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RESUMO

As Bleomicinas (BLMs) constituem uma familia de antibidticos
glicopeptidicos antitumorais, descoberta por Umezawa em culturas do
Streptomyces verticillus, e foi o primeiro agente anti-tumoral a mostrar
especificidade na distribuicdo e metabolismo tecido/6rgdo, tendo um efeito
terapéutico principal unico, em particular, cancer. Associadas com outros
quimioterapicos sao clinicamente utilizadas no tratamento de linfomas de
Hodgkin’s, carcinomas de pele, cabega e pescogo, tumores de testiculos e
ovarios. As BLMs apresentam também propriedades antivirais, inibindo a
replicacdo do HIV-1, e em combinagdo com outros agentes antivirais s&o
utilizadas no tratamento da AIDS.

A importancia das BLMs na medicina despertou, nas ultimas trés
décadas, grande interesse na sintese de analogos simplificados, tais como os
sistemas PYML, HPH e HPH-Pep. De maneira geral, esses sistemas contem
ligacbes amidicas, as quais se assemelham as ligagcdes peptidicas presentes nas
BLMs. Assim, este trabalho se fundamentou no desenvolvimento de uma
metodologia simples e eficiente na elaboragdo de modelos relacionados a BLM e
outras metaloenzimas utilizando o método do cloreto de acido na formacédo da
ligacdo amidica. Para efeito de comparagéo, esta metodologia foi aplicada na
sintese do composto HPH-Pep (1), previamente preparado por Otsuka (74% de
rendimento), reagindo o dicloreto de picolila (8) com histidinato de metila (9). Este
procedimento se mostrou um método alternativo, menos laborioso e com
rendimento satisfatorio (70%). Esta metodologia foi aplicada, com sucesso, nas
construgbes dos compostos, ainda inéditos, HFH-Pep-COOMe-OMe (3) e HFH-
Pep-COOMe-0OBn (4).

O tratamento dos compostos 1 e 4 com NaOH em MeOH forneceu os
derivados acidos HPH-Pep-COOH (2) e HFH-Pep-COOH-OBn (6) em bons
rendimentos.

A reacgao de hidrogendlise do composto 6 levou ao produto desejado
HFH-Pep-COOH-OH (7) quantitativamente.

IX



ABSTRACT

Bleomycins (BLMs) are a family of glycopeptides antitumor antibiotics
discovered by Umezawa from cultures of Streptomyces verticillus, and are now
clinically used in the treatment of Hodgkin’s lymphoma, carcinomas of the skin,
head and neck, and tumors of testicles and ovary. They have also antiviral
properties and inhibit HIV-1 replication and they are used in the treatment of AIDS
in combination with other antiviral agents. In addition to their medicinal importance
they have attracted a great deal of structural and synthetic studies because of their
unique mechanism of action.

In the last three decades, many studies have been performed on the
synthesis of simplified analogs of BLMs such as PYML, HPH and HPH-Pep. These
analogs present amide functionality which resemble peptide bonding found in
BLMs. Therefore, this work is based on the development of a simple and an
efficient methodology to the construction of BLM related models and other
metalloenzymes by the use of acid chlorides in amide bond formation. In order to
compare this methodology to that one applied by Otsuka (74% vyield), it was carried
out the reaction of dipicolyldichloride (8) with histidine methyl ester (9) to prepare
HPH-Pep (1). This procedure is very reliable, provides a reasonable yield (70%)
and gives easy isolation of the product (1) with high purity. This method was also
applied successfully to the construction of new compounds HFH-COOMe-OMe (3)
and HFH-COOMe-OBn (4).

Basic hydrolysis of compounds 1 and 3 with NaOH in MeOH led to
compounds HPH-Pep-COOH (2) and HFH-COOH-OBn (6) respectively in good
yields.

Hydrogenolysis of compound 6 provided the desired compound HFH-
Pep-COOH-OH (7) quantitatively.



