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Peptideos contendo um Unico aminoacido N-mono ou
N,N-dimetilado sdo partes importantes da estrutura quimica de varios
produtos naturais, incluindo alcaloides ciclopeptidicos de
14-membros, aos quais tem-se relatado potentes atividades biologicas
como hipnoticas, sedativas, antibacterial e antifingicas.

Assim, pela possibilidade de que pequenos fragmentos
peptidicos, apresentem algumas das propriedades biologicas desses
alcaloides, realizou-se a sintese em solugdo dos tripeptideos lineares
N-mono e N,N-dimetilados, precursores dos alcaldides ciclopeptidicos
Condalina-A (6), Scutianina-M (7), Adoutina-Y (8) e Scutianina-L

(9), por duas rotas sintéticas distintas.
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As rotas sintéticas (figura 7 e 8), diferenciam-se apenas pela
presenga do aminodcido (S)-fenilalanina com sua fung¢do amino
protegida e N-metilada desde o inicio da sintese, pela primeira rota,
enquanto que pela segunda este aminoacido sé foi N, N-dimetilado na
ultima etapa sintética, apds sua desprotegao.

O  acoplamento dos aminoacidos (Z-L-Phe-OH) e
(Z-Me-L-Phe-OH) com os ésteres metilicos (7reo-D,L-Pheser-OMe) e
(Eritro-D,L-Pheser-OMe) pela metodologia (DCCI/HOBt), forneceu
os dipeptideos que apos a liberagdo de suas carboxilas terminais,
foram acoplados com o aminoacido H-L-Ile-OMe possibilitando a
sintese dos tripeptideos (89), (60), (61) e (62).

Como estratégia para determinar a importincia de cada
aminodcido, nas possiveis atividades biologicas dos peptideos
sintéticos e avaliar o grau de epimerizagdo nas reagdes de
acoplamento, realizou-se a sintese de di e tripeptideos com estruturas
analogas a dos peptideos precurssores dos alcaloides.

Dos peptideos sintetizados, (60), (63a), (65) e (73) foram os que
apresentaram os melhores resultados em relagdo a atividade
antimicrobiana, contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus
aureus), Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ¢
Salmonella setubal) e fungos (Sacaromyces cerevisae e Candida

albicans).
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Figura 7- Estratégia de sintese utilizada para obtengdo dos
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Figura 8— Estratégia de sintese utilizada para obtengao dos

tripeptideos N,N-(Me),-L-Phe-Pheser-L-Ile-OMe.

10

SINTESE DE TRIPEPTIDEOS LINEARES N-MONO E N,N-DIMETILADOS



10
ABSTRACT

ABSTRACT
Master Dissertation in Chemistry

Post-Graduate Program of Chemistry

Federal University of Santa Maria

SYNTHESIS OF TRIPEPTIDES LINEARS
N-MONO AND N,N-DIMETHYLATEDS

Author: Vinicius Ilha
Advisor: Ademir Farias Morel
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Peptides containing a unique amino acid N- Mono or N,N-
dimethylated are importants parts of chemical structures in various
natural products including 14-membered cyclopeptides alkaloids,
which have been reported potent biological activities such as hypnotic,
sedative, antibacterial and antifungal.

Because of the possibilities of a short peptides fragments
maintain some biological properties from those alkaloids, were
accomplished the synthesis in solution-phase of linear tripeptides
N-mono and N,N-dimethylated, precursory from cyclopeptides
alkaloids Condaline-A (6), Scutianine-M (7), Adoutine-Y (8) and

Scutianine-L (9), by two distintes routes synthetics.
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This synthetics routes (figure 7 e 8), differ for presence of amino
acid (S)-phenylalanine with amino group protected and N-methylated
since start synthesis in first route, while in second route this amino
acid lone was N,N-dimethylated in last synthetics steps, after to
remove protector group.

The coupling of amino acids (Z-L-Phe-OH) and
(Z-Me-L-Phe-OH) with methyl esters (7reo-D,L-Pheser-OMe) and
(Eritro-D,L-Pheser-OMe) by method (DCCI/HOBt) gave the
dipeptides, which after hydrolysis basic gave the corresponding acids
and were coupling with amino acid H-L-Ile-OMe to make possible the
synthesis of the tripeptides (589), (60), (61) and (62).

The strategies for determine the importance of each amino acid,
in possible biological activities of synthetics peptides and evaluate
degree of epimerization in coupling reactions, were synthesized di and
tripeptides, with analogs structures the peptides precursors of

cyclopeptide alkaloids.
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Figure 8— Synthetic strategy utilized for synthesis of tripeptides
N,N-(Me), L-Phe-Pheser-L-Ile-OMe.
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CAPITULOI:
1- INTRODUCAO E OBJETIVOS

Entre todos os compostos quimicos de origem natural, os
peptideos biologicamente ativos merecem um lugar de destaque, pois
estes estdo envolvidos em um grande namero de processos
fisiolégicos, sendo muitas vezes, o primeiro meio de comunicagao
intracelular, descrita por suas interacdes com receptores € enzimas.
Dessa forma, o seu estudo tem despertado grande interesse de
pesquisadores das mais diversas areas e originado uma série de
trabalhos ao longo dos anos.'

Peptideos fazem parte da estrutura de varias substancias, como
proteinas, enzimas, alcaloides, e sdo também amplamente versateis no
aspecto funcional, atuando como aditivos em alimentos, hormonios,
toxinas, neuropeptideos e antibidticos.’

Com o isolamento ¢ a determinacao da formula estrutural exata
da insulina (1953)°, da-se inicio a uma nova era no campo da quimica
medicinal. Além disso, a descoberta e sintese da vasopressina®, um
dos primeiros hormodnios peptidicos a ser sintetizado, e da
bradiquinina’, deu origem ao que pode ser considerado de era
moderna da sintese de peptideos, marcando o estudo desta classe de

compostos como agentes farmacologicos.
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Em geral, plantas possuem uma variedade de classes de
metabolitos secundarios, sendo que muitos destes metabolitos
apresentam atividades bioldgicas e farmacologicas bem definidas.
Uma destas classes, que vem sendo estudada pelo Nucleo de Pesquisa
em Produtos Naturais da Universidade Federal de Santa Maria
(NPPN), sdo bases poliamidicas, classificadas como alcaloides
ciclopeptidicos.

Esses alcaloides sdo constituidos de um esqueleto basico
formado essencialmente por aminoéacidos unidos através de ligagcdes
peptidicas (CONH), geralmente na forma de um tripeptideo que
cicliza através de uma unidade ndo aminoacido, para formacdo de um
macrociclo de 13- 14- ou 15-membros.

Possuem, ainda em sua estrutura, um residuo aminoacido
terminal com sua fun¢ao amino N-mono ou dimetilada, sendo esta
considerada a responsavel pela basicidade e possivelmente pela
atividade bioldgica dessas moléculas.®

Todos os alcalodides ciclopeptidicos isolados até o momento pelo

nosso grupo de pesquisa (NPPN)*" pertencem ao grupo dos
macrociclos de 14-membros, e apresentam variagdes estruturais
principalmente na cadeia lateral das unidades que o constituem.
Sua principal caracteristica ¢ a presenga de um B-hidréxi-aminoacido,
cujo oxigénio participa do macrociclo através de uma ligagdo etérea
alquil-aril. Esta unidade ¢ a 3-hidroxileucina, nos alcaldides do tipo
Frangulanina®(1), a 3-hidréxiprolina nos alcaldides do tipo

Mauritina-A°(2), e a 3-hidrdxifenilalanina em alcaldides do tipo
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Nummularina-E'°(3). Estes B-hidroxi-aminoacidos estio ligados a
unidade p-hidroxiestirilamina, que através da ligacdo enamida com
um outro aminoacido, forma o sistema ciclico (ansa) (4) de
14-membros, como demonstrado na figura 1.

Ainda podemos citar os alcaldides do tipo Pandamina''"'*(5) onde
tem-se a 2-(p-hidroxifenil)-2-hidroxi-etilamina (ou um dos seus
derivados O-metilados ou acilados) como unidades ndo aminoacida

designadora do subtipo.
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Figura 1- Esquema geral de alcaldides ciclopeptidicos com

representantes de diferentes tipos.

A= [B-hidroxi-aminoacido
B=unidade ndo aminoacida
C= aminodcido ligado ao macrociclo
D= unidade terminal basica

Alcaloides ciclopeptidicos de 14-membros:

Frangulanina® (1)  Mauritina-A’ (2)  Nummularina-E'* (3) Pandamina' (5)

A R‘—>_5 RI’R2:< ; R‘—©__; R1—>—5

R=H R*=H R>= H
?H
B a-b= CH=CH a-b= CH=CH a-b= CH=CH a-b= CH—CH,

C
HOQ
Do H k- " R )—{ R H
N— 01 N N

N / /

TN

Alguns alcaldides ciclopeptidicos apresentam  diferentes
atividades fisiologicas, como ag¢des sedativas'’, antibacterianas'®,
antifungicas', antibidticas e antidesintéricas'®, além de funcionarem

como iondforos'’. Sdo excelentes protdtipos para a sintese de novas
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moléculas de interesse para a quimica medicinal e biologia molecular,
pois suas estruturas possuem fortes atributos para este fim, tais como
alta estabilidade e rigidez conformacional do seu esqueleto, a presenga
de importantes grupos farmacoforicos como B-hidroxi-aminoacidos e
aminoacidos N-mono ou N, N-dimetilados, unidos através de ligagdes
amidicas na forma de tripeptideos, os quais sabidamente formam uma
classe de importantes compostos biologicamente ativos.'®

A baixa biodisponibilidade natural (menos de 1% da mistura de
alcaldides em relacdo ao peso do material seco), juntamente com o
alto grau de pureza em quantidades suficientes para testes mais
aprimorados e usos como agentes terapé€uticos, fazem da sintese
quimica em solucdo o meétodo mais viavel para obtencdo dessas
moléculas, embora problemas intrinsecos ao trabalho sintético de
macrociclos, como o grande numero de etapas requeridas € os baixos
rendimentos em alguns casos, tornam esta tarefa trabalhosa e
demorada.

Portanto, a obtencdo de pequenos fragmentos, como os
tripeptideos lineares precursores das estruturas dos alcaloides
ciclopeptidicos, que possam apresentar as mesmas ou até¢ melhores
propriedades bioldgicas que os alcaldides, justifica a realizagdo deste
estudo.

Para tanto, este trabalho tem como objetivo principal a sintese de
tripeptideos lineares N-mono e N,N-dimetilados (TABELA 1),

precursores dos alcaldides ciclopeptidicos de 14-membros,
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Condalina-A™™ (6) (Aralionina-B'), Scutianina-M* (7) (AM-2%),
Adoutina-Y?** (8) e Scutianina-L" (9).

Objetivou-se ainda, a realizagdo de uma analise comparativa das
atividades biologicas dos tripeptideos N-metilados com seus andlogos
dimetilados, testando-os frente a bactérias e fungos e através da
sintese ¢ atividade de estruturas correlatas, tentar estabelecer uma
pré-relacdo entre a estrutura e a atividade biologica desta classe de
compostos, o que pode vir a facilitar futuros estudos a respeito do seu

potencial farmacolégico.

TABELA 1: — Alguns representantes de alcaldides ciclopeptidicos de

14- membros e seus tripeptideos precursores:

ogage

/\
ALCALOIDES R Peptideos precursores

(CH3)-N-L-Phe-Treo-D-Pheser-L-Ile-OMe

Condalina-A™ (6) H (CH3)-N-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe
(CH3)-N-L-Phe-Eritro-D-Pheser-L-Ile-OMe

Seutianina-M (7) H (CH3)-N-L-Phe-Eritro-L-Pheser-L-Tle-OMe
(CH3),-N-L-Phe-Treo-D-Pheser-L-Ile-OMe

Adoutina-Y* () CHs | (CH3),-N-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Tle-OMe
(CH3),-N-L-Phe-Eritro-D-Pheser-L-1le-OMe
Scutianina-L™" (9) CHs 1 (CH3),-N-L-Phe-Eritro-L-Pheser-L-Tle-OMe
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CAPITULO II:
2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Principios gerais da sintese peptidica:

Os compostos classicamente chamados de peptideos sdo
basicamente formados por aminodcidos unidos covalentemente
através de ligacoes amidicas entre o grupamento amino de um
aminodcido e a funcdo carboxila de um segundo aminoéicido ou
segmento peptidico (Esquemal).

Para o proposito da sintese peptidica, temos que considerar que
estas duas funcionalidades distintas e essenciais estdo presentes na
cadeia de cada aminodcido, o que constitui um dos principais
problemas da formagdo desta ligacao, pois, para que tenhamos a uniao
em uma seqiiéncia definida sem outros produtos de acoplamento, ¢
necessario proteger os grupamentos nao participantes, de maneira que
apenas um centro eletrofilico e um nucleofilico estejam livres no meio

reacional.>* @

- C‘)D + 1 OD - ﬁ
RRHN Ry SHL RYJGX =X R1/\I[\I—R2+HX

Esquema 1
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A literatura ¢ amplamente vasta em metodologias de protegdo e
acoplamento de aminoacidos. A seguir, procura-se demonstrar uma
pequena parcela destes e os que melhor se enquadram em nossa

proposta de sintese.

2.2- Métodos de protecao da funcio amino:

A protecao da funcdo amino (NH,) de um aminoécido parte do
principio da diminuigdo da reatividade nucleofilica pela
deslocalizacdo de sua densidade eletronica ou pelo impedimento
estérico, através da inser¢dao de grupos apropriados. Para ser usado na
protecdo, de acordo com um ou ambos principios, nada pode ser mais
simples € 6bvio que a formagdo de uma amida.**

No entanto, muitas metodologias diferentes e sutis tém sido
propostas, como alquilagdes, acilacoes, formagao de bases de schiff,
uretanas e grupos derivados do enxofre e fosforo, sendo estes apenas
alguns dos exemplos.”

Deve-se ter cuidado com as protegdes na forma de grupos
N-alquilas e N-acilas, que requerem condi¢des drasticas de
desprotecao, como acidos fortes e altas temperaturas, as quais podem
levar também a destruicdo da ligacdo peptidica recém formada, ou
ainda favorecer reagdes laterais como ciclizagdes, além de levar a
racemizagdes.”

Deste modo, os grupos a-amino protetores do tipo uretana

(derivados alcoxicarbonil) que possuem ambas propriedades, de
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amidas (baixa nucleofilicidade) e de ésteres (facil clivagem da ligacao
O-acil), sdo os mais utilizados por serem de facil remogdo.” ®

O primeiro deste grupo, o benziloxicarbonil ou Z, descoberto em
1932 por M. Bergmann e L. Zervas®® ¢ ainda um dos mais empregado
na sintese peptidica.

O grupamento ¢ facilmente obtido em sua forma original de
cloroformiato (10) (reacdo entre o alcool benzilico e fosgénio em
tolueno) e nesta mesma forma ¢ introduzido aos aminoacidos sob as
condi¢des de Schotten-Baumann, produzindo, muitas vezes, derivados
cristalinos. Estes derivados podem ser rapidamente desprotegidos pela
hidrogenagdo catalitica a pressdao atmosférica com Pd/C ou por

acidolise com HBr/AcOH, liberando assim o grupo amino

(Esquema 2).

EMBED ChemWindow.Document

Esquema 2
Em 1957 F. Mckay e N. Albertson”” produziram um grupo do
tipo uretana derivado do alcool t-butilico, o t-butiloxicarbonil (11)
(Boc), que tem como vantagens: a estabilidade em condi¢des de
hidrogenacao catalitica e a extrema facilidade de desprotecao por HCI1
anidro, HBr ou acido trifluoracético.
O reagente Boc-Cl, semelhante a todos os alquil cloroformiatos,

pode desintegrar-se gerando um ion carbonio, que facilmente
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decompde-se, tornando-os instaveis para preparacao de Boc derivados.
No entanto, a Boc-azida® e o seu anidrido

(di-t-butildicarbonato)” tém demonstrado bons rendimentos em
reagoes de protecao da fungdo amino de aminoacidos (Esquema 3).

H,N
OH

R

¢} o] e}
o ¢ (CH, )¢~ ~(CH,),
ey T

© (CH3)~ -
) Y Lo
™ NS
3 OH + CO,+ (CH3)3COH
(@] R

u 0 o
(CH )/OYNW)LOH Hcl
3 * \J
0 R u o
(CH ){OYN\T)k N,
3 OH + N2
O R

Esquema 3

O grupo 9-Fluorenilmetiloxicarbonil (12) (Fmoc), desenvolvido
por L. Carpino ¢ G. Han em 1972* é muito estavel a reagentes acidos
e a hidrogenacgao catalitica, mas ¢ rapidamente removido sob certas
condi¢des fracamente basicas (piperidina 20% em DMF)¥,
caracteristicas estas que facilitam seu uso em combinag¢do com outros
grupos (Z e Boc). Embora seja empregado principalmente na forma de
cloreto, varias outras formas menos reativas, como ésteres
succinimidicos, t€ém sido investigadas e recomendadas por fornecerem

melhores resultados (Esquema 4).

(6]
OI(IJX
O 1
QLD+ g aol
+ b —_—
@ R oL 0

X=ClL N3, OBte OSu
Bt = Bentriaznol- 1-i l Base
Su = Succinmidil

o R
\ L9
SKNTESE EEWRRP’EP%E@S%INE&REWNO E N@»@@s
R H le} "
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Esquema 4
Mesmo que estes exemplos citados tenham dominado o campo
da protecdo de grupos amino na sintese peptidica, a familia dos

alcoxicarbonil contém outros exemplos, como o aliloxicarbonil*,

adamantiloxicarbonil® e t-amiloxicarbonil®.

2.3- Métodos de N-metilacao da funcao amino:

Para a obtencao de amino derivados N-alquilados, principalmente
aminodcidos N-metilados, que sdo freqlientemente encontrados ou
incorporados a varios peptideos naturais e sintéticos, de interessantes
propriedades biologicas e fisicas, varias metodologias tém sido
pesquisadas desde 1915

A mais comumente utilizada foi introduzida por P. Quitte,

J. Helleerbach e K. Vogler somente em 1963*° ¢, posteriormente, uma
série de outros métodos (Figura 2) foram aceitos como fornecedores
de produtos opticamente puros, requisito essencial para a N-metilacao
de aminoéacidos.

Dentre estes métodos, os que apresentam melhores resultados,
por serem rapidos e de facil preparagdo, destacam-se o descrito por
R. Olsen em 1970, o de N. Benoiton ¢ B. Stoochnoff em 1973 e o de
R. Freidinger, J. Hinkle, D. Perlow ¢ B. Arison em 1983. O método de

Olsen® envolve a metilagdo de aminoacidos protegidos com Boc ou Z
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pelo uso de iodeto de metila e 6xido de prata em DMF e apresenta
como vantagens uma menor quantidade de agente alquilante e o
pequeno tempo reacional sem a necessidade de condigdes especiais,
sendo uma excelente alternativa para a producao de material em escala
preparativa, salvo a desvantagem da possibilidade de racemizacao
durante a saponificacao dos ésteres formados.

A metilacdo de derivados Boc ou Z , proposta por N. Benoiton e
B. Stoochnoff em 1973*®, ¢ realizada em THF utilizando hidreto de
sodio e o agente alquilante (CH;l), com a possibilidade da obtengao
direta do N-metil aminoacido, sem a formacao de ésteres e a obtengao
de material em grande quantidade, o que o torna melhor método para
fins sintéticos. Porém, o longo tempo reacional e as grandes
quantidades de reagente alquilante constituem as principais
desvantagens do método.

2N NaOH, CH,l

Ph(CH;)SO,NH—CHR'—COOH —————= 2
65°C, 20-60 min

Ph(CH,)S0,N (CHy)—CHR'—COOH
{a) Metodo de Fischer e Lipschitz, 1915°.

HCOH
6o pRCHN(CH, )— CHR'—COOH —12 3 HN(CH,)— CHR'—COOH

PhHCH,NH—CHR'—COOH —— Ty
HCOOH, A pdiC . 35
(b) Metodo de Quitt e cal.,, 1963,

Ag,0, CHLI
RCONH—CHR—COOH — 22223 o RCON(CH,)—CHR'—COOCH,

DMF, 23 ou45°C
{c) Metodo de Olsen, 19707

NaH, CH,1

RCONH—=CHR—=COOH tremyr do1), s0°C

» RCON(CH,)—CHR'—COOCH,
(d) Metodo de Coggins e Benoiton, 19717,

NaH, CH,l
THF, 23°C

RCONH—CHR'—COOH RCON(CH;)—CHR'—COOH
(e) Metodo de Benoitone col., 19735 ®)

KH, CH,I
18-crown-6, T

RCONH—CHR'—COOH RCON(CH,)—CHR'—COOH

{f) Metodo de Shuman e cal., 19812,

RCONH—CHR'—COOH T(ngx RCON—CHR=CO __EBSH _ RCON(CH,)—CHR—COOH
S
Tolueno, /A 0 (f) Metodo de Freidinger e col., 19837,

39
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Figura 2- Principais metodologias citadas na literatura para
N-metilacao de aminoacidos.

Em 1983 R. Freidinger, J. Hinkle, D. Perlow e B. Arison®,
desenvolveram um novo método geral para obtengdo de aminoacidos
N-alquilados protegidos com 9-Fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc)
(grupo sensivel a presenga de bases), onde através da formagao de
uma oxazolidinona, pela condensagdo de um aldeido com o
aminoacido protegido, seguido pela reducao deste intermedidrio com
trietil silano e acido trifluoracetico, pode-se obter uma série de

derivados N-alquilados com menos de 0,1% de racemizagao.

2.4- Métodos de protecao da funcio carboxila:

A protecdo do grupo carboxila de aminoacidos € necessaria por
trés razdes principais: 1)aumentar a sua solubilidade e dos produtos a
serem isolados em solventes organicos; ii) evitar a formacdo de
anidridos em presenca de aminodcidos ativados; iii) permitir a
ativagdo em presenca de reagentes de acoplamento (unicamente o
grupo carboxila desprotegido pode ser ativado).

O meio usual de protecao estd baseado na conversdo da fungao
carboxila em seus ésteres alquilicos, devido a sua facil preparacao
(metanol ou etanol em HCI anidro)* ou, alternativamente, pelo
tratamento com cloreto de tionila em élcool anidro*'(Esquema 5). Os
¢ésteres metilicos e etilicos t€ém sido bastante utilizados na sintese de

peptideos.

SINTESE DE TRIPEPTIDEOS LINEARES N-MONO E N,N-DIMETILADOS
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O (e} 0]
\ HCICH;0H
Cr. H3N+\2\\OCH3 SOCL/CH;OH HZN\Q\OH . CLHN OCH;
R R R

Esquema S

A maior dificuldade encontrada no uso deste grupo protetor € a
sua desprotecdo, que ocorre sob condi¢des de hidrolise alcalina ou
acida, o que pode causar racemizagao e outras reagoes laterais (como
B-eliminac¢des) no peptideo, mas que quando conduzida de maneira
controlada e cautelosa ¢ um procedimento satisfatorio.

Aminoacidos e peptideos podem ainda, ter sua fungdo carboxila
protegida através da esterificacdo com alcool benzilico em meio acido
cloridrico*' ou por catalise com 4cido 4-toluenosulfonico*'® (Esquema
6), com a vantagem da nao necessariedade do uso de alcali para sua
desprotecao, pois os ésteres benzilicos podem ser clivados sob agao de

hidrogenacao catalitica (Pd/C).

O

Q @—CHZOH
HpN \)\OH - > HzN\}O_CI’bA@
R

R

Esquema 6
Assim como estes grupos, varios outros foram criados em
resposta a necessidade de suavizar a etapa de desprote¢cdo ou aumentar
a sua estabilidade frente a certos reagentes, entre estes grupos
podemos citar os ¢-butilicos*, 4-(metoxi)* e 4-(nitro)** benzilicos.
Alternativamente a estas metodologias tradicionais de protecao e

desprotecdo de aminoacidos, o processo enzimatico (seja por catalise
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com enzimas isoladas ou por microorganismos) surge como um
excelente método para a realizagdo destas transformacdes de maneira

seletiva e sob condic¢des reacionais mais brandas.*

2.5- Métodos de ativacao e acoplamento:

Com poucas excegdes, 0 unico procedimento para formagao da
ligagdo peptidica envolve a ativagdo de um grupo carboxila para
facilitar o ataque pelo grupo amino. Isso porque, ordinariamente,
acidos carboxilicos simples formam sais com aminas a temperatura
ambiente e a transformacao destes sais diretamente em amidas requer
condigdes que sdo incompativeis com a presenga de outras
funcionalidades ou sutilezas estruturais.

Nesta mesma linha de fundamentos quimicos, a literatura fornece
diferentes reagentes eletrofilicos para a ativagdo da fun¢ao carboxila e
obten¢do de acoplamentos com rendimentos quantitativos sem a
presenga de reagdes laterais € com a manutenc¢do da integridade quiral
dos centros adjacentes, sendo que o método a ser escolhido depende
em muito da espécie de amida a ser formada.*®

As carbodiimidas, um dos mais importantes reagentes para a

ativagdo de fungdes carboxilicas durante a sintese peptidica, vém

SINTESE DE TRIPEPTIDEOS LINEARES N-MONO E N,N-DIMETILADOS



16
REVISAO BIBLIOGRAFICA

sendo utilizadas desde 1959, quando J.Schechan e G. Hess"
divulgaram seus resultados com a diciclohexilcarbodiimida

(DCCI) (13) que pode gerar tanto derivados carboxiativados, como
anidridos simétricos e ésteres ativos, além de ser usada diretamente
como reagente de acoplamento.

Em todos os casos, a primeira etapa da reacdo ¢ a formacgao de
um derivado o O-acilisouréa (14), o qual ¢ um potente agente acilante
e, por rapida aminolise, via anidridos simétricos (15) ou
¢ésteres ativos (16), leva a formagao do peptideo e de um subproduto
derivado uréia (17), como demonstrado no esquema 7.

Devido a grande semelhanca de solubilidade entre o peptideo
formado e este derivado uréia de igualmente elevado peso molecular,
pode-se gerar certos problemas durante a etapa de purificagdo,
ocasionando em muitos casos a reducdo do rendimento reacional.
Estas dificuldades podem ser minimizadas pelo emprego de
carbodiimidas como a diisopropilcarbodiimida (DIPCDI) (18)*, que
fornece subprodutos soluveis em dgua e sendo assim, de facil

separagao durante as extragdes com agua.

0 0 IO
/—Hé')LR2 Rl)J\ R 0 0
13) 5
0 I‘\I H+ 0/ IIEH 0 Il\I;N NH;—R? Rl)kg_R:;+ R\g)LE/R
RIXOMJH R)LO—.'C. R R‘)LO/N\© a an
N ap\ N (16)
R R )(J)\ (6]
VIR o1 3 R, R
- ) =R R
(I8)R- s—< a
Esquema 7
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Algumas vezes, através de uma ciclizacdo intramolecular do
derivado O-acilisouréa (14), tem-se uma competi¢cdo com o desejado
ataque por nucledfilos externos, levando a formagdo de oxazolonas
(19), que sao altamente ativadas em direcdo a aminolise. Sua reacao
com aminocomponentes pode levar a peptideos racemizados, pois a
velocidade de formagdo dos anions estabilizados ¢ amplamente mais

rapida se comparada a formacgao da ligagdo peptidica (Esquema 8).

1 1
R R O R
j\HR | c ) N;/\ N4<O N/<o fN-R3 RI)J\Nﬂ\WNHR»’
R (N /Sf,o ) = Z,J\( I
L ‘ 7@ R _ R H O
0@ o
a$
Esquema 8

Tém sido investigadas numerosas possibilidades de aditivos
auxiliares que evitam essas reagdes laterais pela geracdo de ésteres
ativos diretamente no meio reacional. O primeiro a ser proposto foi a
N-hidroxisuccinimida (HOSu) (20)*, mas o 1- hidroxibenzotriazol
(HOBt) (21)°*°' tem sido o mais regularmente usado para a formacio

de ésteres que sofrem aminolise 10° vezes mais rapido que os demais.

0
N
HO— N
A
o 0 OH @21

Em 1969, G. Gawne, G. W. Kenner ¢ R. C. Sheppard %,
propuseram o uso de sais de fosfonio estabilizados por ressonadncia

como agentes acilantes particularmente apropriados a sintese
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peptidica, pois pouca ou quase nenhuma racemizagdo pode ser
evidenciada através deste método.

Tendo em vista os excelentes resultados ja obtidos, B. Castro
(1975), em continuacdo a seus estudos, desenvolveu entre outros,
dois novos reagentes de acoplamento do tipo fosfato,

o 1-H-benzotriazol-1-iloxi-tris(dimetilamino)fosfonio (Bop) (22) e o
1-H-benzotriazol-1-iloxi-tris(pirrolidino)fosfonio hexafluorfosfato
(PyBop) (23), sendo este preferido por formar subprodutos menos

tOX1CoS.

ll\I(CH3)2 le ©pF,
(CH3)2N—/P§O OpF, C <o
S E> "
0 0
\‘N N
@) 23

Assim como ocorrido anteriormente para os sais de fosfonio, em
1978 J. C. Ziegler, V. Dourtoglou e B. Gross® propuseram o uso de
sais de urénio como novos reagentes de acoplamento para a sintese de
peptideos, principalmente em suporte solido, com a vantagem de que
possuem uma rapida velocidade de acoplamento e baixa taxa de
racemizagdo. O principal representante destes reagentes € o
hexafluorfosfato de O-(benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio
(HBTU) (24), que devido a sua grande popularidade gerou uma série
de derivados™ (Figura 3), dos quais podemos citar: o tetrafluoroborato
de  O-(benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (TBTU  (23)),

tetrafluoroborato de 2-(2-oxo-1-(2H)-piridil)-1,1,3,3-tetrametilurénio

SINTESE DE TRIPEPTIDEOS LINEARES N-MONO E N,N-DIMETILADOS
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(TPTU (20)), tetrafluoroborato de

2-(5-norborneno-2,3-dicarboximido)-1,1,3,3-tetrametilurénio (TNTU

(27)).
Figura 3- Alguns dos mais importantes reagentes de urdnio.

Ja em 1990, J. Coste, M-N. Dufour, A. Pantaloni e B. Castro®®
introduziram na sintese peptidica o hexafluorfosfato de bromo
tris-dimetilaminofosfénio  (Brop) (28) como um reagente
particularmente apropriado para 0 acoplamento de
N-metil-aminoacidos, ja que muitos dos reagentes existentes sdao
ineficientes ou apresentam certas desvantagens, como longo tempo e

instabilidades reacionais durante o acoplamento destes (Esquema 9).

CH
CH; O s O
|

U CHs
/
N o DIEA @/ N W)J\o— bAN X
—_— s
@ L Bop ou Brop Rl \CHj (X=0Bt, Br)

3 @z Grupo protetor
o, ] PR
N-LP-O
Bop= N
P oy |, \
N

N

CHs . PFs @)
Brop:[ ﬂ P-Br
cw |, (28)

; O R?

CH
N,
CH; O H” w)j\o/ CH; O R3
I I
N R N 0, HMPA
HMPA + ®/ %O—B‘ e @ \HLN/I\W ~*
RI RI (';H1 0

Esquema 9
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Em combinacdo ha uma série de adtivos e métodos de
acoplamento (carbodiimida mais adtivos, sais de uronio, cloroformiato
de isobutila, etc.), Y. V. Mitin, M. G. Ryadanov, L. V. Klimenko”’,
propoem um sistema livre de racemizacdo (< 0,1%), para o
acoplamento de peptideos N- protegidos com aminoacidos livres, pela
adi¢do de fons inorginicos (como Cu?") diretamente ao meio
reacional, o que potencializa em muito o uso de tais métodos.

