minor),
1H, CONH]; 4.53 — 4.19 (m, 2H, He-2 + Hp-2); 4.08 — 3.84 (m, 2H, Hs-2); 3.63 (s, 3H,
COOCHj3); [2.54 — 2.32 (m, 1H), 2.81 — 2.62 (m, 1H), Hp-5]; 2.49 — 1.62 (m, 9H, Hp-3 +
Hp-4 + He-3 + He-4 + Hc-5); 1.84 — 1.55 (m, 6H, Hc-4 + Hc-6 + He-9); 1.43 — 1.03 (m, 15H,
C(CHs)s + Hc-2 + Hc-8 + He-10); 0.80 (s, 6H, He-11 + He-12).

13C-RMN e DEPT (CDCls;, 101 MHz) & ppm (presenca de rotameros): [175.29 (Cq),
171.04 (Cq), 169.71 (Cq), 168.67 (Cq), Ce-1 + Ce-5 + Cp-1 + Ce-1]; 155.82 (Cq,
OCONH); 79.83 (Cq, C(CHs)3); [60.97, 53.20, 52.03, 51.95 (2 x CH + CHs), Cp-2 + Ce-2
+ COOCHj3]; 51.95 (CH, C¢-5); 53.83 (Cq, Cc-1); [50.64 (CH,), 47.31 (CH,), Cs-2 + Cp-
5]; [46.43, 42.70, 39.91 (6 X CH2), Cc-2 + C¢-4 + Cc-6 + Cc-8 + Cc-9 + C¢-10]; 32.39 (2 x
Cq, Cc-3 + Cc-7); [30.43 (CH>), 30.21 (CH3), Cp-4]; 30.16 (2 x CH3, Cc-11 + Cc-12); [29.16
(CH2), 28.83 (CHz), Ce-4]; 28.41 (3 x CHs, C(CHa)3); [27.23 (CH2), 26.86 (CH2), Ce-3];
[25.07 (CH), 24.89 (CHy), Cp-3].
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O N ATA oY N
o O NH H DCM anidro 0 NH H
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,NJ\\N ) H3N\)\\N
Boc ®
©
CF,CO0
C-3c C-4c - ATA
C30H4gN4O7 Co7H3F3N407
576,74 g/mol 590,64 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-2a (secgéo
6.1.2.3.) procedeu-se a remogéao acidolitica do grupo Boc do composto C-3c (0,4012 g;
0,6956 mmol) com ATA (1,61 mL; 20,9 mmol), tendo-se obtido 0,3903 g do composto
C-4c. Rendimento: 95 %.

Aspeto Ry [a]p
Sélido branco de 0,49 em

- — +
baixo p.f. DCM/MeOH (4:1) 201 0.2 (1, MeOH)

!H-RMN (CD3OD, 400 MHz) & ppm (presenca de rotameros 80:20): 4.58 — 4.30 (m, 2H,
He-2 + Hp-2); 3.90 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Hs-2); [3.73 (s, minor), 3.72 (s, major), 3H,
COOCH;g]; 3.64 — 3.45 (m, 2H, Hp-5); [2.52 — 1.73 (m, 11H), 1.64 (g, J = 11.9 Hz, 4H),
1.36 (dd, J =29.8, 11.4 Hz, 4H), 1.16 (s, 2H), Hp-3 + Hp-4 + He-3 + He-4 + Hc-2 + He-4 +
Hc-5 + He-6 + He-8 + He-9 + He-10]; 0.85 (s, 6H, He-11 + He-12).

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz) & ppm (presenca de rotameros): [174.01 (Cq),
173.47 (Cq), Ce-1 + Cg-5 + Cp-1 + Cs-1]; 54.49 (Cq, C.-1); [53.45, 52.91, 52.80, (2 x CH
+ CHs3), Cp-2 + Cg-2 + COOCHj]; [51.72 (CHy), 48.27 (CHy), Cs-2 + Cp-5]; [43.76 (CH>),
40.75 (CHy), 34.05 (CHy), 33.96 (CHy), Cc-2 + C¢-4 + Cc-6 + Cc-8 + Cc-9 + Cc-10]; 33.22
(2 x Cq, Cc-3 + C¢-7); [31.55, 30.69, (CH + 2 x CHg), C¢-5 + C¢-11 + C-12]; 30.73 (CHy,
Cp-4); 28.78 (CH>, Ce-4); 27.88 (CH,, Ce-3); 23.47 (CH>, Cp-3).
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C-8¢c 3 C-9c - ATA
C30HagN4O7 Co7H3F3N407
576,74 g/mol 590,64 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-2a (sec¢éo
6.1.2.3.) procedeu-se a remocédo do grupo Boc do composto C-8c (0,2182 g; 0,3783
mmol) com ATA (0,874 mL; 11,4 mmol), tendo-se obtido 0,2078 g do composto C-9c.
Rendimento: 93 %.