1- INTRODUCAO
1.1- Bleomicina

A Bleomicina (BLM) constitui uma familia de antibiéticos glicopeptidicos
antitumorais, descoberta em culturas do fungo Streptomyces verticillus em 1962, e
publicada em 1966 por Umezawa et al.". Similar a muitas outras substancias
encontradas na natureza, a BLM é isolada como uma mistura de diversos
analogos (11 moléculas), que diferem na parte amino terminal, sendo as BLM A; e

B, as mais abundantes.? > (Figura 1)

Aq: R = NH(CH,)3SOCH,

Az: R = NH(CH,)3S*(CH3),

\J\H/ ) R Demethyl-A,: R = NH(CH,)3SCH3
A2'_a: R = NH(CH2)4NH2

HzN

N
| \ S AZ'—b: R = NH(CH2)3NH2
H N
? \ “R= N
CHg HN Azs: R = NH(CH,); \
N” = "CHj; HO - CHj | >
H H N
N H
| \> As: R = NH(CH5)3NH(CH,)4NH,»
HO OH
=~ N
© o) H AGZ R= NH(CH2)3NH(CH2)4(CH2)3NH2
OH R =
OH o o By R = NH, '|\|IH
o j\ B,: R = NH(CH,),NHCNH,
O NH, ll\llH 'l\llH
B,: R = NH(CH,);NHCNH(CH,),;NHCNH,
Bleomicina (BLM)I

Acido bleomicinico: R = OH CHs

Peptomicina: R = HN(CH,)3NH

Figura 1: Mistura de analogos da BLM que diferem na parte amino terminal.

A BLM foi o primeiro agente anti-tumoral a mostrar especificidade na
distribuicdo e metabolismo tecido/6rgdo, tendo um efeito terapéutico principal
Unico, o cancer.* Associadas com outros quimioterdpicos as BLMs sdo

clinicamente utilizadas no tratamento de linfomas de Hodgkin’s, carcinomas de



pele, cabeca e pescoco, tumores de testiculos e ovarios.” 2 > % 7 Além de
propriedades antitumorais, as BLMs apresentam também propriedades antivirais,
inibindo a replicagdo do HIV-1, e em combinagdo com outros agentes antivirais
s3o utilizadas no tratamento da AIDS.® ° Como a maioria das drogas antitumorais
e antivirais, as BLMs possuem alguns efeitos colaterais, sendo o mais grave deles
a fibrose pulmonar, causada principalmente em pacientes que tenham um
historico de doengas pulmonares e associados a fatores como doses

acumulativas, idade, funcdo renal e exposigao a oxigénio durante o tratamento. '°
1.2- Metalo-antibiotico

Originalmente, a primeira BLM foi isolada como um complexo de Cu®",
sendo suas propriedades extensivamente estudadas.’ Estes estudos revelaram se
tratar de um excelente ligante, podendo se coordenar com diferentes ions
metalicos, tais como Mn?*, Fe?"?*, Co?*3*, Ni#*®*, Cu*?*, zn?**, Cd?**, Ga®", Ru** e o
isotopo radiativo '®°Rh usado em radioterapia.’ Além desses, sd3o também

relatados complexos com os ions metalicos Pt** e Pd®*.""

1.3- Mecanismo de acdo da BLM

Ainda que a BLM tenha um numero de propriedades bioquimicas
interessantes, sua agao citotéxica resulta da habilidade em causar fragmentagao
no DNA. Estudos in vitro indicam que a BLM causa acumulo de células na fase G,
do ciclo celular, e muitas destas células exibem aberracbées nos cromossomos,
incluindo quebras cromatidicas, brechas e fragmentos, bem como no transporte.
Mesmo que a agao citotdxica deste antibidtico esteja relacionada a formagéo de
ligacbes com o DNA, este farmaco é classificado como agente ciclo-celular
especifico (CCS)."> '* A BLM causa quebra do DNA pela interagdo com O, e o ion

metalico Fe?*. (Figura 2)



OH

/KOH
[0}

HoN
2 | Complexo dioxigénio ativado - BLM-Fe?*-0, |

Figura 2: Complexo dioxigénio ativado BLM-Fe®*-O,.

Na presenca de O, e um agente redutor, tal como ditiotreitol, o
complexo BLM-metal torna-se ativado e mecanisticamente funciona como uma
ferro oxidase, transferindo elétrons do atomo de Fe®" para o O, produzindo
espécies ativadas de oxigénio. Também foi mostrado, que complexos de metalo-
BLM podem ser ativados pela reacdo com a enzima Flavina, NADPH citocromo P-
450 redutase. A BLM liga-se ao DNA através do amino terminal do peptideo, e o
complexo ativado gera radicais livres que sdo os responsaveis pela quebra da
cadeia de DNA."> 1% O complexo ativado, proposto como (BLM-Fe**=0), quebra

a fita do DNA especificamente nas seqUéncias G-Ce G-T (5’—>3’).16 (Figura 3)

R'D= g -0~
Hl:l- -0~ RD—P-—B

HOH P [
[Fe ] — o
'04) HCI-P -0
H

4 ﬂc-b-
55 cleavage
R'O E-o ‘3:\/
u 1
B M»— ds cleavage
Fe*oH] Q relocation
DNA i *
o
Fe™0l 7 po-B-QH0
4 6
Activated BLM E o Ro- E-o
i
0
tant
TO” Teipen __Z.. Ez-n 88 cleavage
Fe*BLM
Ha-ﬁ' -0 ng-iE -0
o
pathway B

Figura 3: Mecanismo proposto mediado pela BLM-Fe?*, A O, e B sem 0,."