Mais recentemente (2000), J.-C. Xu e P. Li*® em estudos para
reduzir o nivel de racemizacdo ¢ melhorar a eficiéncia dos
acoplamentos com os reagentes do tipo fosfonio e uronio derivados do
HOBt e HOAt, desenvolveram uma sériec de novos reagentes de
acoplamento do tipo imdnio, tais como: (hexacloroantimoniato de
N-6xi-N-metilmetanoaminium-N (1H-Benzotriazol-1-il-metileno)
(BOMI (29)), hexacloroantimoniato de 5-(1H-benzotriazol-1-iloxi)
—I-metil-3,4-diidro-2H-pirrolium (BDMP (30)), hexacloroantimoniato
de 1-(1H-benzotriazol-1-iloxi) fenilmetileno pirrolidinium (BPMP
31)) e hexacloroantimoniato de
5-(1H-7-azabenzotriazol-1-iloxi)-1-metil-3,4-diidro-2H-pirrolium
(AOMP(32)) (Figura 4), os quais sao altamente eficiente e apresentam

diminui¢do substancial da racemizacao.

SINTESE DE TRIPEPTIDEOS LINEARES N-MONO E N,N-DIMETILADOS
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Figura 4- Alguns dos reagentes de acoplamento do tipo imdnio.

Embora estes métodos de acoplamento sejam muito eficientes
para a sintese em solu¢do, poucos mantém tal caracteristica quando
aplicados a sintese peptidica em fase soélida, principalmente para
aminoacidos N-alquilados®. Tendo esta dificuldade em mente, G.
Jung, J. Rudolph e B. Thern®, propdem na sintese em fase solida do
ciclosporin-O, o uso do tri-fosgénio, como um novo e altamente
eficiente reagente de acoplamento de aminoacidos N-metilados.

Ainda no contexto do acoplamento de aminoacidos para a
formacao de ligacoes peptidicas, pode-se citar a sintese enzimatica ou

biocatalisada®®¢

, onde a formacdo da ligacdo ¢ mediada por uma
enzima (livre ou imobilizada) de maneira termodindmica ou
cinéticamente controlada, com as seguintes vantagens sobre a sintese
quimica: apresentar uma alta estereosseletividade, possibilidade de ser
realizada em solugdo aquosa, ocorrer sem racemizacdo € a nao

obrigatoriedade da protecdo das cadeias laterais dos aminoacidos

participantes.

2.6- Métodos de sintese de alcaloides ciclopeptidicos e seus

precursores:

SINTESE DE TRIPEPTIDEOS LINEARES N-MONO E N,N-DIMETILADOS
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Durante décadas, grupos de pesquisa (Pais®*, Rapoport®,
Schimdt®, Joullié®, Lipshutz®, Zhu®” e B. H Han®) tém se destacado
por seus incansaveis esforcos no desenvolvimento de metodologias
adequadas a sintese de alcaldides ciclopeptidicos, sejam estas lineares
ou convergentes, as quais basicamente dependem da estrutura do
alcaloide que se deseja sintetizar.

Do esquema de sintese mais simples ao mais complexo, algumas
etapas sdo bem distintas, como a formag¢do de ligagdes peptidicas e a
unido etérea alquil-aril. Contudo, a etapa de formagdo do sistema
macrociclico (ansa) (4), de 14-membros € a que apresenta o maior
grau de dificuldade e, por isso, tem recebido especial atencao.

De forma genérica, podemos representar os varios sitios e suas
estratégias de ciclizagdo baseadas em reagdes do tipo: adicao
intramolecular de Michael (posicdo 1), macrolactamizacdo nas
posi¢des 2 e 3, condensacoes intramoleculares do tipo aldol e reacdes
de substituigdo elétrofilica aromadtica intramolecular (posicao 4), que

podem ser usadas para o fechamento do ciclo (Figura 5).

EMBED ChemWindow.Document
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Figura 5- Possiveis sitios de ciclizagdo de um alcaldide ciclopeptidico
de 14-membros.

A ciclizacao pelas rotas (a) e (b) posicao 1, requer a condensacao
de um ion fenolato a um residuo diidroaminodcido ou um ataque
nucleofilico de um ion fenolato a um sistema heterociclico de
3 membros. Enquanto que, para formagao do ciclo nas posigdes 2 e 3
(rotas (c¢) e (d)) faz-se necessaria a formagdo de uma ligagdo amidica,
convencionalmente com ésteres ativos ¢ em condi¢coes de altas
dilui¢des (107- 10 mol.L™).

Para a formacdo do ciclo pelas duas ultimas rotas (e) e (f)

(posi¢do 4), tem-se que realizar um ataque ao anel benzénico

SINTESE DE TRIPEPTIDEOS LINEARES N-MONO E N,N-DIMETILADOS
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(substituicao eletrofilica aromadtica) por meio de uma reagdo do tipo
Friedel-Crafts ou, alternativamente, pode-se ciclizar via uma reagao
do tipo aldol com precursores especificos. Esta posicdo ¢ a menos
adequada para o fechamento do anel, pois requer condigdes vigorosas
de reacao.

Os primeiros exemplos de sintese aplicados a formacao de
macrociclos e sintese total de alcaloides ciclopeptidicos foram
descritos por M. Pais e col. *® em 1978. Em seu trabalho, os autores
ndo foram bem sucedidos na construgdo de alcaldides ciclopeptidicos
de 14-membros do tipo hidrofrangulanina, mas obtiveram macrociclos

de 15 (33) 17 (34) e 18-membros (35) (esquema 10).

L\

. OTs . { a—{“ — . O—{ )
\, / \ / \ - /"
W ) : ...-" S \ \ ;. e \
— a_ —, HN _bhe —\ HN
N 0 HN__ O 7 HN OH 7
Boc
0 0 \il
— — A
-.f_"\-\.-:'-_l I_.-" P S - —~
[0 { b2 — » " S & v
b ! k) S A 1‘." e Y ".\_‘ F _."-.‘ o LY
™ ! u % — ,_: % '-
.-ll Y [ ] H._-:'\ *t_ J.-' L "1'] 7HN - I'.-' ".}_ 3 -~
i . OO 4 h COxMe \
HN N N N HN  OH 7
Do TN Boc AN Boc
g 4 o *-ai‘:__:_-'__fe’ Lot
L

a) N-Z-tiramina, NaH, THF, DMF, 120°C; b) Dioxano:NaOH 1N (1:1), 100°C; )
Dioxano:H,O (1:1), NaHCO,, BocN,, d) Reagente de Jones, acetona, NH,OH; e)
L-Phe-OMe, DM, HOBt,
N-Metilmorfolina, DCCI, 0°C para t.a; f) (1) EtOH, 10% Pd/C, AcOH, 25°C, (2).EtOH,

NH,NH,.H,U, L.a; g) DMF, AcOH, HUT TN, NaNO, TN, pindina, -107C a U°C, BUh.
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Esquema 10

Embora este trabalho tenha impulsionado a sintese dos alcaldides

ciclopeptidicos, pode-se dizer que a maior contribui¢do a este tipo de

sintese estd nos resultados obtidos por Schimidt e col.** @, que em

1981 implementaram o uso do pentafluorfenol como ativante do grupo

carboxila na metodologia de macrolactamizacdo, durante a sintese da

diidrozizifina-G (36), conforme esquema 11.
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{3) Remogéao do grupo Boc

a)H, Pd/C, Dioxano, 90°C, 4-pirrolidinopiridina, EtOH (alta diluigio); b) (1) TFA,
1,3-Dimetoxibenzeno, 3h, 20°C, (2) Acoplamento pelo método do DCC, Boc-lsoleucina,

Esquema 11
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Dando continuidade a estes estudos, este mesmo grupo tem
realizado a sintese total dos alcaldides zizifina-A*, mucronina-B®©
e finalmente o para-ciclofano de 14-membros frangulanina.®*¥

Subseqiientemente, outros produtos naturais tém sido sintetizados
por metodologias muito semelhantes, como a sintese da

Nummularina-F(37), realizada em 1992 por Joullié e col.®*@ através

da estratégia de sintese demonstrada no esquema 12 a seguir.

= —,  OSiBuMe;
oH O — —O N Y {
= _ ., o— fe : - \
— — X - V JO0-Me J
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(a) p-Cianofenal, Ph,P, DEAD, THF, 10-25°C, 78%. (b) AcOH, H,O:THF (3:1:1), 45°C, 91%. (c)
TFAA, DMSO, CH,CIL,, Et,N, -78°C, 85%. (d) KMnO,, NaH,PO,, -BuOH, 5°C, 93%. (e) DCC,
DMAP, MeOH, CH,CI,. (f) Ni Raney, NaH,PO,.H,0, piridina:AcOH:H,0 (2:1:1), 40°C, 78% (q)
(1) MeNO,, MeONa,

0-25°C, 93%; (2) +-BuMe,SiCl, DMF, imidazol, 25°C, 72%. (h) HCO,NH,, MeOH, 10% Pd/C, 25
C, 91%. (i) Z-L-Isoleucina, DCC, THF, HOBt, 91%. {j) (1) LIOH.H,O, H,0, MeOH, 5°C; (2)
C.,F.OH, DCC. CHJCI, 87% (2 etapas). (k) (1) 10% Pd/C, Ciclohexano, Dioxano,
4-pirrolidinopiridina, 95°C, 1,5h, 60-75% (2) TBAF, THF, 25°C, 90%. (1) MsCI, NEt,, CH,Cl,, -5°

C. (m) Difenildiselenio, NaBH,, EtOH, 5°C-80°C, 67% (2 etapas). (n) H,O,, piridina, CH,Cl,, 25°

—6———8b%————fe}————Benzene; £8°€; 53%:
(p) (1) TFA, CH,CI,, 5°C; (2) N,N—Dimlﬁlﬂl'ﬁﬂﬁﬁ%ﬁ)q[ﬂ?(ﬁﬁ 7% (2 etapas).
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Em 1995, Byung H. Han e col® sintetizaram a Sanjoinina-G1
(38) (esquemal3) um alcaldide do tipo frangulanina, utilizando a
estratégia de ciclizagdo na posicao 2. Nesta sintese, Han reduziu o

numero de etapas necessarias para 17.

EI lll‘n' o
OH \ O | —4
\—{ 1 }_‘, -\‘:/" xi.'} \fe — 'y
/ — \ L Rt
N, O S ! V) B —_— o
Boc” N \ —/ W
HN OTES HN OTES
Boe Bog =B
: — OTES =
iii F e\ Jres v R—(:"fx‘:\ 3 . R—c.‘:::fH ",
— R / - J‘;”}/—E‘ = \_nmH
— N \—NH, N\
_:=L_:'
HN—
£ _—
OTBS —_ 0
0 "I'I:"-_-\\ - y Y !
s | —
—{ ) \ 0 )
. S O d NH } \ o] k_#c ) )
= Ao —NH
HN  OTBS  HN—/ HN NH—
I "'.‘ F
Bog z " =0 e
A f %
—  NMe
-'-._lrf_\\_
N (38)

i) PPh,, DEAD, 4-hidroxibenzoato de metila, THF, 25°C; iija) DIBAL'H, THF, 0°C; b) PDC,
CH,CI,, 25°C; iii) KCN, Znl,, TBS-CI, MeCN, 25°C; iv) HCO,NH4, 10% Pd/C, MeOH,
T0°C;

v) isobutil cloroformiato, N-metilmorfolina, L-Z-leucina, THF, 0°C; vi) Reagente de Jones,

acelona, U,

Esquema 13
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Zhu e col® ™, com base em uma metodologia muito utilizada na
obtencdo de macrociclos de 16 membros®, realizaram via uma reacio
SyAr intramolecular a ciclizagdo na posigdo 1 (ligacdo éEterea
alquil-aril) durante a sintese total assimétrica da Sanjoinina-G1 (39) ¢
® @ e mais recentemente, na sintese total da mauritina-A *© como
demonstrado no esquema 14.

A sanjoinina-G1 também foi sintetizada anteriormente por Han®

65(e)

e Joulli¢ , porém evitando etapas que envolvessem separacoes

diastereoisomeéricas.

OAc OAc

a) DMF, 60°C ; b) TBAF, DMSO, 85°C; ¢) Ac,0, Et;N, DMAP, GH,Cl,; d) SnCl,,
DMF, 60°C; e} NaNO, H,PO, Cu,0, THF-H,0; f) Pd(OH), THF-+-BuOH,

quantitativo,

Esquema 14

Em 1998 Joullié e col.®*® estudaram a obtencdo de alcaldides
ciclopeptidicos de 14 membros, utilizando A-hidroxileucina, com

estereoquimica definida, via oxazolidinona. Dessa maneira,
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obtiveram,como precursor de varios alcaloides o anel macrociclo sem

0 aminoacido mono ou dimetilado (Esquema 15).
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a) 2,3-Dihidro-2h-pirano, PPTS, CH,Cl; b) KOH, MeOH:H,O (4:1), refluxo;
¢) 4-fluorobenzonitrila, NaH, DMSQ; d) Boc, O, ELN, CH.CI,, 0°C para ta. e) Ni
Raney, NaHEPDE.HzD, piridina:AcDH:HED (2:1:1); f}CHﬂNOE, MNaOMe, 0°C; g) Pd/C,
HCO,NH,, MeOH; h) N-Z-Leucina, BOP, DIPEA, CH,CI,, 0°C para t.a.; i) Reagente de
Jones, acetona; jjNaBH,, LiCl, THF, EtOH; k) pentafiucrofenol, EDAC, DMAP(cat.); |)
Pd, O-terpineno,

. e i
—H=thekane=-BooH - pirretidinepirdirarefes

Esquema 15

Em 2001, M. A. Mostardeiro "° em continuidade ao seu trabalho
de sintese de fragmentos tripeptidicos de alcaldides ciclopeptidicos de
14 membros™™ do tipo nummularina-E relatou a formacdo da ligagdo
etérea alquil-aril entre os devidos precursores lineares e o
para-hidroxi-benzaldeido sob condi¢des de Mitsunobu, conforme o

demonstrado no esquema 16 .
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a) HOBt, 4-Metil-Morfolina, DCCI, THF, 0 a 25°C; b) 1) NaOH 1N, MeOH , 25°
C;
2) HC1 2N, 5°C; ¢) H-aa-OCH,, HOBt, 4-Metil-Morfolina, DCCI, THF, 0 a 25°C;

d) 10% Pd/C, MeOH, ta: &) HCOH, 10% PdiC, 3 Kp/em? de H, MeOH, ta; f)
PPhB, DEAD, 4-hidroxibenzaldeida, THF, 25°C

Esquema 16

Embora nado tenha realizado a macrocicliza¢ao, seus estudos a
respeito da atividade biologica destes precursores, denotam um grande
avanco no uso de derivados de alcaloides ciclopeptidicos como
agentes antimicrobianos.

Em 2003, S-Y. Han e col. ! obtiveram uma enamida ciclica de
14-membros (C3-epimemauritina-D) (40) pela macrolactamizacdo na
posicdo 2 de um intermedidrio linear preparado por uma reagdo de
substituicdo nucleofilica aromadtica (SyAr) entre um derivado da

pirrolidina e a para-NO,-benzonitrila.
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a) BH,SMe, THF, refluxo; b) 4-NO,-benzonitrila, NaH, DMF, -30°C; c) Ni Raney,
NHHEPDZ, piridina:AcGH:HED (2:1:1), 40-45°C; d) MNa, CHaNﬂz, MeQH, 0°C, 30 min
(com recuperacio do material de partida), e) TIPSOTS, 2,6-lutidine, CH,CL,, 0°C; f)
HCO,NH,, MeOH, 10% Pd/C, 40°C; g) Z-lle-OH, DCC, HOBt, NMM.CH.CL, 0°C - ta; h)
AcOH:THF:H,O (3:1:1), 45-50°C; i) DMSO, TFAA, Et.N, CH.CL,, -78°C; j) KMnQ, 1M,
NaH,PO, 1,25M (pH 4,12), +-BuOH, t.a; 1) 10% Pd/C, MeOH, t'a, 1h; mJTFFH, HOAL, DIEA,
CH,Cl,, 0°C; n) TBAF, THF, 0°C- ta; o) MsCl, Et,N, CH,Cl,. -10°C, 30min : p)
Difenildiselenio, NaBH, EtOH, 80°C, 30 mirn; q) NalQ,, MeOH,

40 min; r) benzeno, 60°C, 40 min, com rendimento total 1,4%.

Esquema 17

2.7- Atividade Biologica de Alcaloides Ciclopeptidicos de

14 membros e peptideos .

Cada vez mais, a medicina moderna vem buscando em moléculas
de origem natural e seus derivados as atividades biologicas necessarias
para combater microrganismos causadores de patogenias e doengas
que vem assolando a humanidade ha anos. Na tabela 2 podemos
visualizar alguns exemplos de alcaldides ciclopeptidicos de

14-membros e as atividades biologicas intrinsecas a suas estruturas.
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TABELA 2: — Atividades bioldgicas de alcaldides ciclopeptidicos de

14-membros:

composto Frangufolina"*® Discarina-B"™ Condalina-A™
/\>
o A /L J\‘\,/‘ \
0 \ 00 NN 0 o/
> ..... =4 NH ;< )N
NH HN NH HN;\ NH—
HN  NH —0
{L_< \)\K'\%O | ‘( / \
estrutura 0 NMe, N ~  'NHCH,
NMe, - H /T \\
B . ,/‘/)

Atividade contra
atividades atividade sedativa Atividade contra Klebsiella Staphylococcus
biologicas (3mgKg") pneumoniae (6,75Ug) epidermidis

(3,12 yg)

Embora peptideos exibam baixa estabilidade estrutural para
serem utilizados como agentes farmacologicos, uma grande variedade
deles tem sido isolada e sintetizada como (potenciais ou j& bem
definidos) analgésicos (encefalina’) e inibidores de enzimas (analogos
N-metilados da bradiquinina’).

Com seu mecanismo de acdo ainda nao bem esclarecido,
peptideos antibacteriais tém recebido especial atengdo devido a sua
baixa toxidade célular e seu unico mecanismo de perturbacdo a
membrana lipidica dos microorganismos. Estes peptideos sdo em sua
grande maioria representados por ciclopeptideos como o antibidtico
vancomicina’ ou peptideos lineares com longas seqiiéncias de
aminoacidos como o decapeptideo KSL” e seus derivados, aos quais é

designada atividade contra Candida albicans de até 1,56 pug /mL.
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Os pequenos peptideos (di, tri ou tetrapeptideos) e os fragmentos
peptidicos de moléculas maiores, embora sejam menos estudados, sao
também possuidores de atividades biologicas, dentre os quais pode-se
ressaltar, o tripeptideo M17¢ (fragmento do alcaldide ciclopeptidico
Frangufolina) especulado como sendo at¢ mesmo mais ativo que o
poprio alcaléde e os tripeptideos sintéticos” (precursores dos
alcaldides Discarina-D e Myriantina-A) que possuem atividade de até

1,5 yg/mLpara bactérias como a Escherichia coli.
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CAPITULO III :
3- ESTRATEGIAS SINTETICAS

Através de uma andlise retrossintética (Figura 6) das moléculas
alvo deste estudo, bem como da literatura afim, pode-se elaborar uma
proposta de trabalho que, resumidamente, segue as etapas:

a) Prepara¢dao do aminoacido terminal basico N-alquilado, sem
racemizagoes.

b) Obtencdo do B-hidroxi-aminoacido (fenilserina) racémico nas
suas duas formas diastereoisoméricas separadas (Treo e Eritro), com
bons rendimentos.

c) Protecdo da carboxila do aminoacido terminal isoleucina, de
maneira simples, estavel e de posterior facil desprotecao.

d) Acoplamento destas unidades aminoacidas sem provocar a

epimerizagdo dos peptideos formados.

Adoutina-Y R= CH;

Condalina-AR=H
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Figura 6- Retrosintese dos alcaldides ciclopeptidicos de 14-membros
As figuras 7 e 8 abaixo, mostram as estratégias de sintese
utilizadas neste trabalho para a obtencdo de tripeptideos lineares.
Nessa  estratégia, todos os peptideos possuem  como
hidroxiaminoacido do ciclo a B-fenilserina e como aminoacido
N,N-dimetilado ou N-metilado lateral a fenilalanina. O aminoacido
C-terminal dos peptideos ¢ a isoleucina na forma de seu éster metilico,
quando precursores dos alcaldides Condalina-A"™ (6),
Scutianina-M? (7), Adoutina-Y* (8) e Scutianina-L” (9).
Estratégias sintéticas dos tripeptideos N-Me-L-Phe-Treo (D,L) e
Eritro (D,L)-Pheser-L-Ile-OMe e N,N-(Me),-L-Phe- Treo (D,L) e
Eritro (D,L)-Pheser-L-Ile-OMe

MeCH, SOCl,

H,N—]

—OH
DCC, HOBt

MeOH, H,0
NaOIl

H,, Pd/C
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Figura 7- Estratégia de sintese utilizada para obteng¢do dos

Pheser

OH

H,N——OH HyN—
MeOH, SOCl,

OH

L oH HoN—F—OMe HoN—

OH
OMe

OH
oH H,N—

DCC, HOBt

MeOH, H,0O
NaOH

OH DCC, HOBt

H,, Pd/C OH

OH
HCOH

H,, Pd/C OH

Figura 8- Estratégia de sintese utilizada para obtengdo dos

tripeptideos N,N-(Me),-L-Phe-Pheser-L-Ile-OMe.

Para um melhor esclarecimento da escolha do procedimento de
sintese em solucdo ¢ da realizacdo deste de duas maneiras pouco
diferenciadas, cabe mencionar que a sintese em solucdo parece ser a
metodologia mais vidvel para a obtencao dos tripeptideos em grau de
pureza e quantidades condizentes com as analises bioldgicas
pretendidas. Ja a preferéncia pela reagdo de dimetilagdo a partir de um
peptideo com func¢do amino totalmente livre e ndo a partir do que ja
possui uma unidade metilica, ¢ devida principalmente a grande
possibilidade da ocorréncia de reagdes laterais como eliminagdes e
permetilacdo pelas condigdes requeridas para a reacdo de alquilagdo

ou ainda a formagdo de imidazolidinonas™, pelo ataque nucleofilico
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ao carbono da imina formada, pelo procedimento escolhido de

condensac¢ao redutiva com aldeido férmico, catalisada por (Pd/C).

SINTESE DE TRIPEPTIDEOS LINEARES N-MONO E N,N-DIMETILADOS
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CAPITULO IV :
4- DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados
obtidos durante a realizagdo do trabalho. Seguindo as estratégias
sintéticas 1dealizadas anteriormente, discutiremos a protecdo ¢
subseqiiente N-metilagdo do aminodcido terminal L-fenilalanina e a
obtencdo dos [B-hidroxi-aminoacidos Treo e Eritro fenilserina. Na
seqiiéncia, discutir-se-4 a aplicacdo destes precursores durante a
sintese dos peptideos, objetivo deste estudo, bem como, aspectos
relacionados as analises de espectroscopia de ressondncia magnética

nuclear, cromatografia gasosa e atividades bioldgicas.

4.1- Preparacdo dos derivados uretana Z-L-Phe-OH (41) e do
analogo Z-Me-L-Phe-OH (43).

A preparagdo do derivado uretana Z-L-Phe-OH (41)"’ ¢ realizada
pela reagdo do cloroformiato de benzila (10) com o aminoacido
L-Fenilalanina dissolvido em dgua e solucao de NaOH 5N, seguindo a
classica metodologia de prote¢do de aminoacidos descrita por
Bodanszky.”

Para posterior obtengao do andlogo N-metilado (43)

(esquema 18), utilizou-se das metodologias descritas anteriormente

SINTESERE TRIPEPTIDEOS LI @ SNWN@T@(D@MEW‘])OS @/\ )k )Y

THF, 0-25°C
[o]

JL " \asitago]

10) 87% .

e °
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por Benoiton *© ¢ Olsen®®, para metilagdo de aminoacidos protegidos

na forma de uretanas.

Esquema 18

Pelo fato de a reagdo do aminoacido protegido (41) com iodeto
de metila, nas condigdes de Benoiton *"® fornecer diretamente o
aminoacido com a func¢ao carboxila livre (43), com rendimentos de
apenas 10%, optou-se por utilizar a técnica de Olsen®® que através de
condigdes menos drasticas (Ag,0, CH;l, DMF, ta.) gera melhores
resultados (rendimento de 95%) para forma¢do do aminoécido
N-metil-O-metil éster (42), o qual poderd entdo ser hidrolisado
fornecendo o desejado Z-Me-L-Phe-OH (43).

Apds purificacdo por coluna cromatografica eluida com éter de
petroleo/AcOEt (15:2), confirmou-se a pureza do produto (42) atraves
da comparacdo dos valores literarios™ e experimentais, de rotagdo
oOptica e fator de retengdo, Lit: [a]*', = —77° (c=1.6 ,EtOH) Rf= 0,33
(em éter de petroleo/AcOEt (15:2)) Exp: [a]*p= —74°(c=1 ,CHCL,) de
Rf= 0,30 no mesmo sistema eluente.

No entanto, ¢ interessante notar que com a reagao de alquilagao,
tem-se um possivel aumento na barreira rotacional da molécula,
possibilitando assim, através das analises de RMN de 'H ¢ °C, a
visualizacdo dos rotameros E/Z (Figura 9), assim como os
evidenciados por Lipshutz, B. H. e col.®®® para o derivado protegido e

N-metilado do fenilserinol.
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EMBED ChemWindow.Document

Figura 9- Projecao de Newman idealizada para os rotameros E/Z.

Embora se saiba que fatores como o efeito estérico, ressonancia,
hibridizacdo e o efeito do solvente influenciem na magnitude da
barreira rotacional de ligagdes (C-N), € dificil predizer o real efeito de
cada fator sobre a energia livre de ativagdo para a rotagdo. Porém,
alguns métodos aproximados como o da coalescéncia de sinais de
absorcdo de RMN, podem ser utilizados para determinar a variacao
desta energia através de calculos cinéticos.”™

A tentativa de elucidacao desses rotameros deu-se através de
experimentos de RMN com temperatura variada (Figura 10). Contudo,
ndo foi possivel estabelecer uma relagdo estrutural para E/Z nem
tampouco a sua velocidade de interconversdo, diferenciando-se
somente seus sinais pela propor¢ao aproximada de (1,3:1), pode-se
confirmar a temperatura de transformag¢do (minoritirio em

majoritario) pela elevagdo da temperatura a 330K.
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Figura 10- Experimentos de RMN 'H (a) e¢ *C (b) com temperatura
variada para determinagdo da barreira rotacional do

Z-Me-L-Phe-OMe (42).

Em razdo da necessidade do grupo carboxila apresentar-se na
forma livre para o progresso da sintese, realizou-se a saponificacao do
¢éster metilico de (42) (esquema 19), utilizando uma solu¢do aquosa de
NaOH 1IN em MeOH, o que levou a formagdo de um produto oleoso,
o qual se solidifica lentamente, tendo apresentado rendimento de
84 %. Assim como na etapa anterior, a reacdo foi acompanhada por

CCD a qual mostrou uma diferenca de Rfs entre as formas protegidas

SINTESE DE TRIPEPTIDEOS LINEARES N-MONO E N,N-DIMETILADOS
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Rf= 0,65 e a desprotegida Rf= 0,47 em sistema de solvente

cloroférmio / acido acético (95:5).

(6] (6]
OJ\N < NaOH IN O)LN OH
| VST |
CH; O MeOH, ta. @ &, 0
84%
(42) ° (43)
Esquema 19

Intrinsecamente ao reagente de partida (42), o produto da reacao
de hidrélise mantém as caracteristicas rotaméricas mencionadas
anteriormente, mostrando apenas a auséncia dos sinais
correspondentes ao grupo metoxila (-OCH;) em deslocamentos
quimicos (0) de 3,62; 3,55 e 52,089 ppm nos respectivos espectros de
RMN de 'H e °C (Figura 11).
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Figura 11- Espectros de RMN de 'H (a) ¢ "*C (b) do Z-Me-L-Phe-OH
(43).

4.1.1- Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
A caracterizagdo espectroscopica por RMN dos compostos (41),

(42) e (43) realizada no trabalho, ¢ igualmente descrita na literatura’®.

Porém, a mesma nada menciona a respeito dos rotdmeros E/Z
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encontrados dentre os resultados obtidos, fato que aparentemente esta
ligado a freqiiéncia dos aparelhos utilizados para as analises.
As tabelas 3.1e 3.2 a seguir, mostram os deslocamentos quimicos

de RMN de 'H e "C para os rotdmeros majoritario e minoritario de

(42) e (43).

TABELA 3.1: - Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H e °C para

os rotdmeros majoritario € minoritario do

Z-Me-L-Phe-OMe (42).

7 4 3
2
8 1
H;C—N o—"
D=0
0]
10
12 11
14
Rotamero majoritario Rotdmero minoritario
atomo | &'H*ppm) multiplicidade | §"C°(ppm) 8'H*(ppm) | multiplicidade | §"C’ppm)
J(Hz) J(Hz)
1 - - 171,309 - - 171,073
2 4,90 dd 60,173 4,70 dd 60,573
3 2,95-325 2dd 34,773 2,89 -3,19 2dd 35,169
4 - - 136,579 - - 136,273
126,528 126,606
5,6,7 6,99 - 7,21 m, Sinais 128,713 6,99 - 7,21 m, Sinais 128,713
sobrepostos 128,282 sobrepostos 128,282
8 2,70 s 31,577 2,73 s 32,058
9 - - 156,407 - - 155,710
10 4,99 s 67,044 4,92 s 67,234
11 - - 136,975 - - 137,033
127,729 127,772
12,13, | 6,99-7,21 m, Sinais 128,364 6,99 - 7,21 m, Sinais 128,422
14 sobrepostos 127,394 sobrepostos 127,847
15 3,62 s 52,089 3,55 s 52,089
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DISCUSAO DOS RESULTADOS

YEspectro obtido em CDCl, a 400 MHz ® Espectro obtido em CDCl; a 100 MHz.
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TABELA 3.2: - Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H e °C para

os rotameros majoritario € minoritario do

Z-Me-L-Phe-OH (43).

Rotamero majoritario

Rotadmero minoritario

atomo | 8'H*(ppm) multiplicidade SBC(ppm) 3'H*(ppm) | multiplicidade | 8"C°(ppm)
J(Hz) J(Hz)
1 - - 175,188 - - 174,882
2 4,99 dd 60,375 4,85 dd 60,375
3 3,06 - 3,37 2dd 34,458 2,98 - 3,29 2dd 34,847
4 - - 136,794 - - 136,794
126,545 126,624
5,6,7 | 7,03-7,30 m, sinais 128,624 7,03 - 7,30 m, sinais 128,624
sobrepostos 128,252 sobrepostos 128,252
8 2,77 s 31,924 2,84 s 31,983
9 - - 156,770 - - 156,034
10 5,07 s 67,303 5,00 s 67,531
11 - - 136,244 - - 135,931
127,749 127,826
12,13, | 7,03-7,30 m, sinais 128,364 7,03 - 7,30 m, sinais 128,417
14 sobrepostos 127,355 sobrepostos 127,682
15 9,87 S - 9,87 S -

“Espectro obtido em CDCl; a 400 MHz.