Aspeto Ry p.f. [a]p
sélido 0,54 em

_ 0 — +
castanho  DCM/MeOH (4:1) 150~ 135°C  —26,940.2(cl, MeOH)

H-RMN (CDzOD, 400 MHz) & ppm (presenca de rotameros 80:20): 4.51 — 4.43 (m, 1H,
He-2); 4.32 — 4.24 (m, 2H, Hp-2); 3.87 (d, 2H, Hs-2); [3.68 (s, minor), 3.67 (s, major), 3H,
COOCHg]; 3.63 — 3.44 (m, 2H, Hp-5); [2.51 — 1.80 (m, 12H), 1.69 — 1.60 (m, 3H), 1.36
(dd, J = 30.6, 12.3 Hz, 4H), 1.16 (s, 2H), Hp-3 + Hp-4 + He-3 + He-4 + He-2 + He-4 + He-
5+ H¢-6 + He-8 + He-9 + He-10]; 0.85 (s, 6H, He-11 + He-12).

13C-RMN e DEPT (CDsOD, 101 MHz) & ppm (presenca de rotameros): [175.18 (Cq),
173.94 (Cq), 172.25 (Cq), 166.25 (Cq), Ce-1 + Ce-5 + Cp-1 + Cg-1]; [61.65, 54.41, 52.26,
(2 x CH + CH3), Cp-2 + Cg-2 + COOCHSjs]; 54.69 (Cq, C¢-1); [51.66 (CH2), 48.16 (CH,),
Cs-2 + Cp-5]; [47.66, 43.70, 41.49, 40.71 (6 X CHy), Cc-2 + C¢-4 + C¢-6 + Cc-8 + Cc-9 +
C.-10]; 33.24 (2 x Cq, C¢-3 + Cc-7); [31.53, 30.65, (CH + 2 x CHj3), Cc-5 + Ce-11 + Ce-
12]; [31.25 (CHy), 31.14 (CH), Ce-4]; [30.74 (CH>), 31.06 (CH2), Ce-4]; [28.68 (CH>),
28.44 (CHy), Ce-3]; [25.63 (CHy), 23.39 (CHy), Cp-3].
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o O NH H DCE o OYNH H
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CF3;CO0
C-4c - TFA C-5¢
Co7H3F3N407 Cu7H44N4O5
590,64 g/mol 504,67 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-5a (secc¢éo
6.1.2.9.) procedeu-se a N-dimetilagdo do composto C-4c (0,2915 g; 0,4935 mmol),
utiizando uma solucdo aquosa de CHO a 37% m/v (0,0920 mL; 1,23 mmol) e
NaBH(OACc)s (0,5230 g; 2,468 mmol), deixando-se em agitagdo magnética durante cerca
de 2 horas. Fez-se o tratamento descrito para o composto C-5a, tendo-se obtido 0,1494

g do composto C-5c¢. Rendimento: 60 %.

Aspeto Ry p.f. [a]p
sélido branco 0,43 em

— 0 — + .
cristalino DCM/MeOH (4:1) 'S —7°°C —=571102 (c1, MeOH)

H-RMN (CDCls, 400 MHz) & ppm (presenca de rotdmeros 75:25): [8.62 (sl, minor), 7.60
(sl, major), 1H, CONH]J; [6.05 (sl, major), 5.90 (sl, minor), 1H, CONH]; 4.45 (d, J = 5.8
Hz, 2H, He-2 + Hp-2); [3.75 — 3.63 (m, 4H), 3.60 — 3.34 (m, 3H), COOCH3; + Hg-2 + Hp-
5]; [2.71 (s, minor), 2.48 (s, major), 6H, (CHs)2N]; [2.25 — 1.74 (m, 11H), 1.60 (q, J = 11.8
Hz, 4H), 1.39 — 1.07 (m, 6H), Hp-3 + Hp-4 + Heg-3 + Hg-4 + Hc-2 + He-4 + He-5 + He-6 +
Hc-8 + He-9 + He-10]; 0.81 (s, 6H, He-11 + He-12).