Mais recentemente foi mostrado que a BLM-A, quebra o RNA bem
como de maneira satisfatoria, hibridos de DNA-RNA, fornecendo acidos nucléicos

alvos, relatados como potenciais agentes bioldgicos. '
1.4- Estrutura da BLM-A;

A BLM-A; difere das outras Bleomicinas que ocorrem naturalmente,
tendo o grupo 3-dimetilsulféniopropilamino ligado ao carbono carbonilico terminal
(Figura 4) e é o principal componente (70%) da droga anticancer Blenoxano. A
estrutura da BLM-A; foi revisada em 1978" e confirmada por sintese total por

|.18

Hecht et al.'®e Umezawa et al.’® em 1982.

Oy~ NH2 CH
H H Nz § ®f
N NH, 0 N\/\/S\CH3
: o]
NN CHj, o) N\ N
I H H S
— O HO- N
H, NH N
H 1\
CHs HN L. O :
N~ = CH; HO” = “CHj S
H H H
0 \
H || >
HO OH
o H Bleomicina-Ay I
OH o OH

O
OH)\
O

Figura 4: Estrutura da BLM-A; com o grupo 3-dimetilsulféniopropilamino terminal.

NH,

Cada fragmento estrutural da BLM-A; contribui importantemente para
sua atividade bioldgica. Estudos estruturais, biofisicos, quimicos e biolégicos da
BLM-A; e seus derivados definiram a porgdo aminopirimidina, incluindo a cadeia
propilamida e a ela ligada a -aminoalanina juntamente com o anel imidazdlico da
porcao B-hidroxihistidina. Esses trés fragmentos constituem o sitio de ligagdo com
o metal (formagdo do complexo ternario BLM-Fe?*-O,) responsavel pela clivagem

do DNA.?%#' Ao fragmento bitiazol e o grupo sulfénio contido em sua cadeia lateral



€ sugerido que o bitiazol intercala na dupla hélice, sendo o grupo sulfénio atraido
eletrostaticamente pelo grupo fosfato. Ja a por¢céo do dissacarideo (L-gulose e 3-
O-carbamoil-D-manose) pode ser responsavel pelo acumulo seletivo da BLM em
algumas células cancerosas. Embora ndo haja indicios de seu envolvimento na
quebra do DNA, ha um aumento aparente na eficiéncia de clivagem, sendo entédo

sugerido que o dissacarideo facilite a permeabilidade na membrana celular.' %2

1.5- Analogos Sintéticos

|24 |25

Baseado nas informacdes estruturais, Otsuka et al.“* e Umezawa et a
sintetizaram o modelo sintético PYML-1 (Figura 5), o primeiro com caracteristica
estrutural semelhante a da BLM, na qual demonstrou ter a capacidade de ativar o
dioxigénio (18% por ESR) pela formagdo do complexo dioxigénio ativado (PYML-

1-Fe?*-0,), indicando ser um modelo estrutural simplificado.

HO
H NH,
= H NH,
N

"N g O
Figura 5: Modelo sintético PYML-1.

Como a BLM quelada apresenta os grupos CH,CONH; e o dissacarideo
vicinais ao centro metalico, foi assumido que esses substituintes tém grande
influéncia na propriedade de ligacdo do metal com o dioxigénio. Isso levou a se
propor modificagdes na PYML-1 levando aos modelos sintetizados por Kittaka et
al.? % PYML-3 e PYML-4. (Figura 6)
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Figura 6: Modelos sintéticos PYML-3 e PYML-4.



Apods as modificacdes, os modelos PYML-3 PYML-4, foram estudados e
indicaram que o grupo CH>,CONH; contribui na estabilizacdo do complexo metalico
e a porcao dissacaridica parece ser particularmente importante como um fator
estérico, uma vez que este foi substituido pelo grupo tert-butil, na qual é assumido
formar uma cavidade hidrofébica para acomodar o dioxigénio. Diante dessas
modificagdes, observou-se um aumento na capacidade de ativagao do dioxigénio
(71%) no complexo PYML-4-Fe?*-O,. A propriedade eletrdnica da BLM sobre o
centro metalico de ferro, indica exercer um forte efeito na ativagdo do dioxigénio.?
6 Com o intuito de observar este efeito, Kittaka et al.,** ?” sintetizou os modelos
PYML-6 e PYML-7.(Figura 7) contendo grupos doadores e retiradores de elétrons
ligados na posi¢ao 4 do anel piridinico.