® Espectro obtido em CDCl; a 100 MHz.
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4.2- Obtencao dos B-hidroxi-aminoacidos 7reo e Eritro fenilserina

Partindo-se da condensacao do benzaldeido com o aminoacido
glicina em meio basico, como descreve a literatura®', obteve-se um par
de aminodcidos diastereoisoméricos (7reo e Eritro), que apos a
recristalizagdo com etanol, possibilitou o isolamento da
forma Treo (enantiomeros, D e L) (44), com rendimento de 60,6%.
Embora a Eritro fenilserina tenha sido obtida como um subproduto
durante a sintese da forma 7reo, ndo foi possivel separd-la de forma
pura da mistura residual.*

Assim, para a obteng¢do da Eritro-D,L-fenilserina pura ¢ em
quantidades aplicdveis a sintese, fez-se necessario o uso de uma
metodologia alternativa, realizada pela condensacdo do benzaldeido
com o aminoacido glicina protegido na forma de seu éster etilico em
meio A trietilamina.**

Dessa forma, obteve-se a formac¢ao de um excesso do éster etilico
da eritro fenilserina (45), que pode entdo ser isolado por
recristalizagdo em acetona com rendimento aproximado de 5%.

Como ¢ésteres etilicos de aminoacidos sdo mais dificeis de se
trabalhar durante a sintese peptidica, realizou-se a hidrolise alcalina
da Eritro-Pheser-OEt (45), gerando cristais da forma eritro fenilserina

(enantiomeros D e L) (46).
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O esquema 20, ilustra as reagdes de condensagdo para a obtengdo
da Treo e Eritro fenilserina, bem como esta tltima etapa de hidrolise

que ocorre com rendimento de 60%.

o o OH HO

OH 1.NaOH o
©)LH + HzN—>_ THCLIC . of |+ my
60,6% o
B ECOL (46)

HO.
° 1.Et;N CH HO

O S
Dat —me NaOH 2N
. ,ta. le) T — OH
H + 0, MeOH, t.a.
H)N 504 HN ~ HN ~ H,N

60%
44 ° ) © Ok

Esquema 20

A diferenciag¢do das formas Treo e Eritro fenilserina deu-se pela
comparagdo dos valores experimentais e literarios de ponto de fusdo, e
foi confirmada pelo tempo de retencdo dos derivados (N,O-
trifluoracetil, O-Me) em andlises por cromatografia gasosa,
empregando as fases estacionarias aquiral (SE-54) (diastereoisdmeros
Treo/Eritro) e quiral (Lipodex-E) (enantiomeros D,L).

Tanto Treo quanto Eritro fenilserina participam da formagao dos
dipeptideos com seu grupamento carboxilico protegido na forma de
ésteres metilicos® (esquema 21). Esta reagdo foi facilmente realizada
pelo tratamento dos respectivos aminoacidos em (MeOH/ SOCl,)

a -20°C, com rendimento superiores a 80% e obten¢do de produtos

cristalinos para as formas Treo e Eritro fenilserina.
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H H
McOH o
HN SOCl,, -20°C HN ~
(44) © (47) ©
. e
OH MeOH
HN SOCl,, 20°C HZNX'( N
0
(46) (48) °
Esquema 21

4.2.1- Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Nos experimentos de RMN de 'H e *C de (44) e (46), ndo foi
possivel a identificacdo de qualquer diferenga relativa as suas
caracteristicas diastereoisoméricas. No entanto, os espectros de 'H dos
¢ésteres metilicos (47) e (48) apresentam os sinais caracteristicos da
ligacdo (O-CH;) em (o) 3.66 e 3.61ppm, respectivamente, € oS
dubletos dos seus prétons metinicos, com constantes de acoplamento
(J.p) bem diferenciadas. Ja no espectro de *C em aproximadamente
165 ppm temos os tipicos carbonos carbonilicos dos €steres de ambas

as formas, confirmando-se assim, a reacao de esterificacao.

4.3- Preparacao dos Dipeptideos Z-L-Phe-Treo (D,L) e Eritro
(D,L)-Pheser-OMe e Z-Me-L-Phe-Treo (D,L) e Eritro
(D,L)-Pheser-OMe.

Levando-se em consideracdo as estratégias demonstradas nas

figuras 7 e 8, pode-se obter de maneira independente, os dipeptideos
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(49) e (80), bem como os seus andlogos N-metilados (81) e (52),
através dos acoplamentos de quantidades equimolares dos
aminoacidos B-fenilserina (47) e (48) com os derivados da

L-fenilalanina (41) e (43) pelo método da carbodiimida®,
utilizando-se a DCCI como reagente de acoplamento ¢ o HOBt como

aditivo auxiliar®® (Esquema 22).

HO
0
(DCCI - NH
N 0O o
R/ \]/
0

R—N OH HO O 1-Hidroxibenzotriazol
>: o) THF, N-Metilmorfolina
O HN OCH;
Treo-D,L-Pheser-OMe (47)
Eritro-D,L-Pheser-OMe (48)

onde:

Z-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-OMe (49)

o Z-L-Phe-EritroD,L-Pheser-OMe (50)

R=Me; (43) Z-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-OMe (51)
Z-Me-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-OMe (52)

R=H; (41)

Esquema 22
Como resultado das reacdes de acoplamento entre o Z-L-Phe-OH
(41) com a Treo-D,L-Pheser-OMe (47), ¢ do Z-L-Phe-OH (41) com a
Eritro-D,L-Pheser-OMe (48), obteve-se produtos na forma de solidos
brancos que quando aplicados em CCD (eluida com i-Pr,0/ MeOH
1%) se apresentam na forma de duas manchas de Rfs muito proximos,
mas de possivel separacao por CPP e como sdo identicamente reativas

frente a o-toluidina, acredita-se serem estes o0s  pares
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diastereoisomeéricos (L(D), L(L)) devido aos aminoacidos esterificados
Treo e Eritro fenilserina, componentes dos dipeptideos formados.
Esses, por sua vez, tiveram suas estruturas confirmadas através
das andlises dos espectros de RMN de 'H e de "C, como os
demontrados para o dipeptideo Z-L-Phe-Treo-L-Pheser-OMe (49b)
(figura 12). Nestes espectros, nota-se a presenca dos sinais
caracteristicos para os seus aminoacidos formadores, além do sinal do
carbono carbonilico em RMN de "C a 170 ppm, que confirma a
formagdo da ligacdo amidica, sendo suas estereoquimica definidas

posteriomente, através de dnalises por cromatografia gasosa.
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Figura 12- Espectros de RMN de 'H (a) e de *C (b) do dipeptideo
Z-L-Phe-Treo-L-Pheser-OMe (49b).

Da mesma forma, durante o acoplamento do aminoacido
Z-Me-L-Phe-OH (43) primeiramente com a Treo-D,L-Pheser-OMe
(47), e apos com a Eritro-D,L-Pheser-OMe (48), obteve-se produtos
oleosos que sao homogéneos em CCD e constituidos pela mistura dos
dois diastereoisomeros. Essa reacdo foi confirmada pelos
experimentos de RMN de 'H e de "*C, os quais aparentemente ndo
apresentam bons espectros.

Considerando-se que, no trabalho publicado por R. H. Mazur e
col.”, durante a sintese de derivados N-metilados da bradiquinina, o
mesmo problema ¢ relatado e presumido como sendo devido a
problemas estéricos associados ao aminoacido N-metil, acredita-se

que esta também seja a possivel causa da baixa resolugdo dos
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espectros de RMN. Os dados e condi¢des reacionais referentes a

formag¢do de cada um dos dipeptideos podem ser vistos na Tabela 4.

TABELA 4: - Rendimentos e condi¢des reacionais da obtencao dos

dipeptideos.
Produto Reagentes Solvente t (h) Rendimento (%)
Z-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-OMe (49) DCCI/HOBt THF 16 65
Z-L-Phe- Eritro-D,L-Pheser-OMe (50) DCCI/HOBt THF 20 70
Z-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-OMe (51) DCCI/HOBt THF 21 66
Z-Me-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-OMe (52) DCCI/HOBt THF 18 60

Posteriormente, tanto as misturas diastereoisoméricas dos
dipeptideos (49) e (80), quanto as dos dipeptideos N-metilados (51) e
(52) foram submetidas a hidrolise basica® (esquema 23), com a

finalidade de liberar o grupo carboxila para outra reacdo de

acoplamento.
HO
0 1. NaOH. MeOH
OCH; 2 ot
NH
0

N O
R/ Y
O
Onde:
R=H; 7-1-Phe-Treo-D,L-Pheser-OMe (49) Z-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-OH (54)
R=H, Z-L-Phe-EritroD,L-Pheser-OMe (50) Z-L-Phe-EritroD,L-Pheser-OH (55)
R=Me; Z-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-OMe (51) Z-Me-1L-Phe-Treo-D,1-Pheser-OH (56)
R=Me; Z-Me-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-OMe (53) Z-Me-1.-Phe-Eritro-D,L-Pheser-OH (57)

Esquema 23

4.3.1-Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
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Embora os dipeptideos N-metilados (81) e (52) se apresentem de
uma forma homogénea em CCD, impossibilitando a separacao por
técnicas cromatograficas convencionais (CC e CPP), as andlises de
RMN de 'H e "*C possibilitam a distin¢do de alguns dos sinais de cada
par diastereoisomérico, pela sua diferenca de intensidade. Isso ocorre
devido aos aminoacidos (47) ¢ (48) apresentarem um leve excesso
(aproximadamente 7%) do enantiomero L, este excesso foi
quantificado por andlise em CG (figura 24) empregando uma coluna
com fase estacionaria quiral Lipodex-E.

Nos espectros de RMN de 'H e "C do dipeptideo
Z-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-OMe (81) (figura 13), os sinais que
mais facilmente se diferenciam, estdo sob a forma de singletos, tipicos
para grupamentos N-metil e em (8) 2,38 e 2,77 ppm, o duplo dubleto
em (0) 4,79 ppm e o dubleto em 5,29 ppm, sdo considerados como
pertencentes aos hidrogénios (CH-a) e (CH-B) de um dos enatiomeros
do aminodcido esterificado Treo-fenilserina que compode o dipeptideo
diastereoisomérico, enquanto que os sinais em () 4,90 ¢ 5,33 ppm
parecem ser os mesmos (CH-a) e (CH-fB) para o outro enantiomero da
Treo-fenilserina, que forma o segundo par diastereoisomerico.

Além disso, nos espectros de RMN de "C existem algumas
diferengas nos deslocamentos quimicos (0), tanto entre os dipeptideos

(31) e (310), quanto entre os (32) e (320).
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Figura 13- Espectros de RMN 'H (a) e "C (b) da mistura
diastereoisomérica dos dipeptideos
Z-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-OMe (581).

Todas as diferengas notadas para as formas diastereoisoméricas
dos dipeptideos N-metilados s@o melhor visualizadas nos dipeptideos
(49) e (80), pois seus espectros apresentam uma maior resolugdo dos
sinais de 'H, onde se nota, principalmente, a variagio no (8) do
(CH-0) do aminoacido fenilalanina, efeito da substituicao do (NH
em ~5,17 ppm) pelo grupamento N-metil. Cabe ainda mencionar, de
maneira geral, que os deslocamentos (0) vao para campo mais alto em
relacdo aos devidos analogos N-metilados. Nas tabelas a seguir estdo
listados os deslocamentos quimicos referentes aos espectros de 'H *C

dos dipeptideos.

TABELA 5.1.1: - Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H e *C
para o dipeptideo Z-L-Phe-Treo-D-Pheser-OMe (492a)
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Atomo 5 'H*(ppm) multiplicidade J (Hz) 3 BC°(ppm)

1 - - 171,505
2 4,64 dd; (Jo=3,20; J,.= 8,76) 57,556
3 5,29 d; (J,.,= 3,08) 71,829
4 - - 139,527
125,764
5,6,7 7,15-7,30 m 128,282
128,119

8 6,01 d; (Jyr— 8,76) ;
9 - - 170,875
10 448 4d; Jronr= 7,363 Ty 5.32) 55,596
11 2,78;2.96 dd; (0= 7.36: 38,04

Jir0= 5,325 Jyy.y= 14,10)

12 - - 136,260
127,884
13, 14, 15 7,15-7,30 m 128,465
128,436

16 5,20 d -
17 - - 155,955
18 5,00 dd 66,963
19 - - 136,049
126,818
20,21,22 7,15-7,30 m 129,244
128,513
23 3,67 S 52,517

“Espectro obtido em CDCI, a 400 MHz.

® Espectro obtido em CDCl, a 100 MHz.
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TABELA 5.1.2: - Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H ¢ "*C

para o dipeptideo Z-L-Phe-Treo-L-Pheser-OMe (49b)
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21,

22

Atomo 3 'H*(ppm) multiplicidade J (Hz) 3 BC’(ppm)

1 - - 171,085
2 471 dd; (Jo.4= 3,40; 1, 8.64) 58268
3 533 d; (Jr= 3.40) 732,060
4 - - 139,312
125,806
5,6,7 7,05-7,29 m, 128,192
128,146

8 6,72 d; (J,,-8,64) R
9 - - 170,362
10 439 dd; Jpou= 6,78) 56,029
11 2,78: 3,01 4d; Uy 6,78; 38,098

Jy11=13.88)

12 - - 136,225
127,998
13,14, 15 7,05-7,29 m, 128,521
128,373

16 5,17 d -
17 - - 155,917
18 5,04 S 67,094
19 - - 136,081
126,941
20, 21,22 7,05-7,29 m 129,272
128,630
23 3,66 S 52,579

YEspectro obtido em CDCl; a 400 MHz.  ® Espectro obtido em CDCl, a 100 MHz.
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TABELA 5.2.1: - Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H ¢ "*C

para o dipeptideo Z-L-Phe-Eritro-D-Pheser-OMe (50a)

55 o \2§
20,19
21
23
Atomo 3 'H*(ppm) multiplicidade J (Hz) 3 BC(ppm)

1 - - 172,000
2 481 dd; (J,.4=3,48; J,4—6,76) 59,044
3 5,16 d; (J;,=3,48) 74,670
4 - - 138,823
125,876
5,6,7 7,07-7,26 m 128,278
128,125

8 6,47 d*; (Jyr— 6,76) R
9 - - 169,276
10 432 0 Gron= 6.4 56,339

Ji0.1-= 7,203J10.16=14,20)

1 2,08 4%, (1, 0= 6,4) 38,128
12 - - 135,904
128,079
13,14, 15 7,07-7,26 m 128,566
128,308

16 5.16 4%; (J 1o =14,20) R
17 - - 155,828
18 5,09 S 67,285
19 - - 135,904
127,209
20, 21,22 7,07-7,26 m 129,230
128,833
23 3,57 S 52,492

“Espectro obtido em CDCl; a 400 MHz.

* Sinais sobrepostos ou distorcidos

® Espectro obtido em CDCl; a 100 MHz.
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TABELA 5.2.2: - Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H ¢ *C

para o dipeptideo Z-L-Phe-Eritro-L-Pheser-OMe (50b)

14 13
15 12 11
s 10
H—Nze
1
18 O
20 19
21
22
Atomo 3 'H*(ppm) multiplicidade J (Hz) 3 BC(ppm)
1 - - 171,620
2 4.90 dad; (1= 3.80; 1,.1= 7.60) 58.795
3 5.5 d; (J,,=3.80) 74297
4 - - 138,792
125,755
5,6,7 7,14-7,32 m 128,249
128,125
8 6,53 d; (Jg.,=7,60) -
9 - - 169,421
10 4,45 dd*; (J,0.,= 7,26;J10.1=14,56) 56,323
1 3.03 4% Ty 7,26) 38,538
12 - - 136,148
128,082
13, 14,15 7,14-7,32 m 128,546
128,332
16 5,25 d*; (J16.10514,56) -

17 - - 155,828
18 5,07 s 67,213
19 - - 135,992
127,244
20, 21,22 7,14-7,32 m 129,303
128,857
23 3,61 s 52,403

“Espectro obtido em CDCI, a 400 MHz.

* Sinais sobrepostos ou distorcidos

® Espectro obtido em CDCl, a 100 MHz.
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TABELA 5.3: - Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H e "*C para
mistura diatereoisomérica dos dipeptideos

Z-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-OMe (51)

(D | (51)
Atomo 5 multiplicidade 3 BC(ppm) S'H*(ppm) multiplicidade 3 BC(ppm)
'H*(ppm)

1 - - 170,538 - - 170,494

2 4,795 dd 59,550 4,90 58,072

3 5,29 d 72,825 5,33 d 73,034
4 - - 139,797 - - 139,797
125,513 125,738
5,6,7 7,00-7,30 m 127,961 7,00-7,30 m 128,077
127,455 127,529

8 7,07 d - 6,76 d -

9 - - 169,911 - - 170,376

10 4,77 q* 58,193 4,68 q* 57,841
11 3,08 dd* 33,658 3,19 dd* 33,658
12 - - 136,903 - - 136,792
127,894 127,849

13, 14,15 | 7,00-7,30 m 128,343 7,00-7,30 m 128,343
128,229 128,229

16 2,38 S 30,179 2,77 S 29,502
17 - - 157,260 - - 157,067
18 5,02 d 67,393 4,93 d 67,639
19 - - 136,262 - - 136,167
126,402 126,402

20,21,22 | 7,00-7,30 m 128,675 7,00-7,30 m 128,738
128,379 128,379

23 3,66 S 52,462 3,69 S 52,399

“Espectro obtido em CDCl, a 400 MHz.  ® Espectro obtido em CDCl, a 100 MHz.
* Sinais sobrepostos ou distorcidos

Com o objetivo de complementar a determinacdo estrutural do

dipeptideo Z-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-OMe (51) e obter melhores

SINTESE DE TRIPEPTIDEOS LINEARES N-MONO E N,N-DIMETILADOS




60
DISCUSAO DOS RESULTADOS

resultados durante as analises por RMN 'H e C (figura 14),

realizou-se a hidrogenacgdo catalitica para remog¢do do grupamento
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Figura 14- Espectros de RMN 'H (a) e "C (b) da mistura

diastereoisomérica dos dipeptideos

N-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-OMe (53).

TABELA 5.3.1: - Deslocamentos quimicos (§) de RMN de 'H e "*C

para a mistura diatereoisomérica dos dipeptideos

N-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-OMe (53)

(53) | (53)
Atomo | & 'H¥(ppm) Multiplicidade J (Hz) 3 BC°(ppm) 3'H*(ppm) multiplicidade J(Hz) 3 BC(ppm)
1 - - 174,259 - - 173,827
2 481 dd; (Jos= 3.16; o= 8.80) | 66,040 488 | dd; (Joa=3.12; .= 928) | 66,287
3 5,39 d; (J,- 3,16) 73222 5,39 4 (J,-3,12) 73,435
4 - - 140,000 - - 139,982
125,717 125,889
5,6,7 7,12-7,40 m 128,719 7,12-7,40 m 128,731
127,876 127,932
8 7,08 d; Jgm 8.80) ; 7,08 & Jog= 9.28) R
9 - - 170,840 - - 170,789
10 2,59 dd*; (J,.,,= 11,08; 58,222 2,22 dd*; (J,.,,= 10,20; 57,796
Ji016= 14,00) Ji046= 13,92)
117 3,11 dd* 38,995 3,19 dd* 39,138
12 - - 137,395 - - 137,395
126,832 126,831
13, 14, 7,12-7,40 m 128,957 7,12-7,40 m 128,921
15 128,324 128,283
16 7,94 d* - 7,94 d* -
17 2,02 S 35,070 2,18 S 34,953
18 3,76 S 52,552 3,75 S 52,496

“Espectro obtido em CDCl; a 400 MHz.  ® Espectro obtido em CDCl; a 100 MHz.
# Sinais podem estar trocados * Sinais sobrepostos ou distorcidos
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TABELA 5.4: - Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H e "*C para

a  mistura  diatereoisomérica  dos  dipetideos
Z-Me-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-OMe (52)
14 13
15
20
21
22
(82) (32°)
Atomo | 3 'H3(ppm) Multiplicidade 3 C°(ppm) 3'H*(ppm) multiplicidade 5 C"(ppm)
1 - - 170,874 - - 171,120
2 4,92 dd 60,434 4,92 dd 60,237
3 5,16 d 74,438 5,16 d 74,438
4 - - 138,871 - - 139,078
125,893 126,00
5,6,7 7,12-7,34 m 128,092 7,12-7,34 m 128,077
127,631 127,529
8 6,81 d - 6,81 d -
9 - - 169,672 - - 169,967
10 4,89 q* 58,885 4,89 q* 58,695
11 3,30; 2,95 dd* 34,098 3,30; 2,95 dd* 33,881
12 - - 136,922 - - 136,922
128,299 127,849
13, 14, 7,12-7,34 m 128,554 7,12-7,34 m 128,343
15 128,501 128,229
16 2,62 S 30,854 2,62 s 30,724
17 - - 157,002 - - 157,002
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18 5,08 d 67,526 5,08 s 67,718
19 - - 136,328 - - 136,328
126,725 126,725

20,21, 7,12-7,34 m 129,018 7,12-7,34 m 129,018
22 128,889 128,889
23 3,64 s 52,415 3,69 s 52,562

“Espectro obtido em CDCl; a 400 MHz.  ® Espectro obtido em CDCl; a 100 MHz.
* Sinais sobrepostos ou distorcidos

4.4- Reacio de hidrolise basica para a obtenc¢ao dos dipeptideos
Z-1.-Phe-Treo-D,L-Pheser-OH (X4),
Z-1L.-Phe-Eritro-D,L-Pheser-OH (8%),
Z-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-OH (56) e
Z-Me-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-OH (57)

Os dipeptideos diastereoisoméricos, quando submetidos a uma
hidrolise basica (esquema 23) com solugdo aquosa de NaOH em
MeOH, forneceram produtos de reagcdes na forma de uma massa
oleosa para (56) e (87); enquanto que, para (54) e (85) formou-se um
solido branco, sendo que a mistura diastereoisomérica do dipeptideo
(84) pode ser precipitada seletivamente em CHCIl/MeOH,
possibilitando assim a separagdao dos dipeptideos diastereoisoméricos
Z-L-Phe-Treo-L-Pheser-OH (54a) e Z-L-Phe-Treo-D-Pheser-OH
(84b), cujas estereoquimicas foram atribuidas apos a analise (por CG
enantiosseletiva) dos tripeptideos provenientes desses dipeptideos.

Estas reagdes ocorreram com rendimentos que variaram de 70 a

90 %, e pela comparagdo dos Rfs do material de partida com os
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produtos reacionais confirmou-se a eficiéncia da desprotecdo, a qual
foi posteriormente analisada através dos espectros de RMN 'H e "°C,
onde apenas o dipeptideo (84a) apresentou bons resultados. Neste
primeiro experimento, observou-se o desaparecimento dos sinais
correspondentes as metilas dos ésteres (-OCH;) em 3,67 ppm e
3,66 ppm da mistura diastereoisomérica. Ja no espectro de “C, além
do desaparecimento do sinal do (-OCH;) em aproximadamente
52 ppm, temos a mudanca no deslocamento quimico de (C-1) para
campo mais baixo (=171 ppm), caracteristico de grupamentos acidos.
Estes dipeptideos foram utilizados como estruturas chaves para a
obtencao dos tripeptideos, através do acoplamento de seu extremo

C-terminal com o aminoacido L-Isoleucina.

4.5- Reacao de acoplamento dos dipeptideos com o0 aminoacido

L-Isoleucina-OMe’%%¢,

Para obtencao dos tripeptideos (89), (60), (61) e (62) realizou-se
o acoplamento dos dipeptideos diastercoisoméricos (54), (85), (86) ¢
(87) com o respectivo aminoacido protegido H-L-Ile-OMe (58), pelo
método da DCCI (esquema 24), igualmente ao realizado para

obtenc¢do dos dipeptideos.
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E:g? %igﬁ:éﬁ;o%%)gﬁ::;rgg (é_%) (54b) Z-L-Phe-Treo-D(L)-Pheser-L-ILe-OMe (59a), (59b)
ReMe: ZMie-L-Phe- TreoD 1. Phoser- O (56 Z-1-Phe-FritraD,L-Pheser-L-ILe-OMe (60)
~Me, Z-Me-L-Phe-Treo D L-Pheser OI (58) Z-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser L -ILe-OMe (61)

R=Me; Z-Me-L-Phe-Eritro-D.L-Pheser-OH (57) 7-Me-L-Phe-Eritro-D L-Pheser-L-ILe-OMe (62)

Esquema 24
As reagdes ocorreram com rendimentos que variam entre
60-72%, fornecendo produtos na forma de sélidos brancos amorfos
(tripeptideos protegidos (59a), (89b) e (60)) e massas oleosas
levemente amareladas (tripeptideos N-metilados (61) e (62)), sendo

confirmadas tanto por CCD quanto por RMN 'H e de "*C.

4.5.1- Sintese do tripeptideo Z-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe
(39a)

Com a  forma  diastereoisomérica do  dipeptideo
Z-L-Phe-Treo-L-Pheser-OH (84a) separada por precipitagdio em
CHCl;/MeOH (primeiro diastereoisdmero a precipitar), pode-se
realizar o acoplamento com o éster metilico da isoleucina, nas
condi¢des anteriormente descritas, obtendo-se assim a sintese do
respectivo tripeptideo (89a) na forma de um so6lido branco de pf=

144-145°C e com um rendimento de 72%.
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4.5.1.1- Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Ao analisarmos o espectro de 'H do tripeptideo (59a) (figura 15),
observamos na regiao entre 0,87-0,92 ppm um sinal no formato de um
dubleto sobreposto a um tripleto, cuja integragdo de 6 prétons
refere-se aos dois grupamentos metilicos do residuo isoleucina. Em
campo um pouco mais baixo 2,81 e 2,98 temos dois duplos dubletos
caracteristicos do grupo (CH,) metilénico da fenilalanina, os quais
aparecem desdobrados, devido a vizinhanga com o centro quiral, o que
faz com que sejam quimicamente ndo equivalentes e, por isso,
acoplam entre si. J4 os protons referentes ao grupamento metoxila da
isoleucina absorvem na regido de 3,74 ppm, apresentando-se no

formato de um singleto.

FERTEESRATEINIRRAEE
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Figura 15- Espectro de 'H do tripeptideo
Z-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe (59a).

Nas regides de (0) 4,37, 4,48, 4,64 ¢ 5,29 ppm, t€m-se os sinais
dos respectivos grupos metinicos (CH-17) (CH-2) (CH-9) e (CH-10),
apresentando-se sob a forma de duplo dubletos e dubletos, enquanto
que entre as regides de 7,09 e 7,37 ppm té€m-se o0s sinais
caracteristicos dos hidrogénios aromaticos na forma de multipleto,
com integragdo correspondente a 15 hidrogénios.

No espectro de RMN "C (figura 16) observamos a presenca de
todos os carbonos referentes a esse composto, sendo que nas regides
de 171,606, 170,136, 171,799 e 155,960 ppm encontram-se os sinais
referentes as respectivas carbonilas (C-1), (C-8), (C-16) e (C-24) Ja

entre 125 a 138 ppm, encontramos varios sinais referentes aos
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carbonos aromaticos, sendo que os que se encontram completamente

desidrogenados apresentam intensidades significativamente reduzidas.
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Figura 16- Espectro de RMN "C do tripeptideo Z-L-Phe-Treo-
L-Pheser-L-Ile-OMe (59a).

Pela anélise do espectro de DEPT 135° teve-se a confirmagao dos
sinais em deslocamentos 25,093, 37,806 e 67,252 referentes aos
grupos metilénicos (C-4), (C-18) e (C-25), os quais aparecem com
intensidade negativa neste experimento. Todas essas atribui¢cdes de
sinais de RMN 'H ¢ RMN "“C podem ser confirmadas através dos
espectros de correlagdes bidimensionais COSY 45° 'H-'H, HMQC
'H-"C e HMBC 'H-"C. Sendo que com a espectroscopia

bidimensional correlacionada heteronuclear 'H-"*C, pode-se fornecer
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tanto as correlacoes dos hidrogénios e dos carbonos ligados
diretamente entre si (HMQC), como as correlagdes entre hidrogénios e
carbonos a longas distAncias via *J.y € *Joy (HMBC), facilitando
assim a atribuicao dos sinais.

Dessa forma, a andlise através de projecdes ortogonais do
experimento de HMQC 'H - "C (figura 17) mostra claramente a
estéreodiferenciagdo entre os hidrogénios diastereotopicos (H-4; H-4")
e (H-18; H-18") do composto (59a).

Pode-se observar ainda, entre outros sinais, a diferenciacao entre
os hidrogénios ligados aos carbonos C-5 ¢ C-6. No caso observa-se a
correlacdo do carbono C-5 (&= 11,523 ppm) com o sinal de
hidrogénios em forma de tripleto &= 0,91 ppm e a correlagdo do
carbono C-6 (0= 15,451ppm) com o sinal na forma de dubleto
0= 0,89 ppm. O carbono C-9 (&= 57,556ppm) se correlaciona com o
sinal de hidrogénio que aparece na forma de duplo dubleto na regido
de 0= 4,64 ppm. Ja no carbono C-10 (&= 71,829 ppm), ha correlagao
com o dubleto na regido de &= 5,29 ppm ¢ na regido dos aromaticos,

vé-se as correlagdes desses carbonos com os respectivos hidrogénios.
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Figura 17- Espectro de HMQC 'H - "C do tripeptideo
Z-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe (59a).

Na analise de um espectro de correlagdo COSY homonuclear
'H-'H (figura 18) realizada através de projecdes, relacionando-se
sinais pertencentes a uma diagonal com os de fora dela, pode-se
atribuir os hidrogénios que se correlacionam entre si € com 0s seus
vizinhos, formando sistemas de spins, para cada unidade aminoacida
formadora da estrutura. Através desse pode-se realizar a correlagdo do

sinal atribuido ao hidrogénio do grupamento oxidrila (OH), que
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absorve em 0= 3,98 ppm com o sinal referente a (H-10) em

0= 5,29 ppm. Este, por sua vez, apresenta um cruzamento com o sinal
de H-9 que esta na forma de duplo dubleto em &= 4,71 ppm, que se
correlaciona com o sinal do hidrogénio amidico NH-15 completando

assim o sistema de spins do aminoacido fenilserina do tripeptideo

(39a).
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Figura 18- [Espectro de COSY45°'H-'H do tripeptideo
Z-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe (59a).

O experimento mostra ainda, a correlagdao do hidrogénio H-4’ um

multipleto em 8=0,90 ppm com o multipleto de H-4 em 0=1,24 ppm ¢

deles com o sinal de H-3 em 06=2,16 ppm. O mesmo acontece com oS
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hidrogénios ligados ao carbono C-18, cujos hidrogénios correlacionam
entre si (18 e 18") e com o hidrogénio do carbono C-17, provando que
os hidrogénios pertencentes aos grupos metilénicos dos residuos
isoleucina e fenilalanina sdo realmente quimicamente nao equivalentes
e que acoplam entre si € com o vizinho, possuindo duas ou mais
constantes de acoplamento. Exemplo disso, ¢ o caso do H-18 que

pOSSlll (J18—17: 6,34 HZ, ']]8’—]7: 7,40 Hz (& J]g_]gﬂ = 14,00 HZ).

4.5.2- Sintese do tripeptideo Z-L-Phe-Treo-D-Pheser-L-Ile-OMe
(39b)

Do mesmo modo que (59a) foi sintetizado a partir do dipeptideo
(84a) puro, o tripeptideo (39b) foi obtido a partir de (84b) pelo
método da DCCI/HOBt na forma de um O6leo viscoso com um
rendimento de 69%, o qual apds pré-purificacdo por cromatografia em
coluna, pode ser cristalizado pela dissolucao em cloroféormio e adi¢ao
de éter etilico, formando um so6lido branco de pf= 167-168°C, cujas
analises de RMN de 'H e "C (figuras 33 (a) e 33 (b)) confirmaram a

estrutura do tripeptideo (39b).