13C-RMN e DEPT (CDCls, 101 MHz) & ppm (presenca de rotameros): [172.46 (Cq),
172.31 (Cq), 171.86 (Cq), 171.76 (Cq), Ce-1 + Ce-5 + Cp-1 + Cs-1]; [60.68, 52.74, 52.51,
(2 x CH + CH3), Cp-2 + Cg-2 + COOCHSjs]; 53.63 (Cq, C¢-1); [50.71 (CHy), 47.46 (CH,),
47.17 (CH,), Cs-2 + Cp-5]; [42.76, 39.97, 33.65, 33.39, 32.11 (6 x CHy), Cc-2 + C¢-4 +
Cc-6 + Cc-8 + Cc-9 + C¢-10]; 32.41 (2 x Cq, Cc-3 + Cc-7); [30.21, 30.19, (CH + 2 x CHa),
Ce-5 + Ce-11 + Cc-12]; 28.90 (CH2, Cp-4); [28.20 (CH2), 26.81 (CHy), Ce-4]; 25.02 (CHy,
Ce-3); 22.58 (CHy, Cp-3).
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Co7H38F3N4O7 Cy7H44N4O5
590,64 g/mol 504,67 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-5a (sec¢éo
6.1.2.9.) procedeu-se a N-dimetilagdo do composto C-9c (0,1078 g; 0,1825 mmol),
utiizando uma solugcdo aquosa de CH.O a 37% m/v (0,0609 mL; 0,456 mmol) e
NaBH(OAc)s (0,1934 g; 0,9125 mmol), deixando-se em agitagdo magnética durante
cerca de 2 horas. Fez-se o tratamento descrito para o composto C-5a, tendo-se obtido
0,0553 g do composto C-10c. Rendimento: 60 %.

Aspeto Ry p.f. [a]5°
sélido branco 0,40 em

o — B30 - +
cristalino DCMIMeOH (4:1) 20~ 83°C 42,6 £ 0,3 (c1, MeOH)

H-RMN (CDCls, 400 MHz) & ppm (presenca de rotameros 70:30): 7.49 (d, J = 7.8 Hz,
1H, CONH); 6.29 (s, 1H, CONH); 4.57 — 4.21 (m, 2H, He-2 + He-2); [3.65 (s, minor), 3.64
(s, major), 3H, COOCHg]; 3.58 — 3.35 (m, 4H, Hg-2 + Hp-5); 2.56 (s, 6H, (CHs):N); [2.14
—1.77 (m, 10H), 1.61 (s, 4H), 1.38 — 1.06 (m, 7H), Hp-3 + Hp-4 + Hg-3 + He-4 + Hc-2 +
He-4 + He-5 + He-6 + He-8 + He-9 + He-10] 0.81 (S, 6H, He-11 + He-12).

13C-RMN e DEPT (CDCls, 101 MHz) & ppm (presenca de rotameros): [174.50 (Cq),
171.56 (Cq), 170.06 (Cq), 171.76 (Cq), Ce-1 + Ce-5 + Cp-1 + Cs-1]; [60.83, 53.40, 51.93,
(2 x CH + CHs), Cp-2 + Cg-2 + COOCHz3]; 53.85 (Cq, Cc-1); [50.66 (CHy), 47.29 (CH>),
47.05 (CHy), Cgs-2 + Cp-5]; [42.74, 40.07, 39.94, (6 X CH,), Cc-2 + Cc-4 + Cc-6 + Cc-8 +
Cc-9 + C¢-10]; 32.44 (2 x Cq, C¢-3 + C¢-7); [30.43 (CH>), 32.08 (CH>), Cp-4]; [30.17, (CH
+ 2 X CHa), Cc-5 + Cc-11 + Cc-12]; 28.96 (CHz, Ce-4); 27.43 (CH2, Ce-3); [25.04 (CH>),
22.51 (CHy), Cp-3].
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1) DIEA
2) Boc-Gly-OSu OO0
o 3) TBTU
O)\ 4) H-Glu(OMe)-OMe H O o
OH DCM anidro
N \
NH Boc” \)\N “\”\N RN
Q H O
H-Pro-OH CAl
CsHgNO, C19H31N30g
115,13 g/mol 429,47 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-3a (secc¢édo
6.1.2.5.), procedeu-se ao acoplamento entre H-Pro-OH (0,3007 g; 2,612 mmol), Boc-
Gly-OSu (0,7822 g; 2,873 mmol) e H-Glu(OMe)-OMe (0,6633 g; 3,134 mmol), utilizando
DIEA (1,36 mL; 7,84 mmol) e TBTU (0,9225 g; 2,873 mmol), deixando-se em agitacao
magneética durante cerca de 2 horas apoés a adicdo do ultimo componente.