OCHjs cl

X

o) >
N

NH HN
t-BuO t-BuO
NH2 H NH,
O Bu-t = ? O-Bu-t H NH,
PYML 6 \/N PYML- 7| o

Figura 7: Modelos sintéticos PYML-6 e PYML-7.

O modelo PYML-6 com o substituinte metéxi, mostrou um aumento na
capacidade de ativagdo do dioxigénio (97%). Por outro lado o substituinte cloro,
PYML-7, levou a uma diminuicdo da ativacédo (55%), sugerindo uma significante
influéncia da densidade eletrénica © do atomo de nitrogénio do anel piridinico na
ativagdo do dioxigénio.?* ?’

Similar ao sitio ativo da BLM, o anel piridinico e imidazdlico do modelo
PYML sao coplanares (em fungao da ligagao peptidica) com a posigao axial sendo
ocupada pelo grupo amino primario da aminoalanina. (Figura 8-a) As introdugdes
dos grupos MeO e MeyN no anel piridinico aumentaram de 1,4 e 1,8 vezes
respectivamente a eficiéncia de ativacdo do dioxigénio em relagdo ao PYML né&o

substituido. (Figura 8-b).
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Figura 8: a) Estrutura proposta para o complexo BLM-Fe**-0, e b) PYML.

Com estes elementos no ambiente de coordenagao, Otsuka et al.?®

construiu o0 modelo simétrico HPH (Histidina-Piridina-Histidina) (Figura 9-a) com o
objetivo de aumentar a flexibilidade da estrutura para que o anel piridinico
ocupasse a posi¢cao axial (Figura 9-b) na esfera de coordenacdo do complexo
metalico. Alem do mais, os modelos MeO-HPH e Me,;N-HPH contendo os grupos
doadores de elétrons foram preparados com o intuito de examinar os efeitos
eletrbnicos do substituinte da piridina axial no HPH versus aquele da piridina
equatorial no PYML. O efeito eletrbnico do substituinte na piridina pode ser
transmitido efetivamente para o dioxigénio pela outra extremidade do orbital d;* do

ferro aumentando assim a capacidade de ativagao.

R R
a) | N b)
o) = 0
N Hﬁ OCHj
NH HN \ N'~ [ \u ----- (o]
H,C ), OCH;, - Fe/
H H Nm-u-mnN N\
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R = OCHj3
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Figura 9: a) Modelos HPH, MeO-HPH e Me,;N-HPH e b) modo de coordenacéo

proposto.

Neste contexto, os derivados de HPH contendo os grupos MeO e MesN
na posigao 4 do anel piridinico aumentaram consideravelmente a capacidade de
ativagdo do dioxigénio (HPH-Fe®*-0,). O incremento da forca ativante do

dioxigénio foi bem maior quando comparado com os mesmos derivados de PYML.



Os modelos MeO-HPH e Me;N-HPH sao 5 e 8 vezes maiores respectivamente,
quando comparadas ao HPH nao substituido.?®

Como observado na BLM, o modelo Me;N-HPH tem uma maior
afinidade pelos ions Cu®* e Zn* em relagdo ao ion Fe?. Diante dessas
observagbes e através do conhecimento que proteinas fisiologicamente
significativas frequentemente contem zinco, como um cofator de enzimas, e
também um elemento chave na construgdo da estrutura secundaria de proteinas
como fator de transcrigao, a inibicdo da funcdo destas proteinas de transcricao
levaria a interferéncia na replicagdo do virus da AIDS. Assim, a proposta da
utilizacao de Me;N-HPH capaz de coordenar zinco eficientemente poderia modular
a funcéo destas proteinas contendo zinco e inibiria a infeccdo do HIV nos linfécitos
humanos. Neste contexto, foram preparados os modelos Me;N-HPH e seus
similares (Figura 10) os quais exibiram expressiva capacidade sequestrante de
zinco e mostraram relevante efeito inibitorio na atividade de interacdo do DNA da

enzima HIV-EP1.2% 30.31.32,33
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Figura 10: Modelos Me;N-HPH e seus similares.