4.5.2.1- Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

A atribuicao dos sinais de protons referentes ao tripeptideo (59b)
demonstra  pouca diferenga quando comparada ao seu
diastereoisomero (589a). No que se refere aos deslocamentos quimicos

destes nucleos, nota-se na regiao entre 2,74-2,98 ppm (duplos dubletos
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caracteristicos do grupo metileno CH,-18) um melhor desdobramento
dos sinais, possivelmente devido a sua conformacao adotada, embora
para CH-9 ¢ CH-10 (ntcleos responsaveis pela formagdao dos dois
diastereoisdmeros) que absorvem em 4,71 e 5,33 ppm seja observada
uma pior resolugdo de seus sinais.

Ainda referente a esta unidade, observou-se que o duplo dubleto
caracteristico do CH-9, apresenta uma constante de acoplamento

(Jo.;5= 6,60 Hz; Jo = 2.12 Hz); enquanto que para (39a) este mesmo
CH-9 apresenta (Jo.,s= 7,60 Hz; Jo,,= 2.96 Hz). J4& o CH-10
encontra-se na forma de um sinal largo, ndo permitindo a observagao
do desdobramento entre CH-10 e CH-9. Em (d)5,03 ppm
encontramos também, um quarteto (que na verdade ¢ um dubleto de
dubleto), relativo aos hidrogénios do grupo metileno CH,-25 que em
(89a) estd na forma de um singleto bem distinto, pode-se encontrar
ainda, entre 7,17 e 7,34 ppm os sinais caracteristicos dos hidrogénios
aromaticos que aparecem na forma de um multipleto, com integracao
correspondente a 15 hidrogénios.

Na analise do espectro de RMN de'’C, pdde-se visualizar as
diferengas entre os deslocamentos quimicos dos tripeptideos (59a) e
(89b), principalmente para as carbonilas (C-1), (C-8) e (C-16) que se
encontram deslocadas em aproximadamente 0,450 ppm para campos
mais baixos no espectro do tripeptideo (589b), cujos valores

encontram-se na tabela 6 a seguir.
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TABELA 6: - Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H e "*C para
os tripeptideos Z-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe (59a)
e Z-L-Phe-Treo-D-Pheser-L-Ile-OMe (59b).

1 /SU
: (59b)
Atomo 8 'H* multiplicidade J(Hz) ] svce |° 8'H[% multiplicidade J(Hz) st
) - 71606 - 172,025
2 4,48 dd; J,.= 8,30; J,,= 5,12 56,787 4,49 dd; J,= 8,24; J, ,=4,88 57,059
3 2,16m (31,598 1,87 m 37,137
4 4 1,24 m; 0,90 m 25,093 138m; 1,15m 25,175
5 0,91 t; sinal sobreposto 11,523 0,88 t;Js.,= 7,4 11,535
6 0,89 d; sinal sobreposto 15,451 0,91 d; J;.5=6,8 15,557
7 7,10d, J;,= 8,30 - 7,10d, J;,= 8,30 -
8 - 170,136 - 170,737
9 4,64 dd; J,.,5=7,68; Jo. 1= 2,96 57,556 4,71 dd*; J5.,0=2,12; Jo.,5=6,60 58,268
10 5,29 d; J10.0= 2,96 71,829 5,33 d* 72,060
11 - 138,871 - 139,221
12:13: 14 125,730 125,792
7 7,09-7,37 sinais dificeis atribui¢ao 128,293 7,18-7,34 sinais dificeis atribui¢ao 128,203
127,932 127,896
15 6,83 d; J,5.9=7,68 - 6,98 d; J,5.=7.9 -
16 - 171,799 - 172,130
17 4,37dd; J,,.,5=13,68; J,,.,5~6,34 56,217 4,30 dd; J,7.,4= 5,68; J,7.,5= 6,80; 56,411
J17.15=7,90
18. 18" 2,96dd; 2,83dd; J;5.,7~6,34; J5-.,~=7,40; 37,806 2,96 dd; 2,77 dd; J,5.,7=5,68; J,5..7~7,90; 37,600
J15.15=14,00 J15.15=14,00
19 - 135,864 - 135,934
20 21: 22 127,191 127,038
Y 7,09-7,37 sinais dificeis atribuigdo 128,871 7,18-7,34 sinais dificeis atribuigdo 128,639
128,576 128,514
23 5,07d* I, ,,=13,68 - 5,28 d; J,;.,7~= 6,80 -
24 - 155,960 - 156,056
25 528s 67,252 5,03q"; Jrs.05= 12,30 67,094
26 - 135,915 - 136,020
27:28: 29 128,034 7,18-7,34 sinais dificeis atribuigdo 127,983
7,09-7,37 sinais dificeis atribui¢ao 129,046 129,092
128,406 128,460
30 3,74 s 52,145 3,66 s 52,117

“Espectro obtido em CDCly a 400 MHz.  ® Espectro obtido em CDCl; a 100 MHz.
Todas as atribui¢des dos nucleos de 'H e "C feitas para o

tripeptideo (89b), foram confirmadas, assim como realizado para
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(89a), através dos espectros de correlagdes bidimensionais COSY 45°
'H-'"H, HMQC 'H-"*C e HMBC 'H-"*C. No entanto em ambos 0s casos
(tripeptideos (59a) e (89b)), a configuragdo do

B-hidroxi aminoacido (7reo-fenilserina) s6 foi definida apds a analise
do hidrolisado desses por cromatografia gasosa enantiosseletiva que

sera discutida mais adiante.

4.5.3- Sintese do tripeptideo
Z-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (60)

O acoplamento entre o dipeptideo (85) e o éster metilico do
aminodcido isoleucina, seguiu a mesma metodologia adotada
durante sintese do tripeptideo (89), obtendo-se porém
o tripeptideo (60) na forma de sua mistura diastereoisomérica
Z-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-L-1le-OMe com um rendimento de 60%.

Contudo, devido a pequena quantidade do dipeptideo (85)
(causada pelos baixos rendimentos da reagdo de obtencdo do
aminoacido eritro fenilserina), optou-se por reduzir possiveis perdas,
evitando-se a0 maximo as etapas de separacao e purificagdo. Para isso,
os subseqiientes passos da sintese foram realizados com a mistura
diastereoisomérica e sem a completa elucidacdo dos seus
intermediarios (confirmados apenas pelas analises de CCD, realizadas
ap6s cada reagdo), sendo que as analises de RMN foram realizadas
somente em sua ultima etapa de dimetilagdo, sendo esse um

procedimento pouco comum a sintese peptidica em solugao.
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4.5.4- Sintese dos tripeptideos N-metilados
Z-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (61) e
Z-Me-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (62).

Com base nos excelentes resultados obtidos durante a formagao
tanto dos dipeptideos N-metilados (86) e (87), quanto dos tripeptideos
(89) e (60) pela utilizagdo do método da DCCI/HOB, preferiu-se por
utilizar essa mesma metodologia para o acoplamento dos dipeptideos
N-metilados (56) e (87) com o éster metilico do aminodcido isoleucina
(88), formando os tripeptideos (61) ¢ (62) com os respectivos
rendimentos de 65% e 48% na forma de dleos amarelados de dificil
separagao da DCCU (sub produto das reagdes de acoplamento).

Essa mistura diastereoisomérica dos tripeptideos N-metilados
(61) e (62), assim como seus precursores dipeptidicos, apresenta-se
homogénea em CCD, mas com sinais distinguiveis por experimentos

de ressonancia magnética nuclear.

4.5.4.1- Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear

A analise dos tripeptideos (61) e (62) por experimentos de RMN
de 'H (figuras 35 e 36 em anexos) foi pouco elucidativa no que se
refere a uma completa caracterizagdo desses nucleos, pois apresenta
uma grande sobreposi¢ao dos sinais da mistura diastereoisomérica.

Entre os sinais caracteristicos de cada aminoacido formador dos pares
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(L-D-L e L-L-L), os mais facilmente distinguiveis sdo um dubleto em
0,74 ppm com (Js5= 6,80 Hz) pertencente a metila (CH;-6) do
diastereoisdmero que se encontra em maior propor¢do. Os singletos
referentes aos hidrogénios metilicos sdo igualmente bem
diferenciados, encontrando-se em deslocamentos quimicos de (0) 2,24
e 2,57 ppm para os grupos N-CH; ¢ 3,61 ¢ 3,66 ppm para o O-CHj; do
tripeptideo que contém a forma 7reo-fenilserina; enquanto que, para o
que possui a forma Eritro temos (8) de 2,31 e 2,74 ppm para os grupos
N-CH; e 0 O-CH; 3,70 e 3,74 ppm.

A andlise dos ntcleos de C (figura 19) do tripeptideo
Z-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (61) (a exemplo), por
experimentos de ressonancia magnética nuclear facilita em muito a
distingdo  entre os sinais  diastereoisoméricos  por  sua
proporcionalidade. Dentre as diferencas verificadas, nota-se em
comparagdo ao tripeptideo (89) a presenca do sinal referente ao
grupamento N-metil (N-CHj;, C-23), que absorve na regido de
(8) = 30ppm, o qual influéncia mais sobre o carbono metilénico
(CH,-18), que se desloca para campo mais alto entre (0) de 33,7 a
33,8ppm, deixando clara a desblindagem causada pelo efeito estérico

desse grupamento N-metil.
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Figura 19- Espectro de RMN "C da mistura diastereoisomérica dos
tripeptideos ~ Z-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-L-Ile-OMe
(61).

Ainda visualiza-se, o carbono carbonilico (C-16) em (d) de
172,528 ppm que também poderia sofrer com o forte efeito de (C-23)
e no entanto parece nao variar muito em relagdo aos seus andlogos
(89a) e (89b), os quais podem realizar pontes de hidrogénio com o
proton amidicos (NH-23).

A comparacao dos dados espectrais de deslocamentos quimicos
dos sinais de proton e carbono de cada tripeptideo N-metilado, ¢

facilmente visualizada nas tabelas 7 e 8 a seguir.
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TABELA 7: - Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H e "*C para a

mistura

diastereoisomérica

29

dos tripeptideos
Z-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (61).

(61) (61°)
Atomo 8 '"H % multiplicidade J(Hz) §13C® 5 'H * multiplicidade J(Hz) §13C®
1 - 171,608 - 171,257
2 4,60 dd*; J,,= 7,60 57,164 4,56 dd*; J,,= 8,00, J,;=2,40 57,362
3 1,77 m 37,399 1,87 m 36,916
4: 4 1,28 m; 0,99 m 24,945 1,38 m; 1,15 m 25,161
5 0,82 t* 11,500 0,82 t* 11,448
6 0,74 d* 15,530 0,84 d* 15,355
7 7,05 d*; J,,= 7,60 - 7,05d* J,,= 8,00 -

8 - 170,747 - 170,747
9 4,85 dd* 58,658 4,85 dd* 60,016
10 5,30 d* 71,187 5,32 d* 71,815
11 - 139,473 - 139,157
12: 13: 14 125,557 125,434
7,09-7,26 sinais dificeis atribui¢ao 127,785 7,09-7,26 sinais dificeis atribui¢ao 127,785

127,282 127,282

15 6,95 d* - 6,98 d* -
16 - 172,528 - 172,528
17 4,42 dd; J,7.,5=8,00; J,.,5-=13,20 56,612 4,42 dd; J,,.,4=8,00; J,,.15-=13,20 56,842
18. 18’ 3,18, 3,15, 3,11; ddd; J5.,,=5,20; 33,733 3,18, 3,15, 3,11; ddd; J,5.,,=5,20; 33,805
J1517=5,60; J15.15= 6,00 J1517=5,60; J15.15= 6,00

19 - 136,237 - 136,237
20:21: 22 126,547 126,547
7,09-7,26 sinais dificeis atribui¢ao 128,460 7,09-7,26 sinais dificeis atribui¢ao 128,460
128,291 128,291

23 2,57 s 30,089 2,24's 30,089
24 - 156,718 - 156,910
)5 5,08 q* 67,549 5,05¢" 67,549
26 - 137,302 - 136,873
27:28: 29 127,649 127,649
7,09-7,26 sinais dificeis atribuigdo 128,786 7,09-7,26 sinais dificeis atribuigdo 128,786
128,066 128,066

30 3,61s 52,080 3,66 s 52,080

YEspectro obtido em CDCI; a 400 MHz.

® Espectro obtido em CDCl; a 100 MHz.
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* Sinais sobrepostos ou distorcidos

TABELA 8: - Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H e "*C para a
mistura diastereoisomérica dos tripeptideos

Z-Me-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (62) .

HO I\ _/
(62) S s (@)
Atomo 6 'H " multiplicidade J(Hzrs ol ECM N34 2 muldplicidade J(H2) 3Uct
| - LUJ }\I 1705941 | L 4 - 170,123
) 4,48 dd; J,= 9,84; J,.= 5,14 I 56,659 ; },50 dd; I,,=9,84; 1,,=5,24 56,659
3 1,84 m 485 i 1,84 m 36,851
4 4 1,31 m; 1,10 m 25847, 1,31 m; 1,10 m 25,017
5 0,90 t* Liash, 0,90 t* 11,554
6 0,81 d; J,,= 6,80 15,429 0,81 d; J,,= 6,80 15,635
4 7,10 d, J,,= 9,84 - 7,10 d, J,,= 9,84 -
3 - 169,551 - 169,551
9 4,93 dd* 57,275 4,93 dd* 57,203
10 537 d* 71,213 537 d* 71,213
1 - 139,117 - 139,117
12: 13: 14 125,438 125,553
7,24-7,45 sinais dificeis atribuigdo 128,314 7,24-7,45 sinais dificeis atribuigdo 128,314
127,840 127,630
15 535 d* - 5,19 d* -
16 - 171,613 - 171,613
17 4,71 dd*; 710 = 10,24, J17.5= 6,16 55,937 4,66 dd*; J7.5= 6,16; J 1710 = 10,24 55,937
18,18’ 3,19; 2,96* dd J,q,7= 6,16; Jy517= 10,24; 33,772 3,19;2,96* dd J,5,7=6,16; J,5.,,=10,24; 33,878
1= 15,96 Je15=15,96
19 - 136,606 - 136,140
20:21: 22 126,523 126,523
T 7,24-7,45 sinais dificeis atribuigdo 128,529 7,24-7,45 sinais dificeis atribuigdo 128,523
128,444 128,444
23 2,74s 29,611 231s 29,893
2 - 156,278 - 155,428
25 5,07 q* 67,293 5,07 q* 67,619
2% - 137,684 - 137,298
27:28: 29 128,165 7,24-7,45 sinais dificeis atribui¢ao 128,165
T 7,24-7,45 sinais dificeis atribuigo 129,328 129,328
128,364 128,364
30 3,74s 52,137 3,70 s 52,137

YEspectro obtido em CDCl; a 400 MHz.  ® Espectro obtido em CDCl; a 100 MHz.
* Sinais sobrepostos ou distorcidos

4.6- Desprotecio do grupamento Z (Carbobenzoxi) dos

tripeptideos
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Objetivando a remog¢do do grupamento (Z) **, protetor da funcio
amino da fenilalanina, os tripeptideos foram submetidos a uma reagao
de hidrogenacao catalitica (H,, 10% Pd/C) individualmente (esquema
25). Essas reagdes forneceram os tripeptideos N-metilados e aqueles
com a func¢do amino totalmente livre (NH,) necessaria para a futura

reag¢dao de dimetilacao.

HO HO
0 e} o} ')
NH - H, ., Pd/C NH -
O —_— N 1)
' Metanol .
_N. 0 N _H o
R \f R” ~H

R=H; (89a), (89b) ¢ (60

O -z

| (63a) 63b) (64) (69

R=Me; (61)
Rendimento % 88 75 67 64
Esquema 25
4.6.1- Obtencao dos tripeptideos
NH,-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe (63a) e

NH,-L-Phe-Treo-D-Pheser-L-Ile-OMe (63b)

A remog¢do do grupamento (Z) dos tripeptideos puros (39a) e
(89b) pela passagem de hidrogénio (por borbulhamento) a temperatura
ambiente em uma solucdo metanolica desses tripeptideos com
quantidades cataliticas de Pd/C forneceu apos purificacdo em coluna

de celite (para remocao do Pd/C) os tripeptideos (63a), na forma de
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um soélido branco e (63b), na forma de um oleo transparente, com

rendimentos de 88 €75% respectivamente.

O progresso da reacao pdde ser acompanhado por CCD, eluidas
em CHCI;/MeOH e reveladas com solucdo de ninidrina a 0,2% em
EtOH (reagente seletivo para a fun¢do amino), sendo confirmada a
completa desprotecdo, pelos experimentos de RMN 'H e C, onde
nota-se o desaparecimento dos sinais caracteristicos do grupamento

(Cbz).

4.6.1.1- Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear

O espectro de RMN 'H dos tripeptideos (63a) e (63b) revela
além dos valores de deslocamentos quimicos (tabela 10), o efeito do
grupamento (NH,) sobre o hidrogénio (CH-a) da fenilalanina, o qual
apresenta um (Ad) de 0,70 ppm para campo alto, quando comparado
ao tripeptideo (89).

J& no espectro de C tem-se a confirmagdo das estruturas pelo
desaparecimento dos sinais a aproximadamente 156 ppm tipicos
carbonos carbonilicos (C-24), o mesmo acontece com os carbonos
aromaticos (C-26,27,28 e 29) e metilénicos (C-25), todos pertencentes
ao grupo protetor Cbz que compunha os tripeptideos (59a) e (39b).

Aparentemente o carbono metilénico (C-18) é o que sofre maior
efeito da presenga da fungdo amino (NH,) livre, pois passa a absorver
em campo mais alto, cerca de 2 ppm em relagdo aos peptideos

protegidos.
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TABELA 9: - Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H e "*C para
os tripeptideos = NH,-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe
(63a) e NH,-L-Phe-Treo-D-Pheser-L-Ile-OMe (63b)

(632) (63b)
Atomo 3 'H* multiplicidade J(Hz) 5 1Ce 3 'H % multiplicidade J(Hz) §1C®
1 - 171,660 - 171,229
2 4,48 dd; J, = 8,30; J,,= 3,16 56,704 4,44 dd; J, = 7,44; J,,=5,04 56,963
3 1,90 m 37,602 1,84 m 37,193
4: 4 1,44m; 1,16 m 25,073 1,25m; 1,18 m 25,191
5 0,90 t; J5,= 6,52 11,529 091tJ),,=7,8 11,499
6 0,88d; J;.= 6,34 15,480 0,81 d; J;5=6,8 15,622
7 7,30 d* - 7,15 d, J,,= 7,44 -
3 - 171,035 - 170,737
9 4,63 dd; Jo.15=7,84; Jo.10= 2,60 57,339 4,60 dd*; Jo_,=2,32; J5.,5=6,04 58,190
(sinal alargado)
10 5,36 d; J,0= 2,60 71,921 5,35d;7J,05=2,32 72,243
11 - 139,165 - 139,463
12: 13: 14 125,874 126,036
T 7,24 - 7,33 sinais dificil atribuigio 128,296 7,19-7,49 sinais de dificil atribuigio 128,337
127,804 128,779
15 8,21d;J,5.4=7,84 - 8,31 d; J,5.9=6,04 -
16 - 175,466 - 172,219
17 3,58 dd; J,,.15=3,85; J,,0,=9,44 56,224 3,60 d; J,7.15= 3,76; J,7-15=7,90 56,194
18,18’ 3,00; 2,27; dd; J,5.,7=4,00; J\5-1,=9,50; 40,411 3,20; 2,67; dd; J,5.,7=3,76; J15.17=7,90; 39,890
Ji5.15=13,70 J15.15=14,00
19 - 137,227 - 136,889
20:21: 22 126,894 127,028
T 7,06-7,32 sinais de dificil atribuigdo 129,141 7,19-7,49 sinais de dificil atribuigdo 129,319
128,740 128,774
23 - - - B
24 3,75s 52,144 3,65s 52,165

“Espectro obtido em CDCl, a 400 MHz.  ® Espectro obtido em CDCl, a 100 MHz.
* Sinais sobrepostos ou distorcidos
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4.6.2- Obtencao do tripeptideo
NH,-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (64)

Embora a reacdo de hidrogenacao catalitica (H,, 10% Pd/C) do
tripeptideo  (60), tenha ocorrido com um  rendimento
consideravelmente bom (67%), formando um produto oleoso que se
solidifica muito lentamente apds a filtragdo em celite, este sO foi
analisado por CCD (ver item 4.5.3), onde apresenta apds revelacao
com o reagente seletivo, duas manchas com (Rfs= 0,20 e 0,25) e de
coloragdo caracteristica da fun¢do amino livre, consideradas como

sendo devido a mistura diastereoisomérica do tripeptideo (64).

4.6.3- Obtencao dos tripeptideos
N-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (65)

Seguindo a metodologia geral de desprotecdo (item 4.6), a
mistura diastereoisomérica do tripeptideo (61), foi cataliticamente
hidrogenada com (H,, 10% Pd/C), fornecendo assim o tripeptideo
N-metilado (65), com um rendimento de 64%, na forma de uma massa
oleosa amarelada e que quando aplicado em CCD (eluida em varios
sistemas de solventes) apresenta-se como uma mancha homogénea
que revela com o reagente modificado de Dragendorft.

Com o objetivo de separar os pares diastereoisoméricos do
tripeptideo (65), de maneira a obte-los de forma pura, realizou-se a

tentativa de uma precipitacdo seletiva (dissolu¢do em uma mistura de
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cloroformio e acetona com a adicdo lenta de éter de petrdleo), pela
qual gerou-se um floculado branco de dificil separacdo, que se
solidifica apds secar a pressdo reduzida, mas que mantem-se na forma

de mistura.

4.6.3.1- Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Mesmo estando na forma de mistura, pode-se perfeitamente
distinguir os sinais de cada componente, principalmente pela analise
de RMN de “C. Contudo alguns sinais de hidrogénio, podem alem de
ajudar na diferenciag¢do, complementar caracterizacao do tripeptideo.

Entre os sinais diferenciaveis, a analise (do campo baixo ao mais
alto) do espectro de RMN 'H (figura 20), mostra um sinal na forma de
um dubleto com area de integragdo para um hidrogénio e que absorve
em (8) = 8.75ppm e possui (J;s.o= 7,88 Hz) caracteristico do (NH-15)
de um dos diastereoisémeros, enquanto que para o outro, este mesmo
(NH-15) esta em (0) = 7,69 ppm e possui (J;5.,=7,84 Hz). Na regido
compreendida entre os valores de (8) 7,16 ¢ 7,70 ppm, temos varios
sinais sobrepostos, mas com integragdo para vinte hidrogénios
aromaticos.

Os hidrogénios CH-10 e CH-9 pertencentes ao aminoacido
central treo B-fenilserina encontram-se desdobrados em dubletos a
(0) 5,24 (J,po=4,20 Hz) e 5,19 ppm (J,o.o= 3,64 Hz) e duplo dubletos
em (0) 4,98 (J,.,5=8,08 ¢ J,.,,—4,20 Hz) ¢ 4,85 ppm (J,.,5=7,60 ¢

Jo.15= 3,64 Hz) respectivamente.
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Seguindo em direcdo a campo alto encontramos os demais sinais,
como os singletos dos hidrogénios metilicos (CH;-24) em ((6)= 3,65 ¢
3,64 ppm) e (CH;-23) a ((0)= 2,57 e 2,26 ppm), 0s outros sinais cujos
valores podem ser vistos na tabela 10, se sobrepdoem de maneira que

nao se pode diferencia-los totalmente.
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Figura 20- Espectro de RMN de 'H da mistura diastereoisomérica dos
tripeptideos N-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-L-1le-OMe

(63).
Pelos experimentos de RMN de"’C (figura 21) e DEPT 135°,
tem-se igualmente ao item 4.6.1.1, a confirmagdo da completa
desprotecao do tripeptideo (65), podendo-se ainda constatar o efeito

diferenciado do carbono metilico (C-23), que aparece com intensidade
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bem inferior aos carbonos igualmente metilicos (C-5, C-6 e C-24),
este fato ¢ decorrente de um provavel tempo de relaxagdo (7)) mais

longo ou a um fraco efeito de NOE™.

i Darems) LA SO
- adyriaca

Figura 21- Espectro de RMN de “C da mistura diastereoisomérica
dos tripeptideos
N-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-L-1le-OMe (65).
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TABELA 10: - Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H e "°C para
a  mistura  diastereoisomérica  dos  tripeptideos

N-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (65)

(65) (65)

Atomo 3 'H*; multiplicidade J(Hz) §3C® 5 'H * multiplicidade J(Hz) §BC®
1 - 166,920 167,617
2 4,44 dd* 56,845 4,44 dd* 56,960
3 1,86 m 37,287 1,86 m 36,873
4: 4 1,43m; 1,28 m 25,107 1,43 m; 1,28 m 25,147
5 0,80-0,92 t* 11,373 0,80 t* 11,306
6 0,80-092 d* 15,321 0,92 d* 15,321

7 6,98d* - 6,98 d* -
8 - 169,996 - 169,097
9 4,98 dd; J,.;s=7,88; Jo. 1= 4,24 59,292 4,85 dd; Jy.,5=7,60; Jo.= 3,64 59,292
10 5,24 d; J 0= 4,24 73,260 5,18 d; J,0o=3,64 72,568
11 - 140,046 - 139,768
12: 13: 14 126,382 126,223
T 7,16 - 7,70 sinais dificil atribui¢do 127,845 7,16-7,70 sinais de dificil atribuigdo 127,646
127,585 127,533

15 8,75 d; J5..=7,88 - 8,75 d; J5..=7,88 -
16 - 171,653 - 172,254
17 2,31;2,58; d* 62,753 2,31;2,58; d* 62,490
18,18 3,25; dd* 36,208 3,25dd* 36,208
19 - 134,208 - 133,744
20:21: 22 126,837 127,222
T 7,16-7,70 sinais de dificil atribuigdo 129,528 7,16-7,70 sinais de dificil atribuigdo 129,624
128,569 128,569
23 2,26's 31,577 2,57s 32,040
24 3,65s 51,872 3,64s 51,872

“Espectro obtido em CDCl, a 400 MHz.  ® Espectro obtido em CDCl; a 100 MHz.
*Sinais sobrepostos ou distorcidos

4.7- Reac¢ao de N, N-dimetilacdo dos tripeptideos
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A reacdo de N,N-dimetilagdo dos tripeptideos (63a), (63b) e (64),
foi realizada através da condensacao redutiva do aldeido formico com
a func¢do amino (NH,)’' dos respectivos tripeptideos em presenca de
hidrogénio (sob pressdo de 3 psi) e catalisador (10% Pd/C) como

demonstrado no esquema 26.

HO HO
0] 0] O 0
NH - H,, Pd/C NH -
—
N \ 0 Formaldeido N ‘ | o
NH, H 0O Metanol N H
PN
(63a); NH,-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-ILe-OMe
66b 67
(63b); NH,-L-Phe-Treo-D-Pheser-L-ILe-OMe ‘ ©6a) (66 €D
(64); NH,-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-L-ILe-OMe Rendimento % 80 77 65
Esquema 26
4.7.1- Preparacio dos tripeptideos

N,N-(Me),-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe (66a) e
N,N-(Me),-L-Phe-Treo-D-Pheser-L-Ile-OMe (66b)

Os tripeptideos NH,-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe (63a) e
NH,-L-Phe-Treo-D-Pheser-L-I1le-OMe (63b), foram submetidos as
condi¢des de di-alquilagdo mencionadas anteriormente, fornecendo
ap6s 24 horas de reacao, acompanhada por CCD, um unico produto de
Rf = 0,4 e que assim como os tripeptideos N-metilados, revela com

coloragdo alaranjada frente ao reagente modificado de Dragendorft.
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Tanto o tripeptideo (66a) quanto o (66b), apresenta-se na forma
de um o6leo que apos purificacdo por cromatografia em coluna pode

ser caracterizado pelas analises de RMN 'H e "°C.
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Figura 22- Espectros de RMN 'H (a) e *C (b) do tripeptideo
N,N-(Me),-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe (66a).

92
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4.7.1.1- Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

A tabela 11 mostra os resultados obtidos através dos
experimentos de RMN 'H e *C os quais podem ser confirmados por
técnicas bidimensionais, como as de COSY 45° 'H-'H (figura 23),
HMQC 'H-"C e HMBC 'H-"*C (figuras 38 (d) e 38 (e)) realizadas
para o tripeptideo N,N-(Me),-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-1le-OMe (66a).

No espectro de 'H do tripeptideo (66a) (figura 22), observa-se na
regido entre 0,78 e 0,82 ppm, um sinal com a forma de um tripleto,
sobreposto a um dubleto, esse sinal possui integragdo para seis
hidrogénios, sendo caracterizados como pertencentes as metilas do
residuo isoleucina. J4 em 2,06 ppm temos um sinal singleto com igual
integragdo de seis hidrogénios, sugerindo assim a completa
dimetilagao da fun¢dao (NH,) do aminoacido terminal fenilalanina, e
ainda na forma de singleto, tem-se em 3,73 ppm o sinal dos trés
hidrogénios da metoxila do éster da isoleucina.

Observa-se também entre 6,94-7,38 ppm varios sinais
correspondentes aos dez hidrogénios aromaticos dos aminoacidos
B-fenilserina e fenilalanina, e como sinal em campo mais baixo
(8) =7,80 ppm , tem-se o dubleto referente ao hidrogénio amidico
(NH-15).

O experimento de "“C (figura 22), fornece como principal
diferenga entre esse mesmo tripeptideo (66a) e seu precurssor
desprotegido, a presenga do sinal em (8) = 42,013 ppm caracteristico

do grupo metilico (C-23), e ainda se comparado aos analogos
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N-metilados, temos uma consideravel variacao nos valores de (8) dos
carbonos (C-1), (C-8), (C-9), (C-10) e (C-16).

No espectro de COSY 45° do tripeptideo dimetilado (66a),
pode-se observar os trés sistemas de “spins” caracteristicos dos seus
aminoacidos formadores, destacando-se os sistemas dos aminoacidos
fenilalanina (terminal) e [-fenilserina (central), pelos quais,
confirma-se a atribuicdo do hidrogénio amidico (NH-15) (6) = 7,80
ppm que possui correlacdo com o hidrogénio metinico (CH-9) (6) =
4,55 ppm, o qual por sua vez tem correlacio com o dubleto do
(CH-10) que se encontra a (0) = 5,41 ppm. J& no sistema de “spins”
da fenilalanina tem-se a correlacdo do (CH-17) (8) = 3,15 ppm com o
duplo dubleto em (6) = 2,77 ppm pertencente ao grupo metilénico
(CH,-18), ainda pode-se notar um pequeno sinal de correlacao a longa
distancia do sinal em forma de singleto (0) = 2,06 ppm, com estes
mesmos sinais dos hidrogénios (CH-17) e (CH,-18).