Realizou-se o tratamento habitual, tendo-se purificado o 6leo obtido por
cromatografia de adsor¢cdo em coluna de gel de silica usando AcOEt como eluente,

obtendo-se 0,6843 g do composto C-I. Rendimento: 61 %.

Aspeto Ry p.f. [a]32
sélido branco © 0,32 em AcOEt 82-84°C —57,9+ 0,2 (cl, CHCI)

!H-RMN (CDCls, 400 MHz) & ppm (presenca de rotameros 85:15): 7.28 (sl, 1H, CONH);
5.43 (sl, 1H, CONH); 4.57 — 4.45 (m, 2H, He-2 + Hp-2); 4.03 — 3.81 (m, 2H, He-2); 3.71
(s, 3H, COOCHpg); [3.65 (s, minor), 3.64 (s, major), 3H, COOCHzs]; 3.57 — 3.34 (m, 2H,
Hp-5); 2.45 — 1.83 (M, 8H, He-3 + He-4 + Hp-3 + Hp-4); [1.42 (s, major), 1.40 (minor), 9H,
C(CHa)s].

13C-RMN e DEPT (CDCls;, 101 MHz) & ppm (presenca de rotameros): [173.33 (Cq),
172.08 (Cq), 171.03 (Cq), 168.66 (Cq), Ce-1 + Ce-5 + Cp-1 + Co-1]; 155.89 (Cq,
OCONH); 79.78 (Cqg, C(CHa)s); [60.17, 52.65, 52.53, 52.09, 51.87, (2 X CH + 2 X CHsa),
Cp-2 + Cg-2 + COOCHG]; [46.38 (CHy), 43.20 (CH,), Ce-2 + Cp-5]; [30.31 (CH>), 30.01
(CH.), Cp-4]; 28.41 (3 x CHs, C(CHa)s); 27.78 (CHa, Ce-4); 27.11 (CHa, Ce-3); (24.94
(CHa, Cp-3).
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H o © H o
CF5;COO0
C-l C-ll - ATA
C19H31N30g C16H24F3N30g
429,47 g/mol 443,38 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-2a (secgéo
6.1.2.3.) procedeu-se a remocgéao acidolitica do grupo Boc do composto C-1 (0,5009 g;
1,166 mmol) com ATA (2,69 mL; 35,00 mmol) deixando-se em agitacdo magnética
durante cerca de 1 hora.

Eliminou-se o ATA a presséo reduzida, e procedeu-se a purificagdo habitual por
cromatografia de adsorcdo em coluna de gel de silica usando-se DCM/MeOH (4:1),

tendo-se obtido 0,4963 do composto Il pretendido. Rendimento: 96 %.

Aspeto Ry [a]F?
Oleo castanho = 0,40 em DCM/MeOH (4:1) = + 38,0 + 0,2 (c1, CHCls)