Além do mais, espécies contendo oxigénio reativo séo frequentemente
envolvidas no mecanismo de apoptose (células programadas a morrer sao
removidas sem induzir inflamagdées em seus micro-ambientes) e como dentre os
derivados de HPH, o complexo Me,N-HPH-Fe?**-O, é o mais efetivo ativante do
dioxigénio, este modelo se mostrou um indutor de apoptose no tratamento de

células AsPC-1 (Adenocarcinoma pancreatico humano, linhagem de célula



resistente a apoptose). A indugéo de apoptose por Me;N-HPH foi inibida pelos
jons metalicos Cu?* e Zn?*, indicando que a quelagdo do ion Fe?* é responsavel
pela indu¢do como observado na BLM para clivar o DNA e a atividade de induzir
apoptose parece ser uma caracteristica unica desse sistema entre os compostos
relacionados com a BLM, podendo ser referéncia estrutural na confec¢do de
novos e seletivos agentes de inducdo de apoptose em células neoplasicas.>* *°

Uma versao modificada do HPH é o modelo HPH-Pep, sintetizado por

Otsuka et al.*®

, ho qual o grupo aminometil foi substituido por aminocarbonil
(substituicdo nas posicdes 2,6 do anel piridinico) assemelhando-se a uma ligagao
peptidica encontrada na BLM. Esta rigidez estrutural poderia restringir o processo

de ativagao do dioxigénio via complexagdo com o ion Fe?*. (Figura 11)
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HgCO OCH3
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HFH-Fep (1)

Figura 11: Modelo HPH-Pep (1) recolocando na por¢ao amino secundaria uma

ligacéo peptidica.

Embora Otsuka ndo mencione a preparacdo de complexos com Fe?*,
ele foi capaz de preparar o complexo HPH-Pep-Cu®* que surpreendentemente tem
a sua capacidade ativante de dioxigénio alterada para supressora de espécies
radicalares, especificamente superoxido sem gerar peréxido de hidrogénio. Foi
constatado também que o complexo ndo suprime outras espécies radicalares
como peroxido de hidrogénio e radical hidroxil.*®

Uma outra aplicagdo, bem sucedida, do ligante HPH-Pep foi relatada por
Hori et al. no tratamento hipertérmico (elevagado da temperatura corporal ou do
tecido, utilizado na terapia do cancer) de leucemia (células de rato (L-1210) e
humanas (Molt-4 e HL60)). O HPH-Pep ndo mostrou efeito citotdéxico a 37°C,
porém a 44°C apresentou excelente efeito, demostrando ser um promissor

sensitizador para o tratamento hipertérmico na terapia do cancer.*’



1.6- Novos sistemas elaborados da BLM

Com base nestes dados, trabalhamos no desenvolvimento de
metodologias simples e baratas, utilizando reagentes disponiveis, objetivando a
elaboracao de sistemas relacionados a BLM e outras metaloenzimas, contendo as
funcgdes relativas aos residuos de aminoacidos histidina, tirosina e aspartico.
Como apresentado, a maioria destes sistemas foram preparados por Otsuka e
colaboradores, entre eles o HPH-Pep (Histidina-Piridina-Histina) que serviu de
base para ampliagdo do novo sistema por nés chamado de HFH-Pep (Histidina-
Fenol-Histidina) (Figura 12)

Figura 12: Sistema HPH-Pep modelo para o novo sistema HFH-Pep.
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2- JUSTIFICATIVAS

Na sintese de sistemas que contenham residuos de aminoacidos se
objetiva ter modelos que possam mimetizar as propriedades estruturais e/ou
funcionais de enzimas ou metaloenzimas. Estas desempenham papéis
especificos, sendo na maioria das vezes, vitais para o bom funcionamento de todo
o sistema biolégico. Embora ndo se possa subestimar a contribuigdo de todos os
componentes, modelos que apresentam residuos semelhantes aos encontrados
nestes sistemas podem fornecer informagdes relevantes e mais fiéis do
funcionamento. A sintese destes analogos tem varias aplicagdes e elevado
potencial em areas bioloégicas afins como medicina e farmacologia, no
desenvolvimento de novos medicamentos (na terapia do cancer, em doencas
causadas por agentes patogénicos, etc) % e a possibilidade de ser aplicada a
qualquer modelo, dependendo somente da atividade que se deseja alcangar, ou
seja, a ativacao ou inibigao seletiva a ser mimetizada. Este fator torna necessaria
a ampliagao dos projetos de pesquisa relacionados a estes compostos, uma vez
que 0s mesmos possuem extremo potencial bioldgico, podendo contribuir

diretamente para a melhoria e bem estar do ser humano.
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3- OBJETIVOS

3.1- Objetivos Gerais

- Desenvolver metodologias para a sintese de sistemas relacionados a
Bleomicina (BLM).