Nos espectros de HMQC e HMBC, tem-se além da confirmacao
dos hidrogénios diastereotdpicos, descrita anteriormente, a correta
atribuicdo dos sinais de "*C, principalmente dos sinais referentes as
carbonilas (C-1), (C-8), (C-16) pelas suas correlagdes a longas

distancias via *J e *J no experimento HMBC.
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Figura 23- Espectros de COSY 45° 'H-'H do tripeptideo
N,N-(Me),-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe (664a).
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TABELA 11: - Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H ¢ "°C para
0s tripeptideos
N,N-(Me),-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe  (66a) e
N,N-(Me),-L-Phe-Treo-D-Pheser-L-Ile-OMe (66b)

(66a) (66b)
Atomo 3 'H % multiplicidade J(Hz) 3 1Ce 5 'H * multiplicidade J(Hz) §13C®
1 - 171,609 171,076
2 4,44 dd; J, = 8,32; J,,= 5,12 56,735 4,40 dd; J,=8,2; J,,=4,82 56,829
3 1,81 m 37,349 1,84 m 37,377
44 1,30 m; 1,06 m 24,887 1,33m; 1,12 m 25,191
5 0,82 t; J5.,= 7,38 11,442 0,84 t; J;,= 7,08 11,547
6 0,78d; J;= 6,88 15,453 0,81 d; J;.4=6,84 15,579
7 7,33 d; J,,= 8,32 - 7,08d,J,,=8,2 -
8 - 171,836 - 171,805
9 4,55 dd; Jy.15=7,6; Jo_= 2,16. 56,980 4,56 dd; Jo.,4=2,92; J,.,5=7,76 57,865
10 5,41d;J,00=2,16 71,304 5,23 d; J,0.0= 2,88 71,848
11 - 139,205 - 139,202
12: 13: 14 125,687 125,720
7,18 — 7,38 sinais dificeis atribui¢do 128,259 7,13-7,27 sinais dificeis atribui¢ao 128,319
127,724 127,712
s 7,80 d; J,50=7.,6 . 7,73 d; J150=17,5 -
16 - 174,132 - 171,076
17 3,15 dd; J,,.,4=5,76; J,7.15=7,78 71,246 3,19 dd* 70,142
18. 18" 2,77, dd; J,5.,7=5,76; J,5..7~=7,78; 32,458 3,06; 2,81; dd; J,5.,76,08; J5-.,7—6,92; 32,824
J15.15=14,00 J15.15=14,08
19 - 139,490 - 139,202
20:21: 22 126,043 126,224
T 6,94-7,17 sinais dificeis atribui¢ao 128,972 7,13-7,27 sinais dificeis atribui¢ao 129,011
128,452 128,388
23 2,06 s 42,013 2,18 s 41,984
24 3,73 s 52,127 3,64 s 52,076

“Espectro obtido em CDCl; a 400 MHz.  ® Espectro obtido em CDCl; a 100 MHz.
* Sinais sobrepostos ou distorcidos
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4.7.2- Sintese do tripeptideo
N,N-(Me),-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (67)

A sintese do tripeptideo N,N-dimetilado (67), segue o método
geral de dimetilagdo, descrito anteriormente, s6 que em escala
reduzida (ver item 4.5.3). E fornece apo6s purificacio por
cromatografia em placa preparativa uma massa oleosa homogénea em
CCD de Rf =0,3 que ndo ¢ suscetivel de separagdo, por esta

metodologia.

4.7.2.1- Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

A analise do espectro de RMN 'H (figura 39 (a)) da mistura
diatereoisomérica dos tripeptideos N,N-dimetilados (67) fornece
varios sinais em sobreposi¢ao, de forma que se torna dificil a
realiza¢do de uma analise detalhada do mesmao.

Entre os sinais que mais facilmente se distinguem, estd o do
duplo dubleto a () = 0,63 ppm pertencente a metila (CH;-6) do
aminoacido isoleucina de um dos diastereoisOmeros, juntamente com
o sinal tripleto de sua outra metila (CH;-5) a (8) = 0,72 ppm e o
singleto da metoxila a 3,60 ppm.

Pode-se também visualizar o duplo dubleto pertencente ao CH-9
que se encontra em (0) = 4,55 ppm e com valores de constante de

acoplamento (Jo,,= 3,20 ¢ J;,5=3,72 Hz), ainda tem-se o sinal em
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forma de dubleto do CH-10 absorvendo em (8) = 5,21 ppm; ambos
sinais, sdo pertencentes ao aminoacido B-fenilserina responsavel pelas
caracteristicas de diastereoisomeros do tripeptideo dimetilado (67).

O espectro de RMN "“C (figura 39 (b)), foi em muito prejudicado
pela alta dilui¢do da amostra, mas mesmo assim algumas diferencgas
entre os tripeptideos dimetilados (66a), (66b) (7reo) e¢ a mistura
diastereoisomerica dos tripeptideos dimetilados (67) (Eritro) sdo bem
evidentes, sendo que a principal parece ser uma pequena variagdo nos
valores dos deslocamentos quimicos desses nucleos para campo mais
baixo, assim como o ocorrido para o carbono (C-10) que se encontra a
() = 74,032 ppm. Os valores para os demais atomos, podem ser

visualizados pela tabela 12 a seguir.
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TABELA 12: - Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H e "°C para
a mistura  diastereoisomérica dos  tripeptideos

N,N-(Me),-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-L-1le-OMe (67)

(67) (67°)

Atomo 5 'H % multiplicidade J(Hz) s 1C® 5 'H * multiplicidade J(Hz) §13C®
1 - 171,660 171,229

2 4,30dd; J,=7,6; J,5=4,9 56,574 4,38dd; J,,=7.6;J,,=4,8 56,744

3 1,80 m 37,444 1,75m 37,338
4: 4 1,16 m; 0,85 m 24,966 1,16 m; 0,85 m 25,225
5 0,72 t; Js.4=7,4; .= 3,4 11,433 0,82 t;J5.,4=7,3; Js4= 3,5 11,443

6 0,63 d; J;5= 6,8 15,271 0,77 d; J5=6.,8 15,589

7 6,90d; J,,=7,6 - 6,90d; J,,=7,6 -

8 - 171,532 - 171,532

9 4,55 dd; Jo.,5=7,7; Jo.16= 3,2 56,874 4,86 dd*; Jo.,5=7,7; Jo.,=2,0 57,315

10 521d; J,00=3,2 74,032 5,32d; J,05=2,0 74,032
11 - 135,904 - 135,904
12: 13: 14 125,749 125,839
’ 7,14 — 7,27 sinais dificeis atribui¢do 128,120 7,14-7,27 sinais dificeis atribui¢ao 128,347
127,735 127,883

15 7,80 d; J,5.5=7,7 - 7,80d; J,5.5=7,7 -
16 - 172,000 - 172,000
17 3,43 dd; J,7.,573.2; J17.15= 8,2 58,047 3,56 dd*; 58,047
18. 18 3,08; 2,95; dd; J,5.,7=3,2; J 5-.,778,2; 33,260 2,84;2,77; dd*; 32,704
Jig1s=13,5

19 - 139,673 - 139,673
20: 21: 22 125,960 126,593
7,14 — 7,27 sinais dificeis atribui¢do 128,972 7,14 — 7,27 sinais dificeis atribui¢do 129,016

128,468 128,514

23 2,34s 41,775 2,25s 41,877
24 3,60s 52,097 3,65s 52,019

YEspectro obtido em CDCl, a 400 MHz.  ® Espectro obtido em CDCl, a 100 MHz.
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* Sinais sobrepostos ou distorcidos
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5- Analise da Configuracio absoluta do aminoacido f-fenilserina,

por cromatografia gasosa enantiosseletiva.

Tendo-se as estruturas dos tripeptideos confirmadas pelos
experimentos de RMN, realizou-se entdo a determinacdo da
configuracdo absoluta dos enantiomeros D e L do aminoacido central
Treo-p-fenilserina através da cromatografia gasosa enantiosseletiva.

A ordem de elui¢do dos enantidmeros em cromatografia gasosa
quiral, foi definida através da obtencdo de padrdes
enantioméricamente puros pela reacdo de hidrdlise do éster do
aminodcido N-Ac-Treo-D,L-Pheser-OMe (68) catalisada com a
enzima o-quimotripsina (400 unid. com grau de pureza
Sigma-Aldrich)”*” (esquema 27) (nesta reagdo o enantidmero L ¢
hidrolisado mais rapidamente que o D). Apds a separagdo (extracao
com acetato de etila) dos enantidmeros da Treo-D(L)-fenilserina
(resolvida), esses poderam ser derivatizados (esquema 27 etapas (c),
(d) e (e)) para ser analisados por cromatografia gasosa, utilizando-se a
fase estacionaria quiral 2,6-Pe-3-Bu-y-CD (Lipodex-E) (90°C-170°C a

2°C/min e pressao de 7psi).

ajhc,O (3 equiv), ag. AcONa (4 equiv.), 5°C-t.a, 16h; b) -quimofripsina {56 unid./mg proteina), 0.05M solugdo ag.
fosfato (buffer pH 7.70), 3,50 ta: c) HCI (6M) refluxo, Sh; d) CH M, (1rmL), 30 min, t.a; &) TFA (50 L), CH,CI, (200
L}, 30 min, La
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ESQUEMA 27
Esquema 27
b) Treo C) Treo
a) T[%g 5 L= # d) Trio
EE' E | Eritro ﬂ DE
| ] L
0,8 | g
t | |
: |
M E |
| ﬂ \ | |I 1||
. i | Jlln i
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a) N,O-TFA-Treo -D,L-Pheser-OMe

b) Coinj. N,O-TFA-Treo-D,L-Pheser-OMe e N, O-TFA-Eritro-D ,L-Pheser-OMe
c) N,O-TFA-Treo-L-Pheser-OMe obtido pela hidrélise enzimatica com a
-quimotripsina.

d) Coinj. N,O-TFA-Treo —D,L-Pheser-OMe e N,O-TFA-Treo-L-Pheser-OMe.

Figura 24- Expang¢des dos cromatogramas da determinagdo da ordem
de eluicdo e da configuracdo absoluta do aminoacido
Treo-B-fenilserina, CCSF, 25m, 2,6-Pe-3-Bu-y-CD,
50%/0V1701, 90°C-170°C a 2°C/min.

5.1- Analise da Configuracio absoluta do aminoacido
Treo-f-fenilserina, nos hidrolisados dos tripeptideos (59a) e

(39b).
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Com a separacdo dos pares diastereoisoméricos do dipeptideo
(84), pode-se obter de forma pura os tripeptideos
Z-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe (89a) e
Z-L-Phe-Treo-D-Pheser-L-Ile-OMe (89b), os quais foram submetidos
a uma hidrolise acida, conforme descrito na parte experimental, sendo
seus aminoacidos resultantes derivatizados e analisados por
cromatografia gasosa enantiosseletiva, através da qual, pela co-injecao
dos padroes com os hidrolisados dos peptideos (figura 25), pode-se
confirmar, com certeza, a estereoquimica absoluta do aminodcido

(Treo)-B-fenilserina.

Treo Treo Treo
L D T’f“ §f
a) E b) 5 cy 2 d) T!L
| , L
' 'I"I !
ek e "LA I_'\ b L“_'lhnb
X q = 0 B = g "

a) Hidrolisado do peptideo (59a)
b) Hidrolisado do peptideo (59b)
¢) Coinj. N,O-TFA-Treo —D,L-Pheser-OMe e Hidrdlise do peptideo (59a)
d) Coinj. N,O-TFA-Treo —D,L-Pheser-OMe e Hidrolise do peptideo (59b)
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Figura 25- Expancdes dos cromatogramas da determinacdo da
configuracdo absoluta do aminoacido B-fenilserina
participante dos tripeptideos (589a) e (§89b), CCSF, 25m,
2,6-Pe-3-Bu-y-CD, 50%/0OV1701, 90°C-170°C a
2°C/min.

6- Sintese de peptideos com estruturas correlatas as moléculas

alvos

Com o objetivo de avaliar o real papel de cada residuo de
aminoacido que compdem os tripeptideos, para a obtengdao de dados
que fornecam alguma relagdo entre as estruturas e suas possiveis
atividades bioldgicas, de maneira a proporcionar um melhor
entendimento das mesmas, realizou-se a sintese de alguns di e

tripeptideos (tabela 13), pelos procedimentos descritos anteriormente.

TABELA 13: - Rendimentos e condi¢des reacionais da obtencao dos

peptideos.

Peptideos e derivados Reagentes Solvente t (h) Rendimento (%)
Z-L-Phe-L-Val-OMe (69a) DCCI/HOBt THF 14 70
Z-Me-L-Phe-L-Val-OMe (69b) DCCI/HOBt THF 16 65
Z-L-Phe-L-Phe-OMe (70a) DCCI/HOBt THF 12 85
Z-Me-L-Phe-L-Phe-OMe (70b) DCCI/HOBt THF 14 55
Z-Me-L-Phe-L-Phe-L-Ile-OMe (71) DCCI/HOBt THF 16 60
Z-L-Phe-L-Phe-L-Ile-OMe (72) DCCI/HOBt THF 16 75
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Z-Me-L-Phe-L-Val-L-Ile-OMe (73) DCCI/HOBt THF 12 58
N-Cinamil-7reo-D,L-Pheser-OMe (74) DCCI/HOBt THF 24 78
N-Cinamil-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe (75) DCCI/HOBt THF 16 83
Z-L-Leu-Treo-L-Pheser-L-Trp-OMe (76) DCCI/HOBt THF 14 40

Assim, para verificar os efeitos dos grupamentos Ar. ¢ .OH, que
compdem o aminoacido central [-fenilserina, primeiramente
idealizou-se as sinteses dos peptideos com os aminoacidos centrais
L-valina (que em substitui¢ao a estes grupos possui duas metilas) e
L-fenilalanina (onde em substituicdo ao grupamento .OH, tem-se um
hidrogénio). Estes peptideos foram sintetizados igualmente aos
objetivados por este trabalho, em suas formas com o aminoacido
N-terminal protegido e N-metilado e somente protegido, com o intuito
de também verificar o efeito da unidade N-alquilada.

Ainda no sentido de avaliar o efeito do grupamento amino
terminal, realizou-se a sintese dos peptideos contendo o residuo nao
aminoacido (Cinamil), proveniente do acoplamento com o dacido
cinamico.

J& para determinar a importancia do residuo C-terminal,
realizou-se a sintese do tripeptideo contendo o aminoacido
L-triptofano, a partir de um dipeptideo de outra série, mas que contém
o mesmo aminoacido central B-fenilserina.

Ainda cabe ressaltar, que, todos estes peptideos sintetizados
fazem parte de alguma forma, da estrutura quimica de moléculas

naturais que possuem potencial bioldgico.
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6.1- Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

A caracterizagdo dos peptideos sintetizados, bem como a

elucidacdo de suas estruturas foi realizada através das andlises

espectroscopicas de ressonincia magnética nuclear 'H e °C

(tabela 14), mesmo daqueles que ja sao bem conhecidos da literatura.

TABELA 14: - Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H e °C para

os peptideos analogos sintetizados.

RMN de 'H (CDCL; d)

RMN de *C (CDCL; 8)

Composto Estruturas
o
. N 9
H ‘ S
(69a) . |’|’N\]¢() o

0,80 (d, 3H, CH,-CH); 0,85 (d, 3H,
CH,-CH); 2,08 (m, 1H, CH- CH,); 3,06
(dd*, 2H, Ph-CH,-CH); 3,68 (s, 3H,
CH,-0); 4,44 (dd, 1H, CH-CH); 4,46
(dd, 1H, CH-CH,); 5,08 (s, 2H,
CH,-0); 5,40 (d, 1H, NH-14); 6,35 (d,
1H, NH-6); 7,10-7,33 (m, 10H, 2x
(CeHs))

17,724 (C-4); 18,731 (C-5); 31,160
(C-3); 38,305 (C-9); 52,026 (C-21);
56,213 (C-2); 57,295 (C-8); 67,042
(C-16); 126,974 (C-11); 127,974
(C-18); 128,135 (C-13); 128,480
(C-20); 128,641 (C-12); 129,288
(C-19); 136,136 (C-17); 136,277
(C-10); 155,904 (C-15); 170,761
(C-7); 171,681 (C-1)

69b

0,79 (d, 3H, CH,-CH); 0,85 (d, 3H,
CH,-CH); 2,10 (m, 1H, CH- CH,); 2,85
(s, 3H, CH,-N); 3,03, 3,27 (dd*, 2H,
Ph-CH,-CH); 3,66 (s, 3H, CH,-0); 4,50
(dd, 1H, CH-CH); 4,97 (dd*, 1H,
CH-CH,); 5,07 (q*, 2H, CH,-0); 6,67
(d, 1H, NH-6); 7,10-7,30 (m, 10H, 2x
(CeHs))

17,339 (C-4); 18,683 (C-5); 30,793
(C-14); 31,279 (C-3); 33,717 (C-9);
51,783 (C-21); 56,844 (C-2); 59,982
(C-8); 67,208 (C-16); 126,341

(C-11); 127,429 (C-18); 127,761
(C-13); 127,880 (C-20); 128,253
(C-12); 128,643 (C-19); 136,227
(C-17); 136,937 (C-10); 156,908
(C-15); 169,907 (C-7); 171,627

(C-1
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37,878 (C-11); 38,286 (C-3); 52,242
(C-23); 53,289 (C-2); 56,020 (C-10);

3,02 (ddd*, 4H, CH,-CH,); 3,65 (s, 3H, 67,052 (C-18); 127,018 (C-5);
CH,-0); 4,40 (dd, 1H, CH-CH,); 4,77 127,092 (C-13); 127,967 (C-20);
(dd, 1H, CH-COOCH,); 5.06(s, 2H, 128,163 (C-22); 128511 (C-7);
(702) CH,-0); 527 (d*, 1H, NH-COOCH,); 128,660 (C-6); 129;166 (C-14);
6,27 (d*, 1H, NH-CHCOOCH,); 129315 (C-21); 135,557 (C-4);
6,96-7,32 (m, 15H, 3x(C¢Hs)) 136,133 (C-19); 136,210 (C-12);
155818  (C-17); 170,356 (C-9);
171,296 (C-1).
30,131 (C-16); 33,904 (C-11); 37,843
2,59 (s, 3H, CH,N); 2,92 (dd, 2H,  (C-3); 52,995 (C-23); 59,774 (C-2);
CH,-CH-COOCH,); 3,23, 3,15 (dd*, 67420 (C-18); 126,519 (C-5);
2H, CH,-CH-N(CHS,)); 3,70 (s, 3H, 126,954 (C-13); 127,573 (C-20);
70b O-CH,); 4,82 (dd*, 1H, 128,106 (C-22); 128,466 (C-7);
CH,-CH-N(CH,)); 4,92  (dd*1H, 128,824 (C-15); 129,025 (C-6);
CH-COOCH,); 5,07 (q*, 2H, CH,-0); 135,586 (C-4); 135,907 (C-19);
7,00 (d*, 1H, NH-8); 7,18-731 (m, 137,046 (C-12); 156,990 (C-17);
15H, 3x (C4Hs)) 169,699 (C-9); 171,579 (C-1)
0,80 (d, 3H, CH,CH); 0,87 (t, 3H, 11,452 (C-5); 15298 (C-6); 25,079
CH,-CH,); 1,09, 134 (m, 2H,  (C-4); 30,472 (C-23); 33,874 (C-13);
CH-CH,-CH,); 181 (m, 1H, 37,615 (C-10); 51,989 (C-30); 54,308
CH-COOCH,); 2,53 (s, 3H, N-CH,);  (C-2); 56,584 (C-9); 60,269 (C-17);
2,93 (m, 2H, Ph-CH,-CH); 3,23 (dd*, 67,474 (C-25); 126,548 (C-12);
(I1) 2H, Ph-CH,-CH-N(CH,)): 3,69 (s, 126,828 (C-20); 127,621 (C-27);
3H,0-CHy); 447  (dd,  1H, 128,049 (C-29); 128,464
NH-CH-COOCHy); 4,67 (q*, 1H,  (C-14); 128,541 (C-22); 128,797
NH-CH-CH,); 4,88 (dd*, 1H,  (C-13); 129,077 (C-25); 136,295
CH,-CH-N(CH,)); 507(q%;  (C-11); 136,525 (C-26); 136,996
2H,CH,-0); 6,53 (d, 1H, NH-15);  (C-19); 156,964 (C-24); 169,983
7,12-7,33 (m, 15H, 3x(C4Hs)) (C-16); 170,349 (C-8); 171,696
(C-D
11,430(C-5); 15,262 (C-6); 25,085
0,82 (t, 3H, CH,-CH,); 0,85 (d, 3H, (C-4); 33,587 (C-3); 37,640 (C-10);
CH,-CH); 1,17, 1,11 (m, 2H, 38,152 (C-18); 49,484 (C-2); 51,919
CH-CH,-CH,;; 1,75 (m, 1H,  (C-17); 54,420 (C-9); 56,562 (C-30);
CH-COOCH,); 2,99 (m, 4H, 67,022 (C-25); 126238 (C-20);
(12) 2x(Ph-CH,-CH)); 3,66 (s, 3H, O-CH,); 127,013 (C-12); 127,925 (C-14);
445 (dd, 2H, 2x(NH-CH-CH,)); 4,68 128,130 (C-28); 128,465 (C-27);
(q*, 1H, NH-CH-COOCH,); 5,01(d; 128,515 (C-29); 128,642 (C-13);
2H, 129211 (C-21); 129,238 (C-22);
CH,-0); 5,44 (d, 1H, NH-23); 6,54 (d, 136,175 (C-11, C-19, C-26); 155,904
1H, NH-15); 6,79 (d, 1H, NH-7);  (C-24); 170,163 (C-8); 170,852
7,10-7,31 (m, 15H, 3x(C¢Hs)) (C-16); 171,533 (C-1)
0,80 (d*, 3H, CH,-CH-CH,); 0,90
(t*, 3H, CH,-CH.); 0,87 (d*, 3H,
CH,-CH); 0,89 (d*, 3H, CH,-CH); 1,07 11,519 (C-5); 15,410 (C-6); 17,712
(m, 1H, CH,-CH,-CH); 1,41 (m, 1H,  (C-11); 19,120 (C-12); 25,147 (C-4);
CH,-CH,-CH); 1,87 (m, 1H, 30,455 (C-21); 33,884 (C-16); 37,644
. CHyCH-CH); 2,15 (m, 1H,  (C-3); 52,039 (C-28); 56,446 (C-2);
CH,-CH-CH,); 2,83 (s, 3H, CHy-N); 58,643 (C-9); 60,547 (C-15); 67,557
(13) 3,04 (dd*, 1H, Ph-CH,-CH); 3,30 (dd,  (C-23); 126,609 (C-18); 127,740

1H,
Ph-CH,-CH); 3,72 (s, 3H, O-CH}); 4,23
(g%, 1H, CH-COOCHs); 4,54 (dd, 1H,
NH-CH-CH-CH,); 4,95 (dd*, 1H,
CH,-CH-N(CH,)); 5,10 (d*, 2H,
CH,-0); 6,43 (d*,1H, NH-7); 6,73 (d*,
1H, NH-13); 7,10-743 (m, 10H,
2x(CeHs))

(C-25); 128,043 (C-20); 128,479
(C-27); 128,526 (C-19); 128,848
(C-26); 136,343 (C-17); 137,101
(C-24); 157,155 (C-22); 170,390
(C-14); 170,545 (C-8); 172,007 (C-1)
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3,70 (s, 3H, CH,-0); 4,51 (d, 1H, OH);
500 (dd, 1H, CH-u); 531 (d, 1H,
CH-p); 6,38 (d, 1H, CH=CHCO); 6,94
(d, 1H, NH-CH-0); 7,20-7,45 (m, 10H,
2x(C4Hs));7,48 (d, 1H, Ph-CH=CH)

52,534 (C-16); 63,809 (C-2); 73,530
(C-3); 119,763 (C-10); 125,803

(C-7); 127,823 (C-6); 127,907 (C-5);
128,308 (C-14); 128,645 (C-13);
129,713 (C-15); 134,513 (C-12);
139,849 (C-4); 141,848 (C-11);
166,347 (C-9); 171,133 (C-1).

0,81 (d, 3H, CH,-CH);0,85 (t, 3H,
CH,-CH,); 1,12, 1,35 (m, 2H,
CH,CH,-CH); 184 (m, IH,
CH,-CH-CH,); 3,70 (s, 3H, CH,-O);
4,45 (dd, 1H, CHCOOCH,); 4,78 (dd,
1H,

CH-0); 535 (d, 1H, CH-B); 6,29 (d,
1H, CH=CHCO); 6,52 (d, 1H,
NH-CH-a); 7,17-741 (m, 10H,
2x(C(H5));7.,49 (d, 1H, Ph-CH=CH)

11,492 (C-5); 15,501 (C-6); 25,009
(C-4); 37,652 (C-3); 52,165 (C-23);
56,835 (C-2); 57,178 (C-9); 71,703
(C-10); 119,360 (C-17); 125,811
(C-7); 127,938 (C-6); 128,484 (C-5);
128,514 (C-14); 128,852 (C-13);
130,053 (C-15); 134,403 (C-12);
138,821 (C-4); 142,328 (C-18);
166,793 (C-16); 171,011 (C-8);
171,692 (C-1).

0,89 (d, 6H, CHy-CH); 1,92 (m, 1H,
CH-(CH,),); 1,11, 1,33 (m, 2H,
CH-CH,-CH); 2,16 (dd, 2H, CH,-CH);
3,30 (d, 2H, CH,-CH); 3,66 (s, 3H,
CH,-0); 4,23 (dd*, 1H, CH-COOCH,);
4,18 (dd*, 1H,CH-CH,); 4,89 (dd, 1H,
CH-0); 5,07 (d, 2H, CH,-O); 5,11 (d*,
1H, CH-P); 6,44 (NH-COOCH,); 6,97
(d, 1H, NH-28); 7,10 - 7,35 (m, 14H,
2x(C4Hy), CH,); 7,51 (d, 1H,
C=CH-NH); 7,94 (d*, 1H, NH-21).

21,853 (C-26); 22,841 (C-27); 24,592
(C-25); 27,477 (C-3); 41,451 (C-24);
52,323 (C-23); 53,046 (C-35); 54,166
(C-2); 60,128 (C-15); 66,913 (C-30);
71,889 (C-16); 109,431 (C-4); 111,292
(C-8); 118410 (C-11); 119,514
(C-10); 122,077 (C-9); 123,214 (C-5);
127,084 (C-20); 127,455 (C-33);
127,962 (C-12); 128,129 (C-32);
128,384 (C-34); 128,496 (C-19);
128,585 (C-18); 136,055 (C-29);
139,144  (C-7); 156,115 (C-29);
172,017 (C-1, C-14, C-22).

“Espectro obtido em CDCl, a 400 MHz.
* Sinais sobrepostos ou distorcidos

® Espectro obtido em CDCl; a 100 MHz.
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7- Estudo de uma metodologia alternativa para inversao do

B-hidroxi aminoacido.

Devido aos resultados, obtidos durante a sintese dos peptideos
onde o B-hidréxi aminoacido fenilserina encontrava-se sob a forma
diastereoisomérica Eritro, realizou-se um estudo para a inversdao da
estereoquimica do C-f pertencente a forma 7reo-fB-fenilserina.

Como metodologia de inversdo optou-se pelo método de
Mitsunobu”™, onde por uma reacdo de (SN,), tem-se a inversio do
alcool secundario quiral (Cyz-OH), pela substituigdo deste por

grupamentos acidos carboxilicos, fendlicos ou alcoois (esquema 28).

RCOy
" +

E PhyP_ E Php — E

PPh; + N=N — » N—N RCOH N-=N
B F © E H
R'OH
i : o HoE
PPhy; + RCOOR <—— RCOy + R—O—PPh; + N—N
E H

Esquema 28

Embora essa metodologia pareca ser a maneira mais viavel para
realizacdo da inversao, nao foi possivel a transformag¢ao da forma 7reo
em Eritro, pelos modelos e condi¢gdes™ > testadas até entdo
(tabela 15). Este fato se justifica pela mé escolha do modelo
(Z-Treo-D,L-Pheser-OMe) utilizado para os testes, ja que em trabalho

1.98

publicado por H. Wojciechowska e col.”, os autores relatam a
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obten¢do de diidroaminoacidos a partir de Z-Ser-OMe e Z-Thr-OMe

sob condi¢oes de Mitsunobu.

TABELA 15: - Produtos ¢ Rendimentos da inversao pelo método de

Mitsunobu.
Modelo Reagente Produto t(h) Rendimento
(%)
Z-Treo-D,L-Pheser-OMe (77) (4)-(HO)-Ph-COH N-Z-diidro-fenilalanina-OMe (78) 3 60
Z-Treo-D,L-Pheser-OMe (77) (2)-CI1-CH,-CO,H Mistura complexa de dificil 24 -
separagao
Z-Treo-D,L-Pheser-OMe (77) HCO,H Mistura complexa de dificil 1 -

separacao
Z-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (59) (4)-(NO,)-Ph-CO,H  Mistura do material de partida e um
produto separado mas nio 16

identificado

20

*Condigdes reacionais de Mitsunobu: 10mL THF (seco), (3,3 mmol) PPh;, (3,3 mmol) RCO,H,
(3,3 mmol) R’OH, (4,2 mmol) DEAD.

8- Determinacdo da atividade biologica antimicrobiana dos

peptideos obtidos

Como parte deste estudo, realizou-se a avaliagdo das possiveis
atividades antimicrobianas dos peptideos e amino derivados

sintetizados, proporcionando através da comparacdo dos resultados

7 (m), 20

obtidos com os fornecidos pela literatura para as substancias

99,100

naturais e sintéticas” -, a definicdo dos provaveis sitios ativos das

moléculas.
Para essa avaliagdo utilizou-se do método da bioautografia'”',

testando as substincias frente a microrganismos certificados como as
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bactérias Gram-positivas “Staphylococcus aureus (ATCC 6538p);
Staphylococcus  epidermidis (ATCC 12228)”, Gram-negativas
“Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031); Salmonella setubal

(ATCC 19796); Escherichia coli (ATCC 9341)” e os fungos “Candida
albicans (ATTC 10231); Sacaromyces cerevisae

(ATTC 2601)”. Onde os meios de cultura utilizados (Agar Muller
Hinton (Merck) para bactérias e Agar sabourand (Merck) para fungos)
foram inoculados com os microorganismos e depositados em placas de
Petri, recobrindo as cromatoplacas.

Através de um pré “screening” (tabela 16) onde 75ug de
substancias puras, foram aplicadas de maneira uniforme em
cromatoplacas, sobre as quais se depositou os devidos meios de
cultura inoculados com cada microorganismo, pode-se determinar
apos etapas de incubacdo (24 horas a 35°C (bactérias) e 48 horas a
27°C (fungos)) e revelagdo com TCC (cloreto de trifeniltetrazolio),
quais substancias apresentavam halos de inibicao “atividade”.

A partir dos resultados do pré “screening” realizou-se o teste da
quantidade inibitéria minima (QSA) (tabela 17) com as substancias

que haviam demonstrado inibi¢do do crescimento microbiano.
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TABELA 16: - Substancias testadas que apresentaram atividade pelo

método de bioautografia, utilizando 75 ug.

Peptideos Microorganismos*
€ Bactérias Bactérias Fungos
Alcaloides G (4) G(-)
S S S E K P B cC C S
a ¢ s C p a s a d ¢
Z-L-Leu-Treo-L-Pheser-L-Trp-OMe (76) - - - + - - - - - -
Z-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-L-ILe-OMe (60) - - - - -+ - -+ +
NH,-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-ILe-OMe (63a) - - - - - - - - -+
Z-L-Phe-L-Phe-L-ILe-OMe (72) + - - - oo - - -
Z-Me-L-Phe-L-Val-L-ILe-OMe (73) - - - - -+ - - - -
N,N-(Me),-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-ILe-OMe (66a) + - - + - - - - - -
N-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-L-ILe-OMe (65) + - - + -+ - - - -
N,N-(Me),-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-L-ILe-OMe (67) - - - + - - - - - -
Adoutina-Y (8) - - - - - - - - - -
Condalina-A (6) + + + + + + + - - -
(*) Padrao antibiodtico Cloranfenicol para bactérias e Nistatina para fungos;
(-)= auséncia de halo de inibigdo;
(+)= presenga de halo de inibigao.
Peptideos Microorganismos*
€ ; .
Alcaléides Bactérias Bactérias Fungos
G G()
Sa Se Ss Ec Kp Pa Bs Cd Sc
Z-L-Leu-Treo-L-Pheser-L-Trp-OMe (76) - - - [75] - - - - -
Z-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-L-ILe-OMe (60) - - - - - [75 - [75 [75]
1 1
NH,-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-ILe-OMe (63a) - - - - - - - - [3,12
]
Z-L-Phe-L-Phe-L-ILe-OMe (72) 751 - - - - . . -
Z-Me-L-Phe-L-Val-L-ILe-OMe (73) - - - - - s - . -
1
N,N-(Me),-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-ILe-OMe (66) 751 - - 751 - - - -
N-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-L-ILe-OMe (65) [6,25 - - [6,25 - [25 [75 - -
1 1 1 1
N,N-(Me),-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-L-ILe-OMe (67) - - - [75] - - - - -
Condalina-A (6) [12,5 [3,12 [625  [625 [3,12 - - - .