H-RMN (CDzOD, 400 MHz) & ppm (presenca de rotameros 80:20): 4.52 — 4.43 (m, 2H,
He-2 + Hp-2); 3.94 — 3.81 (m, 2H, Hs-2); [3.73 (s, minor), 3.72 (s, major), 3H, COOCHg3];
[3.68 (s, minor), 3.67 (s, major), 3H, COOCHg]; 3.63 — 3.50 (m, 2H, Hp-5); [2.51 — 2.41
(m, 2H), 2.29 — 2.13 (m, 2H), 2.11 — 1.85 (M, 4H), He-3 + He-4 + Hp-3 + Hp-4].
13C-RMN e DEPT (CDsOD, 101 MHz) & ppm (presenca de rotameros): [174.85 (Cq),
174.44 (Cq), 173.38 (Cq), 165.95 (Cq), Ce-1 + Ce-5 + Cp-1 + Cg-1]; [59.99, 51.66, 51.45,
(2 x CH + 2 x CH3), Cp-2 + Ce-2 + COOCHz3]; [47.08 (CH), 46.25 (CH>), 40.06 (CH>),
39.96 (CH,), Cs-2 + Cp-5]; [31.80 (CHy), 29.52 (CH,) Cp-4]; [29.82 (CHy), 29.31 (CH,),
Ce-4]; [26.21 (CH2), 25.55 (CHz), Ce-3]; [24.20 (CHy), 21.99 (CH2), Cp-3].
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0.0 0.0
> 1) CH,O; >
2) NaBH(OAc)s
T 2 “oee - 4L L
H3’g—)\)I\N oy N O\ /N N an N o\
I N T O H oo
CF4C00
C-ll - ATA C-lii
C16H24F3N30g C+6H27N30¢
443,38 g/mol 357,41 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-5a (sec¢éo
6.1.2.9.) procedeu-se a N-dimetilagdo do composto Il (0,3663 g; 0,8261 mmol),
utiizando uma solucdo aquosa de CHO a 37% m/v (0,155 mL; 2,07 mmol) e
NaBH(OACc)s (0,8754 g; 4,130 mmol), deixando-se em agitagdo magnética durante cerca
de 2 horas. Fez-se o tratamento descrito para o composto C-5a, e de seguida procedeu-
se a purificacdo habitual por cromatografia de adsor¢cdo em coluna de gel de silica
usando DCM/MeOH (4:1) como eluente, tendo-se obtido 0,2008 g do composto C-llI
pretendido. Rendimento: 68 %.

Aspeto Ry [a]F?
0,51 em

6leo incolor DCM/MeOH (4:1)

— 50,5+ 0,5 (c1, CHCl3)

!H-RMN (CD3OD, 400 MHz) & ppm (presenca de rotameros 75:25): 4.50 — 4.45 (m, 2H,
He-2 + Hp-2); [3.74 (s, minor), 3.72 (s, major), 3H, COOCHg]; [3.68 (s, minor), 3.66 (s,
major), 3H, COOCHj3]; 3.63 — 3.52 (m, 4H, Hp-5 + Hs-2); 2.57 (s, 6H, (CHa3)2N); 2.25 —
1.91 (m, 8H, He-3 + He-4 + Hp-3 + Hp-4).

13C-RMN e DEPT (CDzOD, 101 MHz) & ppm (presenca de rotameros): [174.82 (Cq),
174.61 (Cq), 173.42 (Cq), 168.16 (Cq), Ce-1 + Ce-5 + Cp-1 + Cs-1]; [61.35, 61.31, 53.10,
52.93, 52.29, 52.15, (2 x CH + 2 x CHg), Cp-2 + Cg-2 + COOCHpz]; 45.42 (2 x CHs,
(CHs)2N); [31.17 (CH_2), 30.83 (CH>), 30.51 (CHy), Cs-2 + Cp-5]; 27.71 (CH2, Cp-4); 27.11
(CHa, Ce-4); 25.74 (CH2, Ce-3); 23.21 (CHz, Cp-3).
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+ NH N mH
Q DCM anidro “® 2
Ccl-= o
(6]

Q
©0-87 ©
o
Cloreto de (1S)-(+)-10- 1-MeTIQ C-1d
cagfo;-sgll(f)orsulo CioH1sN CooHogNO4S
1071513 147,22 g/mol 379,52 g/mol
250,74 g/mol

Num bal&do de fundo redondo dissolveu-se Cloreto de (S)-(+)-10-canfor-sulfonilo
(0,5003 g; 1,995 mmol) em DCM anidro (30 mL) sob atmosfera de Ar. Adicionou-se EtsN
(0,278 mL; 2,00 mmol) e, apés 10 minutos adicionou-se 1-MeTIQ (0,2937 g; 1,995
mmol), deixando-se reagir, em agitagdo magnética durante 2 horas.

Eliminou-se o solvente a pressao reduzida, em seguida, o 6leo obtido foi purificado
por cromatografia de adsorcdo em coluna de gel de silica usando DCM/MeOH (5:1)
como eluente, obtendo-se 0,3786 g de um dos diastereoisémeros do composto C-1d.