- Sintetizar os sistemas Histidina-Piridina-Histidina (HPH-Pep) e
Histidina-Fenol-Histidina (HFH-Pep) com as unidades estruturais condensadas
através de ligagdes semelhantes as ligagdes peptidicas.

- Empregar os compostos na preparacdo de modelos funcionais e/ou

estruturais de metaloenzimas.

3.2- Objetivos Especificos

- Preparar o composto HPH-Pep (1) pelo método do cloreto de acido.

- Utilizar o método do cloreto de acido na preparagdo do composto HFH-
Pep-COOH-OH (7).

- Sintetizar os diacidos 2-metdxi-5-metilisoftalico (13) e 2-benzildxi-5-
metilisoftalico (16) como base na constru¢ao do composto HFH-Pep-COOH-OH
(7).

- Estabelecer métodos de purificacdo adequados para os sistemas HPH-
Pep e HFH-Pep.

12



4- RESULTADOS E DISCUSSAO

A idéia neste trabalho foi desenvolver metodologias simples e eficientes
utilizando reagentes disponiveis na elaboragao de sistemas relacionados a BLM e
outras metaloenzimas contendo as funcgdes relativas aos residuos de aminoacidos
histidina, tirosina e aspartico. Como ja apresentado anteriormente, a maioria
destes compostos relacionados a BLM, como o HPH-Pep (1), foram preparados
por Otsuka e colaboradores™, que utilizam o DPPA (Difenil fosforazidato) como
agente ativante na reacédo de acoplamento (formacéo da ligagdo amidica) entre o

acido dipicolinico (8) e o histidinato de metila (9) (Esquema 1).

o n]
| . DFFPA | .
] - u] HaM o MF o Qo - oog
N y OCH3 H
OH OH HH HH
- = Hal O " acH
MH Kl “H . 3
N/
— —
3 NH N H
=N N
HFH-Fap (1)

Esquema 1: Reacéao de formacgao de 1 preparado por Otsuka.

Em comum com a quimica de preparacao de dipeptideos, a reacido de

formacdo dessa ligacdo amidica assemelha-se muito a uma ligagdo peptidica.>**2

(Figura 13).
Fung&o smids

HPH-Pep (1)

Figura 13: Fungao amida de 1 semelhante a uma ligacao peptidica.
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Muitas metodologias de formacao de ligagdes peptidicas tém sido

descritas®¥4° (

Figura 14), e, passadas duas décadas, o design, a sintese e a
inovacdo dos reagentes de acoplamento, ainda é uma area de intensa
investigacdo. Geralmente, a escolha se faz de acordo com a necessidade de se
evitar racemizacdo no processo, uma vez que, na sua grande maioria,
aminoacidos opticamente ativos sao utilizados. No entanto, métodos mais

robustos e classicos como cloretos de acido sao rotineiramente usados em

sintese.
Acido Carboxilico Intermediario Amida
ativado
+ Rf —m + NHR2R3 EE— ‘
>
) N

R1=Cl C————> Cloreto de &cido
N3 ——————> Azida

Oj(l::} Anidridos mistos
Métodos para

0 > formacéo da
_/N02 ligagdo amida

o \ // = Esteres ativados

DCC, HOBt, etecy Reagentes de acoplamentg/

Figura 14: Metodologias utilizadas na formagéao de ligagdes peptidicas.

Dentre as metodologias mostradas (Figura 14), optamos pela geragao
do cloreto de acido devido a disponibilidade de reagentes capazes de efetuar tal
transformacao, tais como; cloreto de tionila (SOCI;), cloreto de oxalila (COCI)a,
tricloreto de fosforo (PCls), oxicloreto de fosforo (POCI;) e pentacloreto de fosforo
(PCls). Assim, dentre esses reagentes, utilizamos o SOCI, na presengca de uma
quantidade catalitica de dimetilformamida (DMF) para gerar quantitativamente o
dicloreto de dipicolila (10) (Esquema 2).