] ] ] ] ]

(*) Padrao antibiotico Cloranfenicol para bactérias ¢ Nistatina para fungos;
(-)= auséncia de halo de inibicéo;
[ ]=concentracdo de substancia ativa em pg
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TABELA 17: - Teste da quantidade de substancia ativa (QSA) pelo

método de bioautografia.

Embora estes estudos preliminares ndo sejam conclusivos na
definicao das atividades dos peptideos sintéticos, pode-se dizer que os
peptideos N-mono metilados apresentam uma atividade superior a dos
N,N-dimetilados, e ainda contrariando as espectativas, os amino
derivados da  P-fenilserina demonstraram pouca atividade
antimicrobiana.

Estes resultados ndo condizentes com os obtidos para as
substancias naturais isoladas, levam a crer que a unidade estirilamina e
a rigida conformacgao adotada pelo sistema macrociclico, sdo de papel

fundamental para a atividade dessas moléculas naturais.
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CAPITULO V:
5- PARTE EXPERIMENTAL

5.1- Material e Métodos

5.1.1- Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear uni e
bidimensional foram obtidos em espectrometro Bruker DPX-400
operando a 400.13 MHZ para 'H e 100.62 MHZ para “C, realizados
em tubos de 5 mm de didmetro a 300K.

Os deslocamentos quimicos (0) sdo medidos em ppm em relagao
a um padrdo interno de Me,Si (6 = 0) para espectros de hidrogénio e
nos espectros de *C o proprio solvente serve para este fim
(CDCl5 (6 =77) ou DMSO-d¢ (6 = 39,5)).

Os espectros 2D Homonuclear (COSY) e heteronuclear (HMQC
¢ HMBC) foram realizados conforme os parametros de aquisi¢ao
fornecidos pelo aparelho e processados pelo software XwinNmr 1.3 da
Bruker.

Nos experimentos 2D ("H,'H e 'H,"’C) foram utilizadas para as
aquisi¢des, larguras espectrais SWy; (determinadas no espectro de 'H)

e SW¢. (estimadas pelo espectro de *C) dependentes de cada amostra.
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5.1.2- Aparelho de ponto de fusido

Os valores dos pontos de fusdo (ndo corrigidos) das substancias

foram determinados em um aparelho MQAPF-301 da Micro Quimica.

5.1.3- Cromatografia

5.1.3.1- Cromatografia Gasosa (CG)

As amostras foram analisadas em um cromatdgrafo gasoso
Variam CP-3800, com detector de ionizagdo de chama (DIC),
utilizando hidrogénio como gas de arraste, equipado com modo de
injecdo split-splitless (operando em modo split) e colunas capilares de
silica fundida (CCSF), recheadas com fases estaciondrias quirais e
aquirais.

As colunas cromatograficas utilizadas foram a (2,6-O-pentil-
3-Butiril)-y-ciclodextrina (Lipodex-E) (fase quiral) e SE-54, nas
repectivas condicoes: 90°C-170°C a 2°C/min e pressao de H, igual a

Tpsi e 50°C-250°C a 4°C/min e pressao de H, igual a 7psi.

5.1.3.2- Cromatografia em Coluna (CC)

A cromatografia em coluna (CC) foi realizada com silica gel

(230-400 mesh), produzida pela Merck, e, eluida por solventes puros
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ou em sistema de gradientes; sendo este o0 método utilizado para a

purificagdo da grande maioria das substancias sintetizadas.

5.1.3.3- Cromatografia em Placa Preparativa (CPP)

A cromatografia em placa preparativa foi realizada pela
deposicao de uma lamina de 0,75 mm de silica gel 60 GF,s, (marca
Merck) em placas de vidro de 20 cm?, sendo utilizada para separacdo

de compostos em pouca quantidade e de Rfs muito proximo.

5.1.3.4- Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A técnica de cromatografia em camada delgada do tipo
ascendente foi realizada em cromatoplacas comerciais de silica gel
60 GF,s, e utilizada a titulo de acompanhamento das reagdes e
avaliagdo do grau de pureza dos produtos.

A identificacdo dos componentes sucedeu-se através da
irradiacdo por luz UV (A= 254 e 365 nm) ¢ detecgdo direta com
reagentes especificos como: reagente modificado de Dragendorff
(seletivo para alcaldides e nitrogénios substituidos), solugdo de
orto-toluidina em atmosfera de cloro (para peptideos) e solugdo de

ninidrina a 0,2% em EtOH (para aminas e aminodcidos N-metilados).
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5.1.4- Reagentes e solventes

Todos os reagentes utilizados durante a sintese peptidica como a
diciclohexilcarbodiimida, 1-hidroxi-benzotriazol e a
N-metil-morfolina, assim como o reagente de protecdo dos
aminoacidos cloroformiato de benzila sdo de marca Sigma, aldrich ou
Merck, e ndo foram purificados.

Ao contrario, o cloreto de tionila (SOCI,) foi purificado por
destilacao a pressdao normal em presenca de quinolina. Por sua vez, o
benzaldeido foi purificado por destilagdao sob pressao reduzida

O THF, Et,0 e éter de petroleo, foram refluxados sobre
Na°/benzofenona, até o aparecimento de coloragdo azul e, em seguida,
destilados.

Os solventes clorados (CHCI; e CH,Cl,) e demais solventes e
reagentes foram tratados e purificados conforme descrito por
D.D. Perrin'®,

J& o 1odeto de metila foi obtido pelo tratamento do &lcool
metilico com 4acido iodidrico sob fosforo vermelho e purificado por

tratamento e destila¢do, conforme mencionado pela literatura.'®

SINTESE DE TRIPEPTIDEOS LINEARES N-MONO E N,N-DIMETILADOS



111
PARTE EXPERIMENTAL

5.2- Procedimentos Gerais

5.2.1- Obtenciao do Carbobenzoxi-L-Fenilalanina (Z-L-Phe-OH
4n)™"

Seguindo a cldssica metodologia de protecdo de aminoacidos
descrita por Bodansky’®, partiu-se de 20 g (121,072 mmol) do
aminoacido L-Fenilalanina dissolvidos em 36,32 mL de dgua e
24,25 mL de solucdo de NaOH 5N, ao qual foi adicionado sob forte
agitacdo magnética e resfriamento em banho de dgua e gelo 18,88 mL
(133,179 mmol, 22,72 g) de cloroformiato de benzila (Z-Cl) e
66,58 mL de solu¢ao de NaOH 2N.

Depois de completada a adicdo agitou-se por mais trinta minutos
e a alcalinidade da mistura foi ajustada a pH 10, sendo entdo
submetida aos procedimentos de extracdo descritos na literatura,
fornecendo assim um produto na forma de solido branco amorfo com
rendimento de 87%.

Dados fisicos: sélido branco amorfo; (Exp: p.f.= 84 -85°C [0]*p=
+4,8 (c= 1 em CHCL,)) (Lit'"**: p.f.= 85-87°C, [a]*p=+5
(c=5em AcOH))

RMN de 'H (CDCl,46): 2,97; 3.09 (dd, 2H, CH,-CH,

Ji,= 6,46 Hz, J, ;.= 14,1 Hz, J;.,= 5,28 Hz), 4,58 (dd, 1H, CH,
J,;=6,38 Hz, J, ;.= 5,28, J, .= 7,08 Hz), 4,97 (d, 2H, CH,-0O,
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Toa0= 6,12 Hz), 5,26 (d, 1H, NH, Jg, = 8,12 Hz,), 7,03 - 7,25 (m,
10H, CH,-CH,-O e C;H-CH,-CH).

RMN de C (CDCl, §): 37,639 (C-3, CH,), 54,597 (C-2, CH),
67,110 (C-10, CH,), 127,089 (C-5, CH), 128,000 (C-14, CH), 128,152
(C-12, CH), 128,451 (C-7, CH), 128,558 (C-13, CH), 129,269 (C-6,
CH), 135,551 (C-4, C), 135,993(C-11, C), 155,968
(C-9, 0-C=0), 175,563 (C-15, COOH).

5.2.2- Preparacio do Carbobenzoxi-N-Metil-L-Fenilalaninato de
metila (Z-Me-L-Phe-OMe (42))

Método A *©: Em um baldo flambado, sob atmosfera de argonio,
adicionou-se 100 mL de THF seco e, em seguida 2,40g
(100,227 mmol) de NaH e 10g de Z-L-Phe-OH (41) (33,409 mmol),
seguido da adicao de 16,631 mL (267,272 mmol, 37,936 g) de iodeto
de metila.

Apo6s o término da reagao acompanhado por CCD, se realizou o
procedimento de extragdao descrito na literatura, fornecendo assim uma
massa oleosa de coloragao amarelada com rendimento de 65%.

O extrato aquoso primeiramente formado ¢ acidificado a pH 2 com
HC1 5N ¢ recebe o mesmo tratamento dado a fracdo etérea, com o
objetivo de recuperar produtos ndo esterificados, obtendo-se assim
uma massa também oleosa com rendimento de 10%.

Método B¥: Uma solugdo de Z-L-Phe-OH (41) 7,00g
(23,386 mmol) em 105 mL de DMF anidra ¢ agitada a temperatura
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ambiente, com 5,93 mL (96,336 mmol, 2,31 g) de iodeto de metila e
16,26 g (70,158 mmol) de 6xido de prata, durante 8 horas.A mistura
reacional foi entdo filtrada e o solido lavado com igual volume de
DMF, fornecendo apds extracdo, um produto na forma de oOleo
levemente amarelado com 95% de rendimento e que, quando
submetido as analises de RMN e CG, assim como o produto obtido
pelo método A, demonstrou ser constituido de dois rotdmeros.

Dados fisicos: 6leo amarelado; (Exp: [a]*p= —74°(c=1 em
CHCl,), Rf= 0,30 (éter de petroleo/acetato de etila 15:2));

(Lif%[o]*y = -77° (c=1.6 em EtOH), Rf= 0,33 (éter de
petroleo/acetato de etila 15:2))
Rotdamero majoritario:

RMN de 'H (CDCL, 8): 2,70 (s, 3H, N-CHj); 2,95, 3,25 (dd, 2H,
CH,-CH, J;,= 10,80 Hz, J; ;.= 14,58 Hz, J;.,= 5,24 Hz), 3,62 (s, 3H,
CH;-0); 4,90 (dd, 1H, CH, J,5= 10,80 Hz, J, 5 = 5,24 Hz), 4,99 (s,
2H, CH,-0); 6,99 - 7,21 (m, 10H, C;Hs-CH2-0O e C,Hs-CH2-CH).

RMN de "“C (CDCl, §): 31,577 (C-8, CH3-N); 34,773 (C-3,
CH,), 52,089 (C-15, CH;-0); 60,173 (C-2, CH); 67,044 (C-10, CH,);
126,528 (C-5, CH); 127,394 (C-14, CH); 127,729 (C-12, CH);
128,282 (C-7, CH); 128,364 (C-13, CH); 128,713 (C-6, CH); 136,579
(C-4, C); 136,975 (C-11, C); 156,407 (C-9, O-C=0); 171,309 (C-1,
COOH).

Rotdamero minoritdrio:

RMN de 'H (CDCl; ): 2,73 (s, 3H, N-CHy); 2,89, 3,19 (dd, 2H,

CH,-CH, J;,= 10,52 Hz, J; ;.= 14,60 Hz, J;.,= 4,80 Hz); 3,55 (s, 3H,
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CH,-0); 4,70 (dd, 1H, CH, J,,= 10,52 Hz, J, . = 4,80 Hz), 4,92 (s,
2H, CH,-0); 6,99 - 7,21 (m, 10H, C;H-CH,-O e CH,-CH,-CH).

RMN de C (CDC, 8): 32,058 (C-8, CH,-N); 35,169 (C-3,
CH,), 52,089 (C-15, CH,-0); 60,573 (C-2, CH); 67,234 (C-10, CH,);
126,606 (C-5, CH); 127,772 (C-14, CH); 127,847 (C-12, CH);
128,282 (C-7, CH); 128,422 (C-13, CH); 128,713 (C-6, CH); 136,273
(C-4, C); 137,033 (C-11, C); 155,710 (C-9, O-C=0); 171,073 (C-1,
COOH).
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5.2.3- Obtencao do Carbobenzoxi-N-Metil-L-Fenilalanina
(Z-Me-L-Phe-OH (43))*¢

Em um baldo dissolveu-se 14,382 g (43,930 mmol) de
Z-Me-L-Phe-OMe (42) em 100 mL de metanol, ao qual, sob agitacao
a temperatura ambiente, adicionou-se 49,35 mL de NaOH 1N. Apds a
adicdo a solucdo foi mantida em repouso durante uma hora,
evaporando-se, em seguida, a maior parte do solvente a vacuo.
Adicionou-se entdo aproximadamente 20mL de 4gua e sob
resfriamento em banho de agua e gelo acidifica-se a solucao a pH =3
com HCI IN. A solugdo, ¢ entdo extraida trés vezes com acetato de
etila e dgua, a fase organica ¢ logo em seguida seca com MgSO, e
filtrada, rendendo 84% de um produto na forma de um oleo
transparente que solidifica lentamente.

Dados fisicos: solido branco (Exp: p.f.= 64 °C, Rf= 047
(cloroférmio/acido acético 95:5)); (Lir®: p.f.= 67-71°C, Rf= 0,45

(cloroformio/acido acético 95:5))

Rotamero majoritario:

RMN de 'H (CDCl, 8): 2,77 (s, 3H, N-CHj); 3,06, 3,37 (dd, 2H,
CH,-CH, J;,= 11,28 Hz, J; ;.= 14,40 Hz, J;.,= 4,80 Hz); 4,99 (dd, 1H,
CH, J,,= 11,28 Hz, J, ;.= 4,80 Hz), 5,07 (s, 2H, CH,-0); 7,03 - 7,30
(m, 10H, C4Hs5-CH,-O e C¢H5-CH,-CH); 9,98 (s,1H, COOH).

RMN de "“C (CDCl; 8): 31,577 (C-8, N-CH3); 34,773 (C-3,
CH,), 52,089 (C-15, CH;-0); 60,173 (C-2, CH); 67,044 (C-10, CH,);
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126,528 (C-5, CH); 127,394 (C-14, CH); 127,729 (C-12, CH);
128,282 (C-7, CH); 128,364 (C-13, CH); 128,713 (C-6, CH); 136,579
(C-4, C); 136,975 (C-11, C); 156,407 (C-9, O-C=0); 171,309 (C-1,
COOR).

Rotamero minoritario:

RMN de 'H (CDCl, 8): 2,84 (s, 3H, N-CHj); 2,98, 3,29 (dd, 2H,
CH,-CH, J;,= 10,80 Hz, J; ;.= 14,38 Hz, J;.,= 4,28Hz); 4,85 (dd, 1H,
CH, J,;,= 10,80 Hz, J, ;= 4,28 Hz), 5,00 (s, 2H, CH,-0); 7,08 - 7,30
(m, 10H, C4Hs5-CH,-O e C¢H5-CH,-CH); 9,98 (s,1H, COOH).

RMN de “C (CDCl; 8): 32,058 (C-8, CH;-N); 35,169 (C-3,
CH,), 52,089 (C-15, CH;-0); 60,573 (C-2, CH); 67,234 (C-10, CH,);
126,606 (C-5, CH); 127,772 (C-14, CH); 127,847 (C-12, CH);
128,282 (C-7, CH); 128,422 (C-13, CH); 128,713 (C-6, CH); 136,273
(C-4, C); 137,033 (C-11, C); 155,710 (C-9, O-C=0); 171,073 (C-1,
COOR).

5.2.4- Preparacio da Treo-D,L-B-Fenilserina (44)*

Em um baldo de duas bocas com fundo redondo, equipado com
um agitador mecanico, adicionou-se 45,5 g (0,60 mol) de glicina, 36 g
(0,90 mol) de hidroxido de sédio e 150 mL de agua e resfriou-se a
reagdo a 15°C com banho de agua e gelo. Apds, adicionou-se
127,5 mL (1,2 mol) de benzaldeido recém destilado, mantendo-se a
temperatura a 15°C. A reagdo permaneceu a temperatura ambiente por

24 horas, resultando em um so6lido, que foi fragmentado com adi¢do
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lenta de 35 mL de acido cloridrico concentrado e agitagdo mecanica,
sob resfriamento de banho de gelo, mantendo-se a temperatura de
15°C. O produto permaneceu em repouso por 24 horas a temperatura
de 5°C, e o precipitado formado foi filtrado e lavado com 3 porcdes de
130 mL de éter etilico. Recristalizou-se o produto em etanol 95%
obtendo-se a Treo-D,L-B-fenilserina com um rendimento de 60,6%.

Dados fisicos : (Exp: p.f.= 191-192°C) (Lit"* p.f.= 192-193°C)

RMN de 'H (D,0 d): 3,70(d, 1H, CH-a, J, ;= 4,28 Hz); 5,10 (d,
1H, CH-B, J;,= 4,28 Hz); 7,27 (s, 5SH, C¢Hjs)

5.2.5- Preparacio do Ester Etilico da Eritro-D,L-p-Fenilserina
(45)83,84

A uma mistura de 6,26g (44,87 mmol) do éster etilico da glicina
e 6,24 mL (44,89 mmol, 4,54 g) de Et;N em 45 mL de etanol absoluto,
adiciona-se 9,13 mL (89,87 mmol) de benzaldeido, sdo agitados
durante 8 horas a temperatura ambiente, quando entdo esta mistura
reacional € resfriada a 5°C e saturada com cloreto de hidrogénio seco.

Apo6s varias horas de repouso a 5°C forma-se um precipitado
branco na forma de pequenas laminas de uma mistura do éster etilico
de Treo e Eritro fenilserina, este precipitado, que contém um excesso
da forma Eritro fenilserina ¢ filtrado, lavado com etanol 95% a frio e
recristalizado em acetona, obtendo-se assim o éster etilico da Eritro
fenilserina de forma pura por CCD, com um rendimento de 5%.

Dados fisicos: (Exp: p.f. =172-174°C); (Lit ¥**: p.f=175-176°C)
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RMN de 'H (D,08): 0,98 (t, 3H, CH,CH,, Jo.s= 7,20 Hz):4,07 (q,
2H, OCH,CHS,, J,.,=7,00 Hz); 4,36 (d, 1H, CH-a, J, = 4,00 Hz); 5,28
(d, 1H, CH-B, J,,= 4,00 Hz); 7,31 (m, SH, CH).

5.2.6- Preparacio da Eritro-D,L-B-Fenilserina (46)*

Em um baldo dissolveu-se 0,500 g (2,035 mmol) de
Eritro-D,L-Pheser-OEt (45) em 0,100 mL de metanol seco ao qual sob
agitacdo a temperatura ambiente adicionou-se 2,08 mL de NaOH 2N,
ap6és a adicdo deixou-se a solucdo em repouso durante uma hora e
trinta minutos, evaporando-se em seguida a maior parte do solvente a
vacuo, adiciona-se entdo aproximadamente 5SmL de agua e sob
resfriamento em banho de agua e gelo acidifica-se a solugao a pH =5
com 0,17 mL de HCI (concentrado), apds armazenamento a 5°C por
18 horas, ocorre a formagdao de cristais que sdo logo em seguida
filtrados, lavados com d4gua gelada e entdo secos, fornecendo
Eritro-D,L-Pheser-OH (46) com rendimento de 60%.

Dados fisicos : (Exp: pf.=186-187°C); (Lit’*: p.f. = 189-193°C)

RMN de 'H (D,0 0): 3,78(d, 1H, CH-q, J, ;= 4,24 Hz); 5,04 (d,
1H, CH-B, J;,= 4,24 Hz); 7,23 (s, 5SH, C¢Hs)

5.3- Esterificacio de Aminoacidos: Método Geral®

Em um balao de fundo redondo, adicionou-se 100 ml de metanol
destilado, e resfriou-se a -20°C e adicionou-se 26 ml de SOCI,

(temperatura inferior a —10°C). Apods adicionou-se 100 mmol do
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aminoacido a ser esterificado, deixando-se a reacdo sob agitacdo a
temperatura de 25°C por 12 horas. Evaporou-se completamente o

solvente e recristalizou-se com metanol/éter etilico.

5.3.1- Ester metilico do 7reo-D,L-B-fenilserina cloridrato (47)

O aminoacido Treo-D,L-B-fenilserina (44) foi esterificado como
no item acima, usando-se 18,12 g (100 mmol) do aminoacido,
obtendo-se um solido branco. Apds a recristalizagdo com metanol/éter
etilico a 5°C, obteve-se o éster desejado com um rendimento de 90%.

Dados fisicos : (Exp: pf.= 153-154 °C); (Lit.*' p.f.= 156°C)

RMN de 'H (D,0d): 3,66 (s, 3H, O-CHy,); 4,24(d, 1H, CH-q,
J,5= 4,00 Hz); 5,26 (d, 1H, CH-B, J;,= 4,00 Hz); 7,28 (m, SH, C,Hy)

RMN de "C (D,0 d): 53,691 (C-8, O-CH3); 58,965 (C-2,
CH-a), 70,519 (C-3, CH-B); 125,880 (C-5, CH); 128,971 (C-6, CH);
129,047 (C-7, CH); 137,539 (C-4, C); 168,467 (C-1, COOCH,).

5.3.2- Ester metilico do Eritro-D,L-B-fenilserina cloridrato (48)

Assim como para a forma (7reo), 0,200 g (0,918mmol) do
aminoacido Eritro-D,L-B-fenilserina (46) foram esterificados com
MeOH/SOCI,, obtendo-se apos a recristalizacdo com metanol/éter
etilico a 5°C um solido branco, com um rendimento de 85%

Dados fisicos ; (Exp: pf. =176-178°C); (Lit*' p.f.= 180°C)
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RMN de 'H (D,08): 3,61 (s, 3H, O-CH,); 4,37(d, 1H, CH-q,
J,,= 8,40 Hz); 5,25 (d, 1H, CH-B, J,,= 8,40 Hz); 7,31 (m, 5H, C,H.)
RMN de °C (D,05): 53,691 (C-8, O-CH3); 58,965 (C-2,
CH-0), 70,519 (C-3, CH-B); 125,880 (C-5, CH); 128,971 (C-6, CH);
129,047 (C-7, CH); 137,539 (C-4, C); 168,467 (C-1, COOCH,).

5.3.3. Ester metilico da L-Isoleucina cloridrato (58)

Utilizou-se 100 mmol (13,11 g) de L-isoleucina conforme a
técnica geral de esterificagdo de aminoacido, obtendo-se um sélido
branco que foi recristalizado com metanol/éter etilico, com
rendimento de 80%.

Dados fisicos: (Exp: p.f= 98,7-99,6°C); (Lit.'"™ p.f=
100,5-101°C)

RMN de 'H (D,0 d): 0,83 (t, 3H, CH,;-CH,, J;.,= 7,40Hz); 0,92
(d, 3H, CH;-CH, J, ;= 6,80 Hz); 1,24 e 1,35 (m, 1H, CH,); 1,96 (m,
1H, CH-CH,); 3,73 (s, 3H,0-CHj;); 4,02 (d, 1H, CH-q, J, ;= 4,08 Hz)

RMN de “C (D,0 §): 11,089 (C-5, CH;); 14,194 (C-6, CH,),
24,943 (C-4, CH,); 36,064 (C-3, CH); 57,340 (C-2, CH); 170,284
(C-1, COOCHj).

5.4- Sintese dos Dipeptideos: Método Geral 3
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Em um baldo sob atmosfera de argdnio, dissolveu-se em 50 mL
de THF seco,75 mmois do aminoacido fenilserina (7reo ou Eritro),
75 mmois de 1-Hidroxibenzotriazol (HOBt) e 75 mmois do
aminoacido protegido (Z-L-Phe-OH ou Z-Me-L-Phe-OH) a esta
mistura reacional, adiciona-se 75 mmois de N-metilmorfolina.

A solugdo ¢ mantida sob agitagdo ¢ resfriamento de agua/gelo,
em seguida adiciona-se 80 mmois de DCCI. Deixa-se a solu¢do por
1 hora a 0°C e apds por aproximadamente 24 horas a temperatura
ambiente. Filtra-se a DCCU formada e o solvente ¢ eliminado a vacuo.
O residuo ¢ entdo redissolvido em acetato de etila ou cloroféormio e
lavado sucessivamente com uma solucao saturada de NaHCO,, agua,
solucdo aquosa de acido citrico a 10 % (p/v), novamente com solugao
saturada de NaHCO; e finalmente com agua. A fase orgénica foi seca

com NaSQO, e o solvente evaporado a pressao reduzida.

5.4.1- Obtencio de
Carbobenzoxi-L-fenilalanil-7reo-D,L-B-Fenilserina-OMe
(49)

Dissolveram-se, em 20 ml de THF seco, 7,00 g (31,071 mmol) de
Treo-D,L-B-Pheser-OMe, 4,19 g (31,071 mmol) de HOBt, 9,30 g
(31,071 mmol) de Z-L-Phe-OH e 3,42 mL (31,071 mmol, 3,14 g) de
N-metilmorfolina. A mistura foi agitada e a solu¢ao formada, resfriada
em banho de gelo, adicionando-se em seguida 6,83 g (33,142 mmol)

de diciclohexilcarbodiirnida (DCCI). A reacdo permaneceu sob
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agitacdo por 1 hora a 0°C e 16 horas a temperatura ambiente.
Filtrou-se a DCCU formada e evaporou-se o solvente a vdacuo,
obtendo-se apds o procedimento de extragdo descrito anteriormente,
um produto na forma de um solido branco, constituido pelos pares
diastereoisoméricos (L(D) e L(L)), com rendimento de 65 %.

Dados fisicos de (49a): sélido branco, Rf=0,44 (com i-Pr,O/
MeOH 1%); (Exp: p.f.= 120-122°C)

RMN de 'H (CDCl,6): 2,78, 2,96 (dd, 2H, CH,-CH,

Ji0= 736 Hz, 1= 5,32 Hz J,,_;;-= 14,10 Hz); 3,67 (s, 3H,

O-CHy); 4,48 (dd*; 1H, CH-CH,, J,,.;;= 7,36); 4,64 (dd, 1H, CH-q,
J,5= 3,20 Hz, J,4 = 8,76 Hz); 5,00 (q*, 2H, CH,-0); 5,20 (d*, 1H,
NH-16); 5,29 (d, 1H, CH-B, J;,= 3,08 Hz); 6,91 (d*, 1H, NH-8,

Js», = 8,76 Hz); 7,15 - 7,30 (m, 15H, C¢Hs-CH,-O, C;Hs-CH,-CH e
C¢Hs-CH).

RMN de "C (CDCI; d): 38,224 (C-11, CH,-CH); 52,517 (C-23,
CH;-0); 55,596 (C-10, CH-CH,); 57,556 (C-2, CH-a); 66,963 (C-18,
CH,-0); 71,829 (C-3, CH-B); 125,764 (C-5, CH); 126,818 (C-20,
CH); 127,884 (C-13, CH); 128,119 (C-7, CH); 128,282 (C-6, CH);
128,436 (C-15, CH); 128,465 (C-14, CH); 128,513 (C-22, CH);
129,244 (C-21, CH); 136,049 (C-19, C); 136,260 (C-12, C); 139,527
(C-4, C); 155,955 (C-17, O-C=0); 170,875 (C-9, CONH) 171,505
(C-1, COOCH,;).
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Dados fisicos de (49b): solido branco cristalino, Rf=0,42 (com
i-Pr,0/ MeOH 1%); (Exp: pf.=119-120°C).

RMN de 'H (CDCl,6): 2,93, 3,01 (dd, 2H, CH,-CH,

Ji.0= 6,78 Hz, J,,.,,- = 13,88 Hz); 3,66 (s, 3H,0-CH;); 4,39 (q; 1H,
CH-CH,, J,,.;,= 6,78 Hz; J,y.,<= 7,28 Hz); 4,71 (dd, 1H, CH-q,
J,5=3,40 Hz, J, ;= 8,64 Hz); 5,04 (s, 2H, CH,-0); 5,17 (d, 1H,
NH-16, Js.10 = 7,28 Hz); 5,33 (d, 1H, CH-B, J;,= 3,40 Hz); 6,72 (d,
1H, NH-8, J;, = 8,64 Hz); 7,05 - 7,29 (m, 15H, C¢Hs-CH,-O,
C¢Hs-CH,-CH e C¢Hs-CH).

RMN de "C (CDCI; d): 38,098 (C-11, CH,-CH); 52,579 (C-23,
CH;-0); 56,029 (C-10, CH-CH,); 58,268 (C-2, CH-a); 67,094 (C-18,
CH,-0); 72,060 (C-3, CH-B); 125,806 (C-5, CH); 126,941 (C-20,
CH); 127,998 (C-13, CH); 128,146 (C-7, CH); 128,192 (C-6, CH);
128,373 (C-15, CH); 128,521 (C-14, CH); 128,630 (C-22, CH);
129,272 (C-21, CH); 136,081 (C-19, C); 136,225 (C-12, C); 139,312
(C-4, C); 155,917 (C-17, O-C=0); 170,362 (C-9, CONH) 171,085
(C-1, COOCHj).

5.4.2- Obtencao de
Carbobenzoxi-L-fenilalanil-Eritro-D,L-B-Fenilserina-OM
e (30)

Uma mistura de 0,080 g (0,345 mmol) de
Eritro-D,L-Pheser-OMe (48) com 0,046 g (0,345 mmol) de HOBt,
0,103 g (0,345 mmol) de Z-L-Phe-OH, 0,038 mL (0,345 mmol, 0,034
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g) de NMM e 0,075 g (0,368 mmol) DCCI em 1 mL de THF seco,
forneceu apdés 20 horas de reagdo nas condigdes descritas
anteriormente (item 4.4), o dipetideo (50) com rendimento de 70 %.

Dados fisicos de (50a): sélido branco, Rf=0,40 (com i-Pr,O/
MeOH 1%); (Exp: pf.=148-149°C).

RMN de 'H (CDCl, 8): 2,98 (dd*, 2H, CH,-CH, J,,_;,= 6,40 Hz);
3,57 (s, 3H, O-CHy); 4,32 (q*; 1H, CH-CH,, J,.;,= 6,40Hz;

Jio.u= 7,20 Hz, J,y.,<— 14,20Hz); 4,81 (dd, 1H, CH-a, J, ;= 3,48 Hz,
J,4=6,76 Hz); 5,09 (s, 2H, CH,-O); 5,16 (d*, 1H, NH-16,

Ji6.10= 14,20 Hz); 5,16 (d, 1H, CH-B, J;,= 3,48 Hz); 6,47 (d*, 1H,
NH-8, J;, = 6,76 Hz); 7,07 - 7,26 (m, 15H, C¢Hs-CH,-O,
C¢Hs-CH,-CH e C¢Hs-CH).