Rendimento: 49 %.

Aspeto Ry [a]F?
0,82 em

Oleo amarelo DCM/MeOH (5:1)

+119,7 + 0,6 (c1, CHCl)

H-RMN (CDCls, 400 MHz) & ppm: 7.12 — 6.98 (m, 4H, Hg-4 + Hg-5 + Hg-6 + Hy-7); 4.58
(9, 1H, J = 6.7 Hz, Hg-1); 3.48 (td, 1H, J = 12.6, 6.5 Hz, Hcanr-10); 3.33 (td, 1H, J = 12.6,
6.3 Hz, Hcan-10); 3.17 — 2.92 (m, 3H, Hg¢-10 + Hg-9); 2.54 (d, 1H, J = 14.7 Hz, Hg-9); 2.35
—2.21 (m, 1H, Hean-3); 2.18 — 2.09 (M, 1H, Hcanr-3); 1.86 (t, 1H, J = 4.3 Hz, Hcan-4); 1.79
—1.68 (M, 2H, Hcant-5); 1.67 — 1.62 (m, 3H, Hg-2); 1.44 — 1.31 (m, 1H, Hcans-6); 1.21 —
1.08 (m, 1H, Hcan-6); 0.83 (s, 3H, Hcant-8); 0.63 (s, 3H, Hcant-9).

13C.RMN e DEPT (CDCls, 101 MHz) & ppm: 216.43 (Cq, Ceant-2); [133.51 (Cq), 131.29
(Cq), Hy-3 + Hy-8]; [128.73 (CH), 127.34 (CH), 126.69 (CH), 125.90 (CH), Hy-4 + Hy4-5 +
Hq-6 + Hg-7]; 58.03 (Cq, Ccant-1); 50.81 (CH, Hqy-1); 47.64 (CHa, Ccant-10); 46.99 (CH,,
Hq-10); 45.63 (Cq, Ceant-7); 42.53 (CHz, Ccant-3); 42.27 (CH, Ccant-4); [26.72 (CHy), 25.20
(CH2), 24.18 (CHa), Ccant-6 + Hg-9 + Ccans-5]; 19.50 (3 X CHs, Ccan-8 + Ccant-9 + Hg-2).
ESI-MS, m/z: CioHwisN*, calculado: 148.23, encontrado: 148.27; CsoHasN204S*,
calculado: 527.29, encontrado: 527.80; CsoH72N30sS,*, calculado: 906.48, encontrado:
906.87; C10H1504S", calculado: 231.07, encontrado: 231.53.
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(O won (T o
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C-1d 1-MeTIQ
C2oH29NO4S CioH13N
379,52 g/mol 147,22 g/mol

Num balédo de fundo redondo dissolveu-se C-1d (0,3531 g, 0,9304 mmol) em THF
(15 mL) e de seguida adicionou-se LiOH (0,0446 g; 1,86 mmol), deixando-se reagir em
agitacdo magnética durante 1 hora.

Eliminou-se o solvente a pressdo reduzida, adicionou-se DCM (20 mL) e
realizaram-se extragdes liquido-liquido utilizando agua desionizada (1 x 20 mL). Secou-
se a fase orgénica com adi¢cao de Na>SO4 anidro, filtrou-se (por gravidade utilizando um
funil e algodéo) e concentrou-se o filtrado in vacuo, tendo-se obtido 0,1501 g da amina
1-MeTIQ. Rendimento: 69 %.

Aspeto Ry
0,20 em

Oleoamarelo -\ MeoH (5:1)