X X
SOCl,, 65°C, 3h
O 7 o} O 7 o}
N DMF (cat) N
OH OH Cl Cl
8 10

Esquema 2: Preparagao de 10.
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As reacdes catalisadas por DMF na preparacao de cloretos de acido
ocorrem via reagente de Vilsmeier (sal de Halometiliminium) (Esquema 3),
formado entre o SOCIl, e o DMF, o qual possui carater mais eletrofilico que o
SOCI; e é rapidamente atacado nucleofilicamente pelo acido carboxilico, levando
a formacéao irreversivel do cloreto de acido desejado, eliminando SO, e HCI,

conforme o mecanismo descrito por Zaoral.*! *3%

o o H o H Oc cO y

/\ i ’_\ 0 -302 @
a) 8
H3C\--)J\ S - H3C\%)\/-O\/S\((} ‘W H3C\N)\CI HSC\%)\CI
| O | | |
CHj CHj, ®C| CH3 CHjy

Complexo de Vielsmeier

Cl ¢ ..N\CH CH
Con o 29 Yo o s
RLLOH Y RO HCI Pa R O

\.) CH3 e
<:\n/\—/‘H \“l( \LI/

OND
O: :T

o C CH
N ? ) 0@ N 3
CI + Y \n/\_ﬁ/ “CH
Cloreto @) H
de acido

Esquema 3: Mecanismo proposto para geragéo do cloreto de acido via reagente

de Vilsmeier.

A reacdo de 10 com 9 em cloroférmio (CHCIl3) na presenga de
trietlamina (TEA) (Esquema 4) foi completa em 96h (acompanhada por CCD
Al,O3, AcOEt/MeOH (8:2)) e o HPH-Pep (1) foi obtido em 70% de rendimento.

= o ot
| . TE&, |
u] - a HaM HCh o O - 0 q
H - 0O Ha L
Cl Cl MH HN
10 = HyCO 0cH
MH & H H 5
H =,
T-— "
HH N NEJNH
R =
HFH-Fep (13

Esquema 4: Preparacao de 1 pelo método do cloreto de acido.
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Vale ressaltar que nesse procedimento o produto é isolado como um
solido branco que precipita na interfase cloroférmio-agua no “work up”,
necessitando apenas ser “filtrado” e “lavado” com agua e acetona respectivamente
fornecendo 1 com alto grau de pureza e sem racemizagao durante o processo (ver
dados na parte experimental). Embora o rendimento esteja um pouco abaixo
daquele obtido por Otsuka (74%), nosso procedimento € bem mais simples,
menos laborioso e ndo envolve purificagdo por cromatografia de coluna.>® Alguns
dados espectrais, mais relevantes, que caracterizam 1 sdo mencionados a seguir:

O espectro de IV de 1 (Figura 15) mostra bandas de absor¢ao em 3384
cm™' relativas ao estiramento N-Hzmina, €, em 1747 e 1663 cm™' referentes aos

estiramentos das carbonilas (C=0) dos grupos éster e amida respectivamente.
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Figura 15: Espectro de IV de 1 em pastilha de KBr.

1
400,0

No espectro de RMN de 'H de 1 (Figura 16) aparece um singleto
em 3,66 ppm referente aos hidrogénios metilicos do grupo éster (6H), um
dubleto de tripleto em 4,71 ppm relativo ao hidrogénio metinico (2H, J = 6,8
e 7,2 Hz) e o hidrogénio amidico em 9,49 ppm (2H, J = 7,2 Hz) que na
presenga de D,O (Figura 17) desaparece.e o sinal em 4,71 ppm aparece

agora como um tripleto (J = 6,8 Hz).
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Figura 17: Espectro de RMN de 'H de 1 em DMSO-dg/D-O.
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Figura 16: Espectro de RMN de 'H de 1 em DMSO-de.
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Ja o espectro de RMN de "*C de 1 (Figura 18) mostra sinais em 172,41

e 164,14 ppm, correspondentes aos carbonos das fungdes éster e amida

respectivamente.
‘ A

E HNé;;/ HPH-Pep (1) N;NH

|
H ‘ H T
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130 160 14w 120 ing 50 a0 40 20 ppm

Figura 18: Espectro de RMN de "°C de 1 em DMSO-dk.

Com o objetivo de modificar a propriedade quelante de 1 e de acoplar
residuos de aminoacido para formacao de dipeptideos ampliando assim a
polifuncionalidade da molécula, procuramos obter o HPH-Pep-COOH (2) a partir

da hidrdlise basica de 1. (Esquema 5)

= =
. | . i NalOlH, MeOH, 24h . | P .
L =
0 N 0 iH C11,0h 0 N i
NH NH NH NH
HaC O ; OCH3 HO OH
H H H H
—_ e —_— —
MH NH N H N H
=N L =M W
HFH-Pep (1) HFH-Pep-COOH (2)

Esquema 5: Reacgao de hidrdlise basica para preparacao de 2.