RMN de “C (CDCI, 8): 38,128 (C-11, CH,-CH); 52,492 (C-23,
CH;-0); 56,339 (C-10, CH-CH,); 59,049 (C-2, CH-a); 67,285 (C-18,
CH,-0); 74,670 (C-3, CH-B); 125,876 (C-5, CH); 127,209 (C-20,
CH); 128,079 (C-13, CH); 128,125 (C-7, CH); 128,278 (C-6, CH);
128,308 (C-15, CH); 128,566 (C-14, CH); 128,833 (C-22, CH);
129,230 (C-21, CH); 135,904 (C-19, C); 135,904 (C-12, C); 138,823
(C-4, C); 155,828 (C-17, O-C=0); 169,276 (C-9, CONH); 172,000
(C-1, COOCHj).

Dados fisicos de (50b): sélido branco amorfo, Rf= 0,38 (com
i-Pr,0/ MeOH 1%); (Exp: p.f.=145-147°C).

RMN de 'H (CDCl, 8): 3,03 (d*, 2H, CH,-CH, J,,_,,= 7,26 Hz);
3,61 (s, 3H, O-CH,;); 4,45 (dd*; 1H, CH-CH,, J,,.,,= 7,26 Hz,

Ji0.16= 14,56 Hz); 4,90 (dd, 1H, CH-a, J, ;= 3,80 Hz, J, 3= 7,60 Hz);
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5,07 (s, 2H, CH,-0); 5,25 (d*, 1H, NH-16, J,¢,,= 14,56 Hz); 5,25 (d*,
1H, CH-B, J,, = 3,80 Hz); 6,53 (d, 1H, NH-8, J,,= 7,60 Hz); 7,14 -
7,32 (m, 15H, C4H.-CH,-O, CH,-CH,-CH e C;H.-CH).

RMN de "*C (CDCL, ): 38,538 (C-11, CH,-CH); 52,403 (C-23,
CH,-0); 56,323 (C-10, CH-CH,); 58,795 (C-2, CH-0); 67,213 (C-18,
CH,-0); 74,297 (C-3, CH-B); 125,755 (C-5, CH); 127,244 (C-20,
CH); 128,082 (C-13, CH); 128,125 (C-7, CH); 128,249 (C-6, CH);
128,322 (C-15, CH); 128,546 (C-14, CH); 128,857 (C-22, CH);
129,303 (C-21, CH); 135,992 (C-19, C); 136,148 (C-12, C); 138,792
(C-4, C); 155,828 (C-17, 0-C=0); 169,421 (C-9, CONH) 171,620
(C-1, COOCH).

5.4.3- Obtenciao de
Carbobenzoxi-N-Metil-L-fenilalanil-7reo-D,L-B-Fenilserina

-OMe (31)

Obteve-se o dipeptideo (81), através do acoplamento de 7,00g
(31,071 mmol) de Treo-D,L-f-Pheser-OMe com 9,736 g
(31,071 mmol) de Z-Me-L-Phe-OH dissolvidos em 20 mL de THF
seco ¢ adi¢do de 4,19 g (31,071 mmol) de HOBt, e 3,42 mL (31,071
mmol, 3,14 g) de N-metilmorfolina. A mistura foi agitada a uma
temperatura aproximada de 0°C (em banho de gelo), adicionando-se
em seguida 6,83 g (33,142 mmol) de diciclohexilcarbodiirnida
(DCCI). A reacao permaneceu sob agitacdo por 1 hora a 0°C e 20

horas a temperatura ambiente. Filtrou-se a DCCU formada e
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evaporou-se o solvente a vacuo, obtendo-se apos os procedimentos de
extracoes, uma massa oleosa levemente amarelada, com rendimento
de 66 %.

Dados fisicos de (51): 6leo amarelado

RMN de 'H (CDCl, §) (diastereoisdbmero em maior propor¢ao):
2,38 (s, 3H, CH;-N); 3,08 (dd*,2H, CH,-CH); 3,66 (s, 3H,0-CH,);
4,77 (q*; 1H, CH-CH,); 4,79 (dd, 1H, CH-a); 5,02 (d, 2H, CH,-O);
5,29 (d*, 1H, CH-B); 7,07 (d*, 1H, NH-8); 7,00 - 7,30 (m, 15H,
C¢H5-CH,-O, C4Hs-CH,-CH e C,H5-CH).

RMN de "C (CDCI, §): 30,179 (C-16, CH,-N); 33,658 (C-11,
CH,-CH); 52,462 (C-23, CH;-0); 58,193 (C-10, CH-CH,); 59,550
(C-2, CH-wo); 67,393 (C-18, CH,-0); 72,825 (C-3, CH-B); 125,513
(C-5, CH); 126,402 (C-20, CH); 127,455 (C-7, CH); 127,894 (C-13,
CH); 127,961 (C-6, CH); 128,229 (C-15, CH); 128,343 (C-14, CH);
128,379 (C-22, CH); 128,675 (C-21, CH); 136,262 (C-19, C);
136,903 (C-12, C); 139,797 (C-4, C); 157,260 (C-17, O-C=0);
169,911 (C-9, CONH) 170,538 (C-1, COOCHj,).

RMN de 'H (CDCI, 8): (diastereoisdmero em menor proporgio)
2,77 (s, 3H, N-CH;); 3,19 (dd, 2H, CH,-CH); 3,69 (s, 3H,0-CH;);
4,68 (q*; 1H, CH-CH,); 4,90 (dd*, 1H, CH-a); 4,93 (d*, 2H, CH,-O);
5,33 (d, 1H, CH-B); 6,76 (d, 1H, NH-8); 7,00 - 7,30 (m, 15H,
C¢H5-CH,-O, C4H5-CH,-CH e C,H5-CH).

RMN de "C (CDC, §): 29,502 (C-16, CH3-N); 33,658 (C-11,
CH,-CH); 52,399 (C-23, CH;-0); 57,841 (C-10, CH-CH,); 58,072
(C-2, CH-m); 67,639 (C-18, CH,-0); 73,034 (C-3, CH-pB); 125,738
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(C-5, CH); 126,402 (C-20, CH); 127,529 (C-7, CH); 127,849 (C-13,
CH); 128,077 (C-6, CH); 128,229 (C-15, CH); 128,343 (C-14, CH);
128,379 (C-22, CH); 128,738 (C-21, CH); 136,167 (C-19, C);
136,792 (C-12, C); 139,797 (C-4, C); 157,067 (C-17, O-C=0);
170,376 (C-9, CONH) 170,494 (C-1, COOCH,).

5.4.4- Obtencio de
Carbobenzoxi-N-Metil-L-fenilalanil-Eritro-D,L-3-Fenilseri
na-OMe (52)

Partindo-se de 0,080 g (0,345 mmol) de Eritro-D,L-Pheser-OMe
(48) dissolvidos em 1mL de THEF, realizou-se o acoplamento com
0,108 g (0,345 mmol) de Z-Me-L-Phe-OH (43), com a adi¢ao de
0,046 g (0,345 mmol) de HOBt, 0,038 mL (0,345 mmol, 0,034 g) de
NMM e 0,075 g (0,368 mmol) DCCI, obteve-se apds 18 horas de
reagdo nas condigdes descritas no item 4.4, o dipetideo (§2) como uma
massa oleosa, que apds ser seca a vacuo fornece um rendimento de
60 %.

Dados fisicos : 6leo amarelado pastoso;

RMN de 'H (CDCl, §) (diastereoisdmero em maior propor¢o):
2,62 (s, 3H, CH;-N); 2,95-3,30 (dd*, 2H, CH,-CH); 3,64 (s, 3H,
O-CHy); 4,89 (q*; 1H, CH-CH,); 4,92 (dd, 1H, CH-a); 5,08 (d, 2H,
CH,-0O); 5,16 (d*, 1H, CH-B); 6,81 (d*, 1H, NH-8); 7,12 - 7,34 (m,
15H, C¢Hs-CH,-O, C;Hs-CH,-CH e C¢Hs-CH).
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RMN de “C (CDCl, 8): 30,854 (C-16, CH3-N); 34,098 (C-11,
CH,-CH); 52,415 (C-23, CH;-0O); 58,885 (C-10, CH-CH,); 60,434
(C-2, CH-o); 67,526 (C-18, CH,-0O); 74,438 (C-3, CH-B); 125,893
(C-5, CH); 126,725 (C-20, CH); 127,631 (C-7, CH); 128,092 (C-13,
CH); 128,299 (C-6, CH); 128,501 (C-15, CH); 128,554 (C-14, CH);
128,889 (C-22, CH); 129,018 (C-21, CH); 136,328 (C-19, C);
136,922 (C-12, C); 138,871 (C-4, C); 157,002 (C-17, O-C=0);
169,672 (C-9, CONH) 170,854 (C-1, COOCHj).

RMN de 'H (CDCI, 8): (diastereoisdmero em menor proporgio)
2,62 (s, 3H, N-CHj); 3,30-295 (dd*, 2H, CH,-CH); 3,69 (s, 3H,
O-CH;); 4,89 (q*; 1H, CH-CH,); 4,92 (dd, 1H, CH-a); 5,08 (d, 2H,
CH,-0); 5,16 (d*, 1H, CH-B); 6,81 (d*, 1H, NH-8); 7,12 - 7,34 (m,
15H, C¢Hs-CH,-O, C,Hs-CH,-CH e C¢Hs-CH).

RMN de “C (CDCl, 8): 30,724 (C-16, CH3-N); 33,881 (C-11,
CH,-CH); 52,562 (C-23, CH;-0); 58,695 (C-10, CH-CH,); 60,237
(C-2, CH-o); 67,718 (C-18, CH,-0O); 74,438 (C-3, CH-B); 126,000
(C-5, CH); 126,725 (C-20, CH); 127,529 (C-7, CH); 127,849 (C-13,
CH); 128,077 (C-6, CH); 128,229 (C-15, CH); 128,343 (C-14, CH);
128,889 (C-22, CH); 129,018 (C-21, CH); 136,328 (C-19, C);
136,922 (C-12, C); 139,078 (C-4, C); 157,002 (C-17, O-C=0);
169,967 (C-9, CONH) 171,120 (C-1, COOCHj,).

5.5- Método geral de hidrolise basica dos dipeptideos (49-52)
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Os ésteres metilicos das misturas diastereoisoméricas dos
dipeptideos (49), (80), (81) e (52) foram dissolvidas em metanol e
com o auxilio de um banho de gelo controlou-se a temperatura do
sistema reacional a aproximadamente 5°C e adicionou-se lentamente
sob agitacao magnética uma solugdo aquosa de NaOH 1N.

Esta mistura reacional foi deixada em repouso a 25°C por 2 horas
e apos adicionou-se uma solucdo de HC1 1IN, sendo o metanol
removido a vacuo. Resfriou-se a solu¢do aquosa acidificando a pH 2-3
com solucdo de HCI 2N. Apds armazenou-se a mistura reacional por
14 horas em geladeira, formando uma massa solida branca para os
dipeptideos (54) e (85) ¢ oleosa para (56) e (87), esta foi decantada,
redissolvida em cloroféormio e seca com Na,SO, anidro,

evaporando-se o solvente logo em seguida.

5.5.1- Sintese do Dipeptideo Z-L.-Phe-Treo-D,L-Pheser-OH (54)
Para obten¢dao do dipeptideo (54), partiu-se de 8,00 g (16,788
mmol) de (49), dissolvidos em 34,26 mL de MeOH com adigdo de
37,11 mL de NaOH IN e 17,13 mL de HCI IN, podendo-se apds a
realizacdo etapas descritas no item (4.4.5), obter o dipeptideo
hidrolisado com um rendimento de 83%, sendo a separacdo das
formas diastereoisoméricas realizada pela precipitacio com
CHCIl;/MeOH.
Dados fisicos de (54a): solido branco, (Exp: p.f.= 140-142°C).
RMN de 'H (DMSO-d; 8): 2,96-2,66 (dd, 2H, CH,-CH,
L= 3,58 Hz, J,;-.0= 11,10 Hz J,,;;- = 13,78 Hz); 4,22 (dd*; 1H,
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CH-CH,); 4,30 (dd, 1H, CH-0, J, ;= 4,14 Hz, J, ;= 7,24 Hz); 4,93 (s,
2H, CH,-0O) 5,07 (d, 1H, CH-B, J;,= 4,14 Hz); 7,17 - 7,32 (m, 15H,
C¢H5-CH,-O, C4Hs-CH,-CH e C;H5-CH).

RMN de "*C (DMSO-d¢8): 37,191 (C-11, CH,-CH); 56,570
(C-10, CH-CH,); 57,503 (C-2, CH-a); 65,142 (C-18, CH,-0O); 71,554
(C-3, CH-B); 126,098 (C-5, CH); 126,465 (C-15, CH); 127,234
(C-20, CH); 127,244 (C-7, CH); 127,551 (C-6, CH); 127,891 (C-21,
CH); 127,954 (C-22, CH); 128,236 (C-14, CH); 129,106 (C-13, CH);
136,955 (C-19, C); 138,238 (C-12, C); 142,513 (C-4, C); 155,689
(C-17, O-C=0); 171,478 (C-9, CONH) 171,059 (C-1, COOH).

Dados fisicos de (54b): massa oleosa branca, que ndo fornece

bons espectros de ressonancia.

5.5.2- Sintese do Dipeptideo Z-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-OH (55)

A hidrélise de 0,100 g (0,209 mmol) do dipeptideo (80) foi
realizada pela dissolucao em 0,42 mL de MeOH com a adigado de
0,46 mL de NaOH 1N e 0,21 mL de HCI 1N, assim como descrito no
método geral, obtendo-se um sélido branco com rendimento de 77%,

que so foi analisado por CCD.

5.5.3- Sintese do Dipeptideo Z-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-OH
(20)
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Dissolvendo-se 9,00 g (18,346 mmol) do dipeptideo (§1) em
37,44 mL de MeOH, e se adicionando 40,56 mL de NaOH 1N e
18,72 mL de HCI 1N, pode-se hidrolisar este peptideo obtendo-se uma
massa oleosa esverdeada, que quando liofilizada solidifica-se, com um
rendimento de 87%.Igualmente ao peptideo (54b) esse ndo fornece

boas analises por RMN.

5.5.4- Sintese do Dipeptideo Z-Me-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-OH
(22)

Partindo-se de 0,100 g (0,203 mmol) do dipeptideo (53)
dissolvidos em 0,41 mL de MeOH, com a adi¢ao de 0,44 mL de
NaOH 1IN e 0,20 mL de HCI IN, obteve-se o dipeptideo hidrolisado
(87) na mesma forma de massa oleosa amarelada, com um rendimento

de 70% que por estar em pouca quantidade so6 foi analisado por CCD.

5.6- Sintese dos Tripeptideos: Método Geral

Uma mistura dos dipeptideos com a funcao carboxila livre, e

quantidades equimolares de HOBt, do aminoacido isoleucina

esterificado (88) e NMM sao dissolvidos em THF seco a 0°C, sob
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atmosfera de argonio, adicionando-se em seguida um excesso de
0,27 mmol de DCCI.

Essa mistura foi deixada sob agitagdao a 0°C por 1 h e por mais
24 h a temperatura ambiente. A DCCU formada foi entdo removida
por filtracdo e o solvente evaporado, residuo formado foi redissolvido
em acetato de etila e lavado com uma solucdo saturada de NaHCO;
Extraiu-se a fase aquosa com acetato de etila (3 x 20 mL). A fase
organica foi extraida com solu¢do aquosa de acido citrico a 10 %
(p/v), seguida de solugdo NaHCO; e 4gua. Secou-se a fase organica e

evaporou-se o solvente.

5.6.1- Sintese do Tripeptideo Z-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe
(39a)

Obtido a partir de 2,50 g (5,40mmol) do dipeptideo
Z-L-Phe-Treo-L-Pheser-OH (54a), 0,729 g (5,40 mmol) HOBt, 0,595
mL (0,546 g, 5,40 mmol) de NMM, 0,784 g (5,40 mmol) do
aminoacido esterificado isoleucina e¢ 1,16 g (5,67 mmol) de DCCI
dissolvidos em SmL de THF seco e com um rendimento de 72%.

Dados fisicos : solido branco; (Exp: p.f.= 144 - 145°C)

RMN de 'H (CDCl, 8) (59a): 0,89 (d*; 3H, CH,;-CH); 0,91 (t*;
3H, CH;-CH,); 0,90 - 1,24 (m, 2H, CH;-CH,-CH); 2,16 (m, 1H,
CH;-CH-CH,); 2,83 - 2,96 (dd; 2H, Ph-CH,-CH J ¢ ,=6,34 Hz;
J5.17=7,40 Hz; J,5,5=14,00 Hz); 3,74 (s, 3H, CH;-0O); 4,37 (dd;1H,
CH-CH,, J,;,5=13,68 Hz; J;.,&—~ 634 Hz); 448 (dd; I1H,
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NH-CH-COOCHS,, J, ;= 8,30 Hz; J,.,= 5,12 Hz); 5,07 (d*, 2H, NH-23,
Jysn= 13,68 Hz); 5,28 (s, 2H, CH,-0); 4,64 (dd; 1H, CH-0,
Jo15=7,68 Hz; Joo= 2,96 Hz); 5,29 (d; 1H, CH-B, J,05= 2,96 Hz); 6,83
(d, 1H, NH-CH-0, J;55= 7,68 Hz); 7,09 - 7,37(m*, 15H, C,H-CH,
CH.-CH,, C;H.-CH,-0); 7,10 (d; 1H, NH-7, J,.= 8,30 Hz).

RMN de C (CDCL, 8) (59a): 11,523 (C-5, CHy-CH,); 15,451
(C-6, CH,-CH); 25,093 (C-4, CH,-CH,-CH); 37,598 (C-3,
CH,-CH-CH); 37,806 (C-18, (Ph-CH,-CH); 52,145 (C-30, CH,-O);
56,217
(C-17, CH-CH,); 56,787 (C-2, CH-CHCOOCHS,); 57,556 (C-9,
CH-0); 67,252 (C-25, CH,-0); 71,829 (C-10, CH-B); 125,730 (C-12,
CH); 127,191 (C-20, CH); 127,932 (C-14, CH); 128,034 (C-27, CH);
128,293 (C-13, CH); 128,406 (C-29, CH) 128,576 (C-22, CH);
128,871 (C-21, CH); 129,046 (C-28, CH); 135,864(C-19, C); 135,915
(C-26, C); 138,871 (C-11, C); 155,960 (C-24, COOCH,); 170,136
(C-8, CO-NH); 171,606 (C-1, CO-OCHS,); 171,799 (C-16, CO-NH).

5.6.2- Sintese do Tripeptideo Z-L-Phe-Treo-D-Pheser-L-Ile-OMe
(39b)

Obtido a partir de 2,50 g (5,40mmol) do dipeptideo
Z-L-Phe-Treo-D-Pheser-OH (54b), 0,729 g (5,40 mmol) HOBt, 0,595
mL (0,546 g, 5,40 mmol) de NMM, 0,784 g (5,40 mmol) do
aminoacido esterificado isoleucina e¢ 1,16 g (5,67 mmol) de DCCI

dissolvidos em SmL de THF seco e com um rendimento de 69%.
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Dados fisicos : solido branco; (Exp: p.f.=167-168°C)

RMN de 'H (CDCl, 6) (39b): 0,88 (t*; 3H, CH;-CH,,

Js.= 7,4 Hz); 0,91 (d; 3H, CH;-CH, J¢,= 6,8 Hz); 1,15 - 1,38 (m, 2H,
CH;-CH,-CH); 1,87 (m, 1H, CH;-CH-CH,); 2,77 - 2,96 (dd; 2H,
Ph-CH,-CH J5.,,=5,68 Hz, J5.,,=7,90 Hz; J5.,5=14,00 Hz); 3,66 (s,
3H, CH;-0); 4,30 (dd;1H, CH-CH,, J,,.,5=5,68 Hz, J ;.= 7,90 Hz,
J17.05= 6,80 Hz); 4,49 (dd; 1H, NH-CH-COOCH;, J, = 8,24 Hz;

J,,= 4,88 Hz); 4,71 (dd, 1H, CH-qa, J, ;5= 6,60 Hz, J, .= 2,12 Hz);
5,03 (q*, 2H, CH,-0, J,5,-=12,30 Hz); 5,28 (d, 2H, NH-23,

Js.—= 6,80 Hz); 5,33 (d*; 1H, CH-B, J,,,= 2,12 Hz); 6,98 (d, 1H,
NH-CH-a, J;50= 7,9 Hz); 7,18 - 7,34(m*, 15H, C;Hs-CH, C;Hs-CH,,
C¢Hs-CH,-0); 7,10 (d; 1H, NH-7, J,4= 8,30 Hz).

RMN de “C (CDCl; 8) (89b): 11,535 (C-5, CH;-CH,); 15,557
(C-6, CH;-CH); 25,175 (C-4, CH;-CH,-CH); 37,137 (C-3,
-CH;-CH-CH); 37,600 (C-18, (Ph-CH,-CH); 52,117 (C-30, CH;-O);
56,411
(C-17, CH-CH,); 57,059 (C-2, CH-CHCOOCH,;); 58,268 (C-9,
CH-a); 67,094(C-25, CH,-O); 72,060 (C-10, CH-B); 125,792 (C-12,
CH); 127,0,38 (C-20, CH); 127,896 (C-14, CH); 127,983 (C-27, CH);
128,203 (C-13, CH); 128,460 (C-29, CH) 128,514 (C-22, CH);
128,639 (C-21, CH); 129,092 (C-28, CH);, 135,934 (C-19, C);
136,020 (C-26, C); 139,221 (C-11, C); 156,056 (C-24, COOCH,);
170,737 (C-8, CO-NH); 172,025 (C-1, CO-OCH,); 172,130 (C-16,
CO-NH).
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5.6.3- Sintese do Tripeptideo
Z-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (60)

Obtido a partir de 0,070 g (0,151mmol) do dipeptideo
Z-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-OH (85), 0,020 g (0,151 mmol) HOB,
0,016 mL (0,015 g, 0,151 mmol) de NMM, 0,021 g (0,151 mmol) do
aminoacido esterificado isoleucina e 0,032 g (0,158 mmol) de DCCI
dissolvidos em 0,5 mL de THF seco e com um rendimento de 60%.

Dados fisicos de: solido branco

5.6.4- Sintese do Tripeptideo
Z-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (61)

Obtido a partir de 6,00 g (12,591 mmol) do dipeptideo
Z-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-OH (56), 1,70 g (12,591 mmol) HOBt,
1,38 mL (1,273 g, 12,591 mmol) de NMM, 1,82 g (12,591 mmol) do
aminodcido esterificado isoleucina e 2,72 g (13,205 mmol) de DCCI
dissolvidos em 10 mL de THF seco com um rendimento de 65%.

Dados fisicos: 6leo pastoso e amarelado

RMN de 'H (CDCl, 8) (diastereoisdmero em maior propor¢o):
0,74 (d*, 3H, CH;-CH); 0,82 (t*, 3H, CH;-CH,); 0,99 — 1,28 (m, 2H,
CH,-CH;); 1,77 (m, 1H, CH;-CH-CH,); 2,57 (s, 3H, CH;-N);
3,11-3,15-3,18 (ddd, 2H, CH,-CH, J 5 ;= 5,20 Hz, J¢_.;= 5,60 Hz,
Jis19= 6,00 Hz); 3,61 (s, 3H, O-CHs;); 4,42 (dd; 1H, CH-CH,,

J17.5= 8,00 Hz, J ;.= 13,20 Hz); 4,60 (dd*, 1H,CH-COOCH;,
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J,.,= 7,60 Hz); 4,85 (dd*, 1H, CH-a); 5,08 (q*, 2H, CH,-0); 5,30 (d*,
1H, CH-B); 6,95 (d*, 1H, NH-15); 7,05 (d*, NH-7, J,,= 7,60 Hz);
7,09 - 7,26 (m, 15H, C4Hs-CH,-O, C(H5s-CH,-CH e C;Hs-CH).

RMN de “C (CDCl, §): 11,500 (C-5, CH,-CH); 15,530 (C-6,
CH;-CH,); 24,945 (C-4, CH,-CH,); 30,089 (C-23, CH;-N); 33,733
(C-18, CH,-CH); 37,399 (C-3, CH;-CH-CH,); 52,080 (C-30, CH;-0O);
56,612 (C-17, CH-CH,); 57,164 (C-2, CH-COOCH;); 58,658 (C-9,
CH-a); 67,549 (C-25, CH,-0); 71,187 (C-10, CH-B); 125,577 (C-12,
CH); 126,547 (C-20, CH); 127,282 (C-14, CH); 127,649 (C-27, CH);
127,785 (C-13, CH); 128,066 (C-29, CH); 128,291 (C-22, CH);
128,460 (C-21, CH); 128,786 (C-28, CH); 136,237 (C-19, C);
137,302 (C-26, C); 139,473 (C-11, C); 156,718 (C-24, N-COOCH,);
170,747 (C-8, CONH) 171,608 (C-1, COOCH;); 172,528 (C-16,
CONH).

RMN de 'H (CDCI, 8): (diastereoisdmero em menor propor¢io)
0,84 (d*, 3H, CH;-CH); 0,82 (t*, 3H, CH;-CH,); 1,15 — 1,38 (m, 2H,
CH,-CH;); 1,87 (m, 1H, CH;-CH-CH,); 2,24 (s, 3H, CH;-N);
3,11-3,15-3,18 (ddd, 2H, CH,-CH, J5.,,= 5,20 Hz, J5-.;= 5,60 Hz,
Jis.18= 6,00 Hz); 3,66 (s, 3H, O-CHs); 4,42 (dd; 1H, CH-CH,,

Ji7.5= 8,00 Hz, J ;.= 13,20 Hz); 4,56 (dd*, 1H,CH-COOCH;,

J,.,= 8,00 Hz, J,;= 2,40 Hz); 4,85 (dd*, 1H, CH-a); 5,05 (q*, 2H,
CH,-0); 5,32 (d*, 1H, CH-B); 6,98 (d*, 1H, NH-15); 7,05 (d*, NH-7,
J.,= 8,00 Hz); 7,09 - 7,26 (m, 15H, C;Hs-CH,-O, C(H5s-CH,-CH ¢
C¢Hs-CH).
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RMN de “C (CDCL 8): 11,448 (C-5, CH,-CH); 15,355 (C-6,
CH,-CH,); 25,161 (C-4, CH,-CH,); 30,089 (C-23, CH,-N); 33,805
(C-18, CH,-CH); 36,916 (C-3, CH,-CH-CH,); 52,080 (C-30, CH,-O);
56,842 (C-17, CH-CH,); 57,362 (C-2, CH-COOCH,); 60,016 (C-9,
CH-0); 67,549 (C-25, CH,-0); 71,815 (C-10, CH-B); 125,434 (C-12,
CH); 126,547 (C-20, CH); 127,282 (C-14, CH); 127,649 (C-27, CH);
127,785 (C-13, CH); 128,066 (C-29, CH); 128,291 (C-22, CH);
128,460 (C-21, CH); 128,786 (C-28, CH); 136,237 (C-19, C);
136,873 (C-26, C); 139,157 (C-11, C); 156,910 (C-24, N-COOCH,);
170,747 (C-8, CONH) 171,257 (C-1, COOCH;); 172,528 (C-16,
CONH).

5.6.5- Sintese do Tripeptideo
Z-Me-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (62)

Obtido a partir de 0,061 g (0,130 mmol) do dipeptideo
Z-Me-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-OH (87), 0,017 g (0,130 mmol)
HOB,

0,014 mL (0,013 g, 0,130 mmol) de NMM, 0,018 g (0,130 mmol) do
aminoacido esterificado isoleucina e 0,028 g (0,136 mmol) de DCCI
dissolvidos em 0,5 mL de THF seco e com um rendimento de 48%.

Dados fisicos: 6leo amarelado pastoso

RMN de 'H (CDCl, §) (diastereoisdbmero em maior propor¢ao):
0,81 (d, 3H, CH;-CH, J,;= 6,80 Hz); 0,90 (t*, 3H, CH;-CH,); 1,10 —
1,31 (m, 2H, CH,-CH,); 1,84 (m, 1H, CH;-CH-CH,); 2,74 (s, 3H,
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CH;-N); 2,96-3,19 (dd*, 2H, CH,-CH, J5.;,= 6,16 Hz, J5.;,= 10,24
Hz, Ji.3= 1596 Hz);, 3,74 (s, 3H, O-CHj); 4,48 (dd; I1H,
CH-COOCH;_J,5=5,15 Hz, J, = 9,84 Hz); 4,71 (dd*, 1H, CH-CH,,
Ji7.09= 10,24 Hz, J,;.,4=6,16 Hz); 4,93 (dd*, 1H, CH-w); 5,07 (q*, 2H,
CH,-0); 5,37 (d*, 1H, CH-B); 5,35 (d*, 1H, NH-15); 7,10 (d*, NH-7,
J.,= 9,84 Hz); 7,24 - 7,45 (m, 15H, C;Hs-CH,-O, C¢(Hs-CH,-CH ¢
C¢Hs-CH).

RMN de “C (CDCI; 8): 11,484 (C-5, CH;-CH); 15,429 (C-6,
CH;-CH,); 25,017 (C-4, CH,-CHy); 29,611 (C-23, CH;-N); 33,772
(C-18, CH,-CH); 37,485 (C-3, CH;-CH-CH,); 52,137 (C-30, CH;-0O);
55,937 (C-17, CH-CH,); 56,659 (C-2, CH-COOCH,;); 57,275 (C-9,
CH-a); 67,293 (C-25, CH,-0O); 71,213 (C-10, CH-B); 125,438 (C-12,
CH); 126,523 (C-20, CH); 127,840 (C-14, CH); 128165 (C-27, CH);
128,314 (C-13, CH); 128,364 (C-29, CH); 128,444 (C-22, CH);
128,529 (C-21, CH); 129,328 (C-28, CH); 136,606 (C-19, C);
137,684 (C-26, C); 139,117 (C-11, C); 156,278 (C-24, N-COOCH,);
169,551 (C-8, CONH) 170,941 (C-1, COOCH;); 171,613 (C-16,
CONH).

RMN de 'H (CDCl, §): (diastereoisdbmero em menor proporgao)

0,81 (d, 3H, CH;-CH, J, ;= 6,80); 0,90 (t*, 3H, CH3-CH,); 1,10 —
1,31 (m, 2H, CH,-CH,); 1,84 (m, 1H, CH;-CH-CH,); 2,31 (s, 3H,
CH;-N); 2,96-3,19 (dd*, 2H, CH,-CH, J5.,= 6,16 Hz, J5. ;= 10,24
Hz, Ji.9= 1596 Hz); 3,74 (s, 3H, O-CHj); 4,50 (dd; I1H,
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CH-COOCH, J,,= 5,24 Hz, I, = 9,84 Hz); 4,66 (dd*, 1H, CH-CH,,
Jipae= 10,24 Hz, J,,.,4=6,16 Hz); 4,93 (dd*, 1H, CH-); 5,07 (q*, 2H,
CH,-0); 5,37 (d*, 1H, CH-); 5,19 (d*, 1H, NH-15); 7,10 (d*, NH-7,
J,,= 9,84 Hz); 7,24 - 7,45 (m, 15H, C;H,-CH,-O, CH,-CH,-CH e
CH,-CH).