H-RMN (CDCls, 400 MHz) & ppm: 7.20 — 7.04 (m, 4H, Hg-4 + Hg-5 + Hg-6 + Hg-7); 4.11
(@, 1H, J = 6.7 Hz, Hg-1); [3.32 — 3.18 (m, 1H), 3.08 — 2.97 (m, 1H), 2.94 — 2.82 (m, 1H),
2.79 — 2.67 (M, 1H), Hg-10 + Hq-9]; 1.73 (s, 1H, NH); 1.46 (d, 3H, J = 6.7 Hz, Hg-2).
13C-RMN e DEPT (CDCls, 101 MHz) & ppm: [140.67 (Cq), 134.93 (Cq), Ha-3 + Ha-8];
[129.35 (CH), 126.07 (CH), 126.02 (CH), 126.00 (CH), Ha-4 + Ha-5 + Hg-6 + Ha-7]; 51.73
(CH, Ha-1); 41.95 (CHa, Hg-10); 30.18 (CHa, Ha-9); 22.85 (CHa, Ha-2).
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1) EtsN
2) TBTU
H;CO, CF3 i . H;CO, CF3 H3CO, CF3
d OH 3) 1-MeTIQ (|soladal 2 N . 2 N
0 DCM anidro o) o =
(S)-Acido de Mosher (S,R)-C-2d (S,S)-C-2d
C10HgF303 Ca20H20F3NO2 C2oH2oF3NO,
234,17 g/mol 363,38 g/mol 363,38 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-la (sec¢éo
6.1.2.1.), procedeu-se ao acoplamento entre o (S)-Acido de Mosher (0,1584 g; 0,6764
mmol) e a amina 1-MeTIQ isolada (0,1195 g; 0,8117 mmol), utilizando EtsN (0,283 mL;
2,03 mmol) e TBTU (0,2389 g; 0,7440 mmol), deixando-se reagir durante 1 hora e 30
minutos. Apos o tratamento habitual obteve-se 0,1966 g da mistura (S,R/S)-C-2d (ee =

82 %) que foi analisada por *F-RMN, sem outro tipo purificagéo.

Aspeto Ry
Oleo ligeiramente 0,67 em DCM
amarelado

1F-RMN (CDCls, 377 MHz) & ppm: — 70.06 (s, CFs, major); — 71.30 (s, CFs, minor).

T T 1
45 -50 -55 -60 -65 -70 -75 -80 -85 90 -95 -10(
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1) Et3N
2) TBTU
H3CO CF3 ) H;CO, CF3 H3;CO, CF3
2 OH 3) 1-MeTIQ (rac) 2 N . 2 N
0 DCM anidro o) o) B
(S)-Acido de Mosher (S,R)-C-2d (S,S)-C-2d
C1oHgF303 CooH20F3NO, CooH20F3NO,
234,17 g/mol 363,38 g/mol 363,38 g/mol

Segundo o procedimento descrito para a sintese do composto C-la (secc¢édo
6.1.2.1.), procedeu-se ao acoplamento entre (S)-Acido de Mosher (0,1583 g; 0,6762
mmol) e a amina 1-MeTIQ racémica (0,1195 g; 0,8114 mmol), utilizando EtsN (0,283 mL;
2,03 mmol) e TBTU (0,2388 g; 0,7438 mmol), deixando-se reagir durante 1 horas e 30
minutos. Apos o tratamento habitual obteve-se 0,1917 g da mistura (S,R/S)-C-2d (50:50)
que foi analisada por **F-RMN, sem outro tipo de purificagao.

Aspeto Ry

oOleo ligeiramente

0,68 em DCM
amarelado

19F-RMN (CDCls, 377 MHz) § ppm: — 69.85 (s, CFs); — 71.30, (S, CF3).

T T
45 -50 -55 -60 -65 -70 -75 -80 -85 -90 -95 -10(
&/ ppm
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As células Cath.-a-diferenciadas (CAD), provenientes da linha celular
catecolaminérgica do sistema nervoso central (SNC)!*’ foram cultivadas em DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS do inglés fetal bovine serum) e com
1% de penicilina/estreptomicina.

Para os ensaios de MTT, as células CAD foram subcultivadas em placas de 96
pocos (2700 células por pocgo) durante 24 horas em meio normal. Para induzir a
diferenciacdo das neurites, o soro foi retirado por 48 horas e, posteriormente, foram
adicionados os compostos sintetizados (familia de conjugados do GPE-aminoindano e
respetivos controlos), sendo que as células foram de seguida incubadas durante mais
de 24 horas. Ap0s a incubacdo dos compostos, adicionou-se H.O, (1mM) durante 30
minutos, e de seguida, as células foram tratadas com 20 pL de solu¢do de MTT (5
mg/mL em PBS) em cada poco e incubadas por 30 minutos a 37°C.

Por fim, a placa foi lida a 540 nm num leitor de Microelizao Titertek Multiscan (Flow
Laboratories, Irvine, CA, EUA). As analises estatisticas (teste t independente) foram

realizadas com Software GraphPad Prism v. 6.01.
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