A reagdo foi completa em 24h (acompanhada por CCD Al,Os3,

AcOEt/MeOH (9:1)) e a dissolugao do residuo reacional em agua e acidificacdo do
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meio até pH = 6,5 seguido de adi¢cdo de acetona, forneceu o produto 2 como um
sélido branco em 95% de rendimento. Embora a literatura ndo mencione a
preparacdo e caracterizacdo do composto 2, este foi descrito por You et al.*6
(preparacéao e p.f= 241-242°C) na sintese de 1, que representa uma metodologia
oposta a nossa. Essa metodologia utiliza o procedimento de Schétten-Baumann
reagindo diretamente o 10 com histidina (11) e subsequente esterificacdo
(Esquema 6).

=
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0 + HaM

X

Cl

i1 Schotten-Baumann
inS0CkK, MeOH

OH

= HaCO o
MH H
M
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—_
HH

—~M
N HFH-Pap (1)

Esquema 6: Preparacéao de 1 utilizando o procedimento de Schétten-Baumann.

O espectro de IV de 2 (Figura 19) mostra bandas de absorgdo em 3266-
3138 cm™ relativas aos estiramentos N-Hamina € O-Hacido. Em 1663 cm™e 1591-
1530 cm™' aparecem os estiramentos das carbonilas (C=0) da amida e do grupo
carboxilico (assimétrico e simétrico). A presenca da banda de absorcdo da
carbonila (C=0) da fungdo éster em 1741 cm™, ndo é observada.
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Figura 19: Espectro de IV de 2 em pastilha de KBr.
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O espectro de RMN de 'H de 2 (Figura 20) mostrou um conjunto de
dois dubletos relativos dos hidrogénios amidicos em 9,48 e 9,38 ppm (troca na
presenca de D,0) (Figura 21), um conjunto de dois dubletos de tripletos em 4,69 e
4,60 ppm relativos aos hidrogénios metinicos (4,70-4,68 e 4,61-4,60 ppm). O sinal
referente aos hidrogénios metilicos da fungao éster em 3,66 ppm nao é observado.
Essas observagdes sugerem duas propostas: a primeira poderia ser um processo
de racemizacgao parcial durante a hidrdlise basica devido o éster 1 n&o apresentar
esses sinais dobrados e a segunda, poderia estar envolvido um equilibrio de
confébrmeros. Assim, a presenca do equilibrio conformacional em 2 pode ser
confirmada pelo registro de espectros de RMN de 'H em funcédo da temperatura,
Podemos observar que na temperatura de 72°C (Figura 22) a maioria dos
desdobramentos coalescem, e mais importante ainda, € o fato que a integridade
do composto é mantida pelo registro do espectro no processo de resfriamento até
25°C (Figura 23). De maneira analoga, foi observado na temperatura de 72°C a

coalescéncia dos sinais de carbono no espectro de RMN de '*C (Figura 24).

HPH-Pep-COOH (2)

[ [N — — 0oy
7.50 15.75 11.18 27.89
6.19 11.83 14.40 5.46

Figura 20: Espectro de RMN de 'H de 2 em DMSO-d.
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Figura 22: Espectro de RMN de "H de 2 em DMSO-ds a 72°C.
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Na tentativa de ampliarmos ainda mais a construgcdo de sistemas
relacionados a BLM e também a outras metaloenzimas contendo histidina,
optamos utilizar o acido 2-hidroxi-5-metilisoftalico (12) como substituto do acido

dipicolinico (8) (Figura 25).

CH;3
| X
o _ o Substituido 0 o
N
OH OH OH OH OH
8 12

Figura 25: Substituicdo do acido 8 pelo 12.

A escolha se deve ao fato de que o acido 12 contém a funcéo fenol que
esta presente na tirosina, sendo um dos responsaveis pela acado catalitica de
varias metaloenzimas, dentre elas as fosfatases acidas purpuras (PAP’s).

Assim, dada a nao disponibilidade comercial do acido 12, preparamos o
derivado acido (2-metoxi-5-metilisoftalico (13)) a partir do p-cresol (14).%

(Esquema 7).

i) NaOH(aq)/CH,0; 10°C (CHy) 2804/K2C03 i) KMnO, NaOH (aq), 5°C
ii) HCI acetona, 25°C i)HCI
OH OH

Esquema 7: Preparacao do acido metilado 13 a partir de 14.

CH3

OH

14

Utilizando a mesma metodologia de preparagdao de HPH-Pep (1),

convertemos o acido 13 em seu respectivo dicloreto ( 15) (Esquema 8)

Hs
SOCI2 65°C, 3h
O, " DMF (cat) (cat)
OH (0] OH
\

13 15

Esquema 8: Preparagao do dicloreto de acido 15.
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O dicloreto 15 por sua vez reagiu com 9 em CHCI3; na presenca de