RMN de C (CDCL 8): 11,554 (C-5, CH,-CH); 15,635 (C-6,
CH,-CH,); 25,017 (C-4, CH,-CH,); 29,893 (C-23, CH,-N); 33,878
(C-18, CH,-CH); 36,851 (C-3, CH,-CH-CH,); 52,137 (C-30, CH,-O);
55,937 (C-17, CH-CH,); 56,659 (C-2, CH-COOCH,); 57,203 (C-9,
CH-0); 67,619 (C-25, CH,-0); 71,213 (C-10, CH-B); 125,553 (C-12,
CH); 126,523 (C-20, CH); 127,630 (C-14, CH); 128165 (C-27, CH);
128,314 (C-13, CH); 128,364 (C-29, CH); 128,444 (C-22, CH);
128,523 (C-21, CH); 129,328 (C-28, CH); 136,140 (C-19, C);
137,298 (C-26, C); 139,117 (C-11, C); 155,428 (C-24, N-COOCH,);
169,551 (C-8, CONH) 170,123 (C-1, COOCH,); 171,613 (C-16,
CONH).
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5.7- Desprotecio do Grupamento Carbobenzoxi dos tripeptideos

formados: Método Geral

Em um baldo de duas bocas, dissolveu-se cada um dos
tripeptideos (89), (60) ¢ (61) em metanol absoluto e se adicionou,
quantidades cataliticas de 10% Pd/C, a esta mistura, foi entdo passado
um fluxo continuo de H, (por borbulhamento) sob agitacdo magnética
a temperatura ambiente. Sendo esses interrompidos somente ao
término da reagdo acompanhado por CCD.

Depois de completada a reacdo, filtrou-se a mesma em coluna
cromatografica empacotada com celite e utilizando-se metanol como
fase movel, obtendo-se apos a evaporagao do solvente, rendimentos

que variam de 88-64%.

5.7.1- Sintese dos tripeptideos
NH,-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe (63a) e
NH,-L-Phe-Treo-D-Pheser-L-Ile-OMe (63b).

Partindo-se de 1,50 g (2,543 mmol) dos tripeptideos protegidos
Z-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe (89a) e
Z-L-Phe-Treo-D-Pheser-L-Ile-OMe (89b), dissolvidos em 20 mL de
MeOH, obteve-se os tripeptideos hidrogenados (63a) e (63b) pelo
borbulhamento de H, a essa solucdo contendo quantidades cataliticas

de 10% Pd/C durante
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5 horas a temperatura ambiente, com os respectivos rendimentos de

88 e 75%.

Dados fisicos de (63a): solido branco

RMN de 'H (CDCI;8): 0,88 (d; 3H, CH;-CH, J¢ ;= 6,84 Hz); 0,90
(t; 3H, CH;5-CH,, J5s,=6,52 Hz); 1,16 (m, 1H, CH;-CH,-CH); 1,44 (m,
1H, CH;-CH,-CH); 1,90 (m, 1H, CH;-CH-CH,); 2,27; 3,00 (dd; 1H,
Ph-CH,-CH; J5,7=4,00 Hz; J,¢.,;=9,50 Hz; J,5,5=13,70 Hz); 3,58
(dd;1H, CH-CH,, J,,.,s=3,85 Hz; J,;,;= 9,44 Hz); 3,75 (s, 3H, CH;-0);
4,63 (dd; 1H, CH-a, J,,5=7,84 Hz; J,,= 2,60 Hz); 4,48 (dd; 1H,
NH-CH-COOCHs, J,= 8,30 Hz; J, ;= 3,16 Hz); 5,36 (d; 1H, CH-B,
Ji0.5= 2,60 Hz); 7,30 (d*, 1H, NH-CH-COOCH;) 7,06 - 7,33(m*, 10H,
CcHs-CH, C,Hs-CH,); 8,21 (d; 1H, NH-CH-a,

J15.9= 7,84 Hz).

RMN de C (CDCl, 8) (63a): 11,529 (C-5, CH;-CH,); 15,480
(C-6, CH;-CH); 25,073 (C-4, CH;-CH,-CH); 37,602 (C-3,
-CH;-CH-CH); 40,411 (C-18, (Ph-CH,-CH); 52,144 (C-24, CH;-0O);
56,704
(C-2, CH-CH); 56,224 (C-17, CH-NH,); 57,339 (C-9, CH-a); 71,921
(C-10, CH-B); 125,874 (C-12, CH); 126,894 (C-20, CH); 127,804
(C-14, CH); 128,296 (C-13, CH); 128,740 (C-22, CH); 129,141
(C-21, CH); 137,227(C-19, C); 139,165(C-11, C); 171,035 (C-8,
CO-NH); 171,660 (C-1, CO-OCHs;); 175,466 (C-16, CO-NH).

Dados fisicos de (63b): 6leo pastoso
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RMN de 'H (CDCI;8): 0,81 (d; 3H, CH;-CH, J¢ ;= 6,80 Hz); 0,91
(t; 3H, CH;-CH,, J5,=7,80 Hz); 1,18 (m, 1H, CH;-CH,-CH); 1,25 (m,
1H, CH;-CH,-CH); 1,84 (m, 1H, CH;-CH-CH,); 2,67; 3,20 (dd; 1H,
Ph-CH,-CH J5.,= 3,76 Hz; Js-.;; = 7,90 Hz; J,5,4=14,00 Hz); 3,60
(dd;1H, CH-CH,, J,;.4=3,76 Hz; J,;.,s= 7,90 Hz); 3,65 (s, 3H,
CH;-0); 4,44 (dd; 1H, NH-CH-COOCHs;, J, .= 7,44 Hz;

J,5= 5,04); 4,60 (dd; 1H, CH-0, Jo5= 6,04 Hz; Jo,,= 2,32 Hz); 5,35
(d; 1H, CH-B, J,0o= 2,32 Hz); 7,15 (d, 1H, NH-CH-COOCH;,

J.,= 7,44 Hz) 7,19 - 7,49(m*, 10H, C;Hs-CH, C;Hs-CH,); 8,31 (d;
1H, NH-CH-aq, J,5.o= 6,04 Hz).

RMN de “C (CDCL, 8) (63b): 11,499 (C-5, CH;-CH,); 15,622
(C-6, CH;-CH); 25,191 (C-4, CH;-CH,-CH); 37,193 (C-3,
-CH;-CH-CH); 39,890 (C-18, (Ph-CH,-CH); 52,165 (C-24, CH;-0O);
56,963
(C-2, CH-CH); 56,194 (C-17, CH-NH,); 58,190 (C-9, CH-w); 72,243
(C-10, CH-B); 126,036 (C-12, CH); 127,028 (C-20, CH); 128,779
(C-14, CH); 128,337 (C-13, CH); 128,774 (C-22, CH); 129,319
(C-21, CH); 136,889 (C-19, C); 139,463 (C-11, C); 170,737 (C-8,
CO-NH); 171,229 (C-1, CO-OCHy); 172,219 (C-16, CO-NH).

5.7.2- Sintese do tripeptideo
NH,-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (64)

Obtido a partir de uma mistura de 0,045 g (0,0763 mmol) do
tripeptideo  Z-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (60) dissolvidos
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em 1 mL de MeOH, com quantidades cataliticas de 10% Pd/C
(proporcionais a rea¢do), pelo borbulhamento de H, por 2 horas,com

rendimento de 67% na forma de um 6leo pastoso.

5.7.3- Sintese do tripeptideo
N-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (65)

Pode-se obter tripeptideo hidrogenado (6S5), a partir de 4,00 g
(6,625 mmol) do tripeptideo
Z-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (61), dissolvido em 20 mL
de MeOH e com a adi¢do de quantidades cataliticas de 10% Pd/C pela
passagem de H, por borbulhamento durante 6 horas, fornecendo um
rendimento de 64%.

Dados fisicos : s6lido levemente amarelado

RMN de 'H (CDCl, §): (diastereoisdbmero em maior propor¢io)
0,80 (d*; 3H, CH;-CH); 0,92 (t*; 3H, CH3-CH,); 1,28 (m, 1H,
CH;-CH,-CH); 143 (m, 1H, CH;-CH,-CH); 1,86 (m, 1H,
CH;-CH-CH,); 2,26 (s, 3H, N-CH;); 2,31; 2,58 (d*;1H, CH-CH,);
3,25 (dd*; 1H, Ph-CH,-CH); 3,65 (s, 3H, CH;-O); 4,44 (dd; 1H,
NH-CH-COOCH,); 4,98 (dd; 1H, CH-a, J,,5=7,88 Hz; Jo.,,= 4,24
Hz); 5,24 (d; 1H, CH-B, J,,.~ 4,24 Hz), 698 (d*, 1H,
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NH-CH-COOCH;) 7,16 - 7,70 (m*, 10H, C;Hs-CH, C,Hs-CH,); 8,75
(d; 1H, NH-CH-a,
J15.0= 7,88 Hz).

RMN de “C (CDCl, 8): 11,373 (C-5, CH,;-CH,); 15,321 (C-6,
CH;-CH); 25,107 (C-4, CH;-CH,-CH); 31,577 (C-23, N-CH,;); 36,208
(C-18, (Ph-CH,-CH); 37,287 (C-3, -CH;-CH-CH); 51,872 (C-24,
CH;-0); 56,845 (C-2, CH-CH); 62,753 (C-17, CH-NH-CHs); 59,292
(C-9, CH-n); 73,260 (C-10, CH-B); 126,382 (C-12, CH); 126,837
(C-20, CH); 127,585 (C-14, CH); 127,845 (C-13, CH); 128,569
(C-22, CH); 129,528 (C-21, CH); 134,208 (C-19, C); 140,046 (C-11,
C); 169,996 (C-8, CO-NH); 166,920 (C-1, CO-OCH;); 171,653
(C-16, CO-NH).

RMN de 'H (CDCl, d): (diastereoisdmero em menor propor¢ao)

0,80 (t*; 3H, CH;-CH,); 0,92 (d*; 3H, CH;-CH); 1,28-1,43 (m,
1H, CH;-CH,-CH); 1,86 (m, 1H, CH;-CH-CH,); 2,31; 2,58 (d*;1H,
CH-CH,); 2,57 (s, 3H, N-CH,); 3,25 (dd*; 1H, Ph-CH,-CH); 3,64 (s,
3H, CH;-0); 4,44 (dd*; 1H, NH-CH-COOCH,); 4,85 (dd; 1H, CH-a,
Jo.1s=7,60 Hz; J,_,,= 3,64 Hz); 5,18 (d; 1H, CH-B, J,,.,= 3,64 Hz); 6,98
(d*, 1H, NH-CH-COOCH;) 7,16 - 7,70 (m*, 10H, C¢Hs-CH,
C¢Hs-CH,); 8,75 (d; 1H, NH-CH-a, J,5.o= 7,88 Hz).

RMN de "C (CDCl, 8): 11,306 (C-5, CH,;-CH,); 15,321 (C-6,
CH;-CH); 25,147 (C-4, CH;-CH,-CH); 32,040 (C-23, N-CHs); 36,208
(C-18, (Ph-CH,-CH); 36,873 (C-3, -CH;-CH-CH); 51,872 (C-24,
CH;-0); 56,960 (C-2, CH-CH); 62,490 (C-17, CH-NH-CH,;); 59,292
(C-9, CH-n); 72,568 (C-10, CH-B); 126,223 (C-12, CH); 127,222
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(C-20, CH); 127,533 (C-14, CH); 127,646 (C-13, CH); 128,569
(C-22, CH); 129,624 (C-21, CH); 133,744 (C-19, C); 139,768 (C-11,
C); 169,097 (C-8, CO-NH); 167,617 (C-1, CO-OCH;); 172,254
(C-16, CO-NH).

5.8- Reaciao de N,N-Dimetilacdo: Método Geral

Os tripeptideos (63a), (63b) e (64) foram dissolvidos em metanol
absoluto e transferidos para o frasco de vidro do hidrogenador, sendo
adicionado a esta solucdo pequenas quantidades (cataliticas) de
catalisador Pd/C e para cada equivalente dos peptideos adicionou-se
dois de formaldeido. O recipiente de vidro foi adaptado ao
hidrogenador e a solu¢do foi entdo submetida a degasamento por
vacuo e pela passagem de um fluxo de H,.

Aplica-se uma pressdo de 3 Kp/cm® de H, € mantém-se 0 meio
reacional sob agitacdo a temperatura ambiente aproximadamente
12 horas. Acompanhou-se a evolu¢do da reacdo pela diminuicdo da
pressao de H, no recipiente e por CCD. Apo6s o término da reagdo
eliminou-se o excesso de catalizador, por filtragdo em coluna

empacotada com fase estacionaria de celite e evaporou-se o solvente.

5.8.1- Sintese dos tripeptideos
N,N-(Me),-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe (66a) e
N,N-(Me),-L-Phe-Treo-D-Pheser-L-Ile-OMe (66b)
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Partindo-se de 0,650 g (1,426 mmol) dos tripeptideos (63a) e
(63b) dissolvidos em 10 mL de MeOH que pela adicao de 0,078 mL
(0,085 g, 2,852 mmol) de solugdo aquosa formaldeido (37%) e
quantidades cataliticas de 10% Pd/C sob pressdo de H, igual a
3 Kp/cm?, por aproximadamente 10 horas, fornece os tripeptideos
dimetilados (66a) e (66b) com os respectivos rendimentos de 80% e
77%.

Dados fisicos de (66a): 6leo amarelado

RMN de 'H (CDCl,46): 0,78 (d; 3H, CH,;-CH, J ;= 6,88); 0,82
(t; 3H, CH;-CH,, J5.,=7,38); 1,06 (m, 1H, CH;-CH,-CH); 1,30 (m, 1H,
CH;-CH,-CH); 1,81 (m, 1H, CH5-CH-CH,); 2,06 (s, 6H,

N-(CHs),); 2,77 (dd; 2H, Ph-CH,-CH J4.,,=5,76 Hz; J¢-.,,=7,78 Hz;
J15.15=14,00 Hz); 3,15 (dd;1H, CH-CH,, J,7.,5=5,76 Hz; J,;.;s= 7,78
Hz); 3,73 (s, 3H, CH;-0); 4,55 (dd; 1H, CH-a, J,_,s=7,60 Hz;

Jo.10= 2,16 Hz); 4,44 (dd; 1H, NH-CH-COOCH;, J, ;= 8,32 Hz;
J,;=5,12 Hz); 5,41 (d; 1H, CH-B, J,,,= 2,16 Hz); 7,33 (d, 1H,
NH-CH-COOCH;, J,= 8,32 Hz); 6,94 - 7,17(m*, 10H, C;Hs-CH,
C¢Hs-CH,); 7,80 (d; 1H, NH-CH-a, J,s.5= 7,6 Hz).

RMN de “C (CDCI; §): 11,442 (C-5, CH;-CH,); 15,453 (C-6,
CH;-CH); 24,887 (C-4, CH;-CH,-CH); 32,458 (C-18, (Ph-CH,-CH);
37,349 (C-3, -CH;-CH-CH); 42,013 (C-23, N-(CH;),); 52,127 (C-24,
CH;-0); 56,735 (C-2, CH-CH); 56,980 (C-9, CH-a); 71,246 (C-17,
CH-N(CH,),); 71,304 (C-10, CH-B); 125,687 (C-12, CH); 126,043
(C-20, CH); 127,724 (C-14, CH); 128,259 (C-13, CH); 128,452
(C-22, CH); 128,972 (C-21, CH); 139,490 (C-19, C); 135,904
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(C-11, C); 171,836 (C-8, CO-NH); 171,609 (C-1, CO-OCHy);
174,132 (C-16, CO-NH).

Dados fisicos de (66b): 6leo amarelado

RMN de 'H (CDCl,6): 0,81 (d; 3H, CH,-CH, J ;= 6,84 Hz); 0,84
(t; 3H, CH;3-CH,, J;,=7,08 Hz); 1,12 (m, 1H, CH;-CH,-CH); 1,33 (m,
1H, CH;-CH,-CH); 1,84 (m, 1H, CH;-CH-CH,); 2,18 (s, 6H,
N-(CHs),); 2,81-3,06 (dd; 2H, Ph-CH,-CH J4.,,=6,08 Hz; J,5._;,= 6,92
Hz; Ji5.,9=14,08 Hz); 3,19 (dd*;1H, CH-CH,); 3,64 (s, 3H, CH;-O);
4,56 (dd; 1H, CH-a, Jo.,5=7,76 Hz; Jy.,= 2,92 Hz); 4,40 (dd; 1H,
NH-CH-COOCH;, J,.= 8,20 Hz; J, ;= 4,82 Hz); 5,23 (d; 1H, CH-,
Ji0.0= 2,88 Hz); 7,08 (d, 1H, NH-CH-COOCHs,, J,,= 8,20 Hz); 7,13 -
7,27 (m*, 10H, C;Hs-CH, C;Hs-CH,); 7,73 (d; 1H, NH-CH-q,

J150= 7,50 Hz).

RMN de “C (CDCI, §): 11,547 (C-5, CH,-CH,); 15,579 (C-6,
CH,-CH); 25,191 (C-4, CH;-CH,-CH); 32,824 (C-18, (Ph-CH,-CH);
37,377 (C-3, -CH;-CH-CH); 41,984 (C-23, N(CHj;),); 52,076 (C-24,
CH;-0); 56,829 (C-2, CH-CH); 57,865 (C-9, CH-a); 70,142 (C-17,
CH-N(CH,),); 71,848 (C-10, CH-B); 125,720 (C-12, CH); 126,224
(C-20, CH); 127,712 (C-14, CH); 128,319 (C-13, CH); 128,388
(C-22, CH); 129,011 (C-21, CH); 139,202 (C-19, C); 139,202

(C-11, C); 171,805 (C-8, CO-NH); 171,076 (C-1, CO-OCHy);
171,076 (C-16, CO-NH).

5.8.2- Sintese do tripeptideo
N,N-(Me),-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (67)
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Obtido com um rendimento de 65%, a partir da reagcdo de 0,020 g
(0,043 mmol) do tripeptideo (64) dissolvido em 0,5 mL de MeOH,
com 0,0023 mL (0,0025 g, 0,086 mmol) de solu¢do aquosa
formaldeido (37%) e quantidades cataliticas de 10% Pd/C sob pressao
de H, igual a 3 Kp/cm?, por aproximadamente 12 horas.

Dados fisicos de: 6leo amarelado

RMN de 'H (CDCl, §): (diastereoisdbmero em maior propor¢ao)

0,63 (d; 3H, CH;-CH, J, ;= 6,80 Hz); 0,72 (t; 3H, CH;-CH,,
Js.+=7,4 Hz; J; .= 3,4 Hz); 0,85 (m, 1H, CH;-CH,-CH); 1,16 (m, 1H,
CH;-CH,-CH); 1,80 (m, 1H, CH;-CH-CH,); 2,34 (s, 6H, N-(CHs),);
2,95-3,08 (dd; 2H, Ph-CH,-CH J 5.,,=3,20 Hz; J 5..,,=8,20 Hz;
J15.19=13,50 Hz); 3,43 (dd;1H, CH-CH,, J,;.;5=3,20 Hz; J,,. ;3= 8,2
Hz); 3,60 (s, 3H, CH;-0O); 4,55 (dd; 1H, CH-a, J,,s=7,70 Hz;

Jo.10= 3,2 Hz); 4,30 (dd; 1H, NH-CH-COOCH;, J, ;= 7,60 Hz;
J,5=4,90 Hz); 5,21 (d; 1H, CH-B, J,,.,= 3,2 Hz); 6,90 (d, 1H,
NH-CH-COOCH;, J.,= 7,6 Hz); 7,14 - 7,27 (m*, 10H, C;Hs-CH,
C¢Hs-CH,); 7,80 (d; 1H, NH-CH-a, J,s.5= 7,7 Hz).

RMN de “C (CDCI; §): 11,433 (C-5, CH;-CH,); 15,271 (C-6,
CH;-CH); 24,966 (C-4, CH;-CH,-CH); 33,260 (C-18, (Ph-CH,-CH);
37,444 (C-3, -CH;-CH-CH); 41,775 (C-23, N-(CH;),); 52,097 (C-24,
CH;-0); 56,574 (C-2, CH-CH); 56,874 (C-9, CH-a); 58,047 (C-17,
CH-N(CH,),); 74,032 (C-10, CH-B); 125,749 (C-12, CH); 125,960
(C-20, CH); 127,735 (C-14, CH); 128,120 (C-13, CH); 128,468
(C-22, CH); 128,972 (C-21, CH); 139,673 (C-19, C); 139,205 (C-11,
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C); 171,532 (C-8, CO-NH); 171,660 (C-1, CO-OCHj;); 172,000
(C-16, CO-NH).

RMN de 'H (CDCl, §): (diastereoisdbmero em menor proporgao)

0,77 (d; 3H, CH;-CH, J, ;= 6,80 Hz); 0,82 (t; 3H, CH;-CH,,
Js.4=17,3 Hz, Js 4= 3,5 Hz); 0,85 (m, 1H, CH;-CH,-CH); 1,16 (m, 1H,
CH;-CH,-CH); 1,75 (m, 1H, CH;-CH-CH,); 2,25 (s, 6H, N-(CHs),);
2,77-2,84 (dd*; 2H, Ph-CH,-CH); 3,56 (dd*;1H, CH-CH,); 3,65 (s,
3H, CH;-O); 4,86 (dd; 1H, CH-a, Jo.;s=7,7 Hz; Jo.,= 2,0 Hz); 4,38
(dd; 1H, NH-CH-COOCH;, J,= 7,60 Hz; J, ;= 4,80 Hz); 5,32 (d; 1H,
CH-B, J,o.o= 2,0 Hz); 6,90 (d, 1H, NH-CH-COOCH;, J,,= 7,6 Hz);
7,14 - 7,27 (m*, 10H, C4Hs-CH, C,Hs-CH,); 7,80 (d; 1H, NH-CH-aq,
Ji50="7,7 Hz).

RMN de “C (CDCI; §): 11,433 (C-5, CH;-CH,); 15,589 (C-6,
CH;-CH); 25,225 (C-4, CH;-CH,-CH); 32,704 (C-18, (Ph-CH,-CH);
37,338 (C-3, -CH;-CH-CH); 41,877 (C-23, N-(CH;),); 52,019 (C-24,
CH;-0); 56,744 (C-2, CH-CH); 57,315 (C-9, CH-a); 58,047 (C-17,
CH-N(CH,),); 74,032 (C-10, CH-B); 125,839 (C-12, CH); 126,593
(C-20, CH); 127,883 (C-14, CH); 128,347 (C-13, CH); 128,514
(C-22, CH); 129,016 (C-21, CH); 139,673 (C-19, C); 135,904 (C-11,
C); 171,532 (C-8, CO-NH); 171,229 (C-1, CO-OCHj;); 172,000
(C-16, CO-NH).

5.9- Determinacio da configuracio absoluta dos tripeptideos

5.9.1- Hidrolise acida dos peptideos:
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Em uma ampola de vidro, adicionou-se 2 a 3 mg do peptideo
juntamente com 2 mL de HCI (tridestilado) = 6N (3-6 mL). O tubo de
vidro foi selado sob vacuo e mantido a 90-120 °C por 24h. Apods
evaporagdo do solvente, o produto foi deixado sob vacuo em
dessecador contendo KOH por mais 12 horas para ser entdo

derivatizado conforme itens 5.1.2 ¢ 5.1.3.

5.9.2- Esterificacao dos aminoacidos

A reacgao de esterificacao foi realizada colocando-se em frasco de
2 mL 1-2 mg do aminodcido padrao (ou produto da hidrélise de cada
tripeptideo), com 1 mL de solucdo de diazometano em éter etilico.
Apo6s 30 minutos a temperatura ambiente, a reagdo ¢ terminada pela

remocao do solvente em corrente de gas nitrogénio.
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5.9.3- N-O- Trifluoracetilagciao

O produto da esterificagdo foi dissolvido em um vidro com
200 pL de diclorometano ¢ 50 uL de anidrido trifluoracético. Apos 30
minutos, a temperatura ambiente, o solvente pode ser removido em

corrente de gas nitrogénio e o produto analisado por C.G.

5.9.4- Reacao de N- Acetilaciao do éster metilico da
Treo-D,L-p-Fenilserina (68).

Em um baldo de fundo redondo, contendo 0,300 g (1,33 mmol)
do cloridrato do éster metilico da Treo-D,L-B-Fenilserina (48) ¢
0,724 g (5,32 mmol) de AcONa dissolvidos em 6,65 mL de agua,
adicionou-se gota a gota 0,37 mL (3,99 mmol) de Ac,0 mantendo-se a
temperatura em aproximadamente de 5°C.

A reagdo permaneceu sob agitagdo a temperatura ambiente
durante a noite, formando-se como produto um so6lido branco que foi
entdo filtrado e recristalizado com agua, com um rendimento de 80%.

Dados fisicos: sélido branco cristalino (Exp: pf.= 168°C); (Lit”:
p.f=181-182°C)

RMN de 'H (DMSO-d, 8): 1,77(s, 3H, N-COCH,;)3,60 (s, 3H,
0O-CHy); 4,56 (dd, 1H, CH-0, J, ;= 3,68 Hz, J, = 8,76 Hz); 5,09 (dd*,
1H, CH-B, J;,= 3,68 Hz); 5,82 (d, 1H, OH, J,, ;= 4,92 Hz); 7,31 (m,
5H, C¢Hy); 8,12 (d, 1H, N-H, J;,= 8,76 Hz).
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RMN de ®C (DMSO-d, §): 22,600 (C-10, N-COCH;); 52,288
(C-11, O-CH3); 58,936 (C-2, CH-q), 72,747 (C-3, CH-B); 126,690
(C-5, CH); 127,675 (C-6, CH); 128,229 (C-7, CH); 142,239 (C-4, C);
170,239 (C-1, COOCHS,); 171,373 (C-9, COCHs).

5.9.5- Reacio do N-Acetil-Treo-D,L-p-Fenilserina-OMe com a

enzima o-Quimotripsina

Com a finalidade de se identificar a ordem de eluicao dos
enantiomeros da 7reo-D,L-fenilserina, em CG quiral, o aminoacido

sofreu o seguinte procedimento:

Em baldo de fundo redondo, 1 mmol do aminoacido
N-Ac-Treo-D,L-Pheser-OMe (68) ¢ suspenso em 50 mL de uma
solucdo aquosa tamponada (fosfato pH=7,70), adiciona-se entdo 20
mg da enzima
a-quimotripsina (56 und./mg de proteina).

Apo6s a adigdo da enzima, mantém-se o pH da solugdo ao seu
valor inicial pela adi¢do de solucao 0,1M de NaOH e cerca de
3,5 horas apos o inicio da reagdo a mesma ¢ extraida com acetato de
etila para remog¢ao do éster nao hidrolisado.

A solugdo ¢ entdo acidificada a pH = 2 com HCI 2N (resfriado) e
novamente extraida com acetato de etila, que remove o produto acido,
a solucdo organica € seca com MgSO, e o solvente evaporado a vacuo.

A seguir os produtos sdo submetidos a uma reacdo de hidrolise

acida com HCIl 6N sob refluxo por 5 horas (reagdo acompanhada por
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CCD revelada com solugdo de ninidrina). Apds, o produto da reacao
pode ser derivatizado com diazometano seguido de anidrido

trifuoracético, sendo possivel entdo analisa-los por CG-quiral.
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6. CONCLUSOES

Conforme as prédisposicoes de sintese em solugdo de
tripeptideos N-monometilados e N, N-dimetilados, precursores de
alcaldides ciclopeptidicos e avaliacdo de suas atividades bioldgicas,
objetivos desse trabalho, pode-se concluir que:

1. Os métodos adotados para a obten¢ao do aminoacido
N-metilado, foram efetivos no sentido de reacdes livres de
racemizagdes, fornecendo Otimos rendimentos, mesmo que
empregando uma etapa reacional a mais.

2. A metodologia (DCCI/HOBT) utilizada para o acoplamento
dos aminoacidos, foi eficiente mesmo para os aminoacidos
N-metilados, cujos acoplamentos sdo ainda uma tarefa muito
desafiadora.

3. Ainda no sentido da obtencdo dos tripeptideos N-metilados,
pode-se dizer que tanto a rota sintética adotada como os métodos de
purificacdo e separacdo, ndao foram os mais adequados ja que
impossibilitaram a separa¢do dos diastereoisomeros formados.

4. Apesar da sintese dos tripeptideos com o aminoacido central
B-fenilserina na forma 7reo ter apresentado bons resultados, a

obtencdo desses na forma diastereoisomérica Eritro, nao foi

SINTESE DE TRIPEPTIDEOS LINEARES N-MONO E N,N-DIMETILADOS



151
CONCLUSOES

igualmente bem sucedida, j& que rendeu pouca quantidade desse

material.

5. Embora o alcaldide ciclopeptidico Condalina-A (6) tenha
excepcional atividade antimicrobiana, os tripeptideos sintetizados nao
corresponderam as expectativas em torno de suas atividades,

indicando a necessidade de maiores estudos a este respeito.
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CAPITULO VI:
1-ESPECTROS SELECIONADOS
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ESPECTROS SELECIONADOS

Figura 26 (b)- Espectro de RMN *C do Z-L-Phe-OH (41).
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ESPECTROS SELECIONADOS

Figura 27 (b)- Espectro de RMN "*C do Z-Me-L-Phe-OMe (42).
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ESPECTROS SELECIONADOS

Figura 28 (b)- Espectro de RMN "C do Treo-D,L-Pheser-OMe (47).
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ESPECTROS SELECIONADOS

Figura 29 (b)- Espectro de RMN "C do L-ILe-OMe (58).
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Figura 30 (a)- Espectro de RMN '™H do
Z-L-Phe-Eritro-L-Pheser-OMe (50b).
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Figura 31 (a)- Espectro de RMN 'H do
Z-Me-L-Phe-Eritro-D,L- Pheser-OMe (52)
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Figura 32 (a)- Espectro de RMN 'H do
Z-L-Phe-Treo-L-Pheser-OH (54a)
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135

Z-L-Phe-Treo-D-Pheser-L-Ile-OMe (539b).
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Figura 34 (a)- Espectro de RMN 'H do
NH,-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-1le-OMe (63a).

¥l RRERERREE REHE HRef: $3E EE TR # - weca
E BEE ARZLERREREL FEF RARE ¥R RE 2= ¢ 0 s
| = LY s || | r - e —
¥ T FONY e plévhe
Trem 3
inarra -t
e 2w Gal 13
coci e .~
_— ! W mn
- ]
20-22 - Fiiom. o8 e
b iy 3w
T “ |
[ - ==
- D
i 4 * T
. me wane) v
I i -
}u 3 CHE
| ez I B
| el - -
2 | ey Ll
S 3
11 10 T | - T
|| o Vo v
1 18 Il nt -
| | ——




173
ESPECTROS SELECIONADOS

Figura 34 (b)- Espectro de RMN "C do NH,-L-Phe-Treo-L-Pheser-
L-Ile-OMe (63a).
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Figura 35 (a)- Espectro de RMN 'H do
-Z-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-L-1le-OMe (62).
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Figura 35 (b)- Espectro de RMN "C do
Z-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (62).
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Figura 36 (a)- Espectro de RMN 'H do
Z-Me-L-Phe-Eritro-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (64).
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Figura 37 (a)- Espectro de RMN 'H do
N-Me-L-Phe-Treo-D,L-Pheser-L-Ile-OMe (65).
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Figura 37 (b) - Espectro de RMN "*C do N-Me-L-Phe-Treo-D,L-
Pheser-L-lle-OMe (85).
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Figura 38 (b)- Espectro de RMN "C do
N,N-(Me),-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-Ile-OMe (66a).
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Figura 38 (c)- Espectro de RMN DEPT 135 do
N,N-(Me).-L-Phe-Treo-
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Figura 38 (d)- Espectro de RMN COSY 45 do

N,N-(Me).-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-lle-OMe (66a)
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Figura 38 (f)- Espectro de RMN HMBC do
N,N-(Me),-L-Phe-Treo-L-Pheser-L-lle-OMe (66a)
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Figura 39 (a)- Espectro de RMN 'H do
N.N'-(Me),-L-Phe-Eritro- D,L-Pheser-L-lle-OMe
(67).

Figura 39 (b)- Espectro de RMN "°C do
N,N'-(Me),-L-Phe-Eritro-
D,L-Pheser-L-lle-OMe (67).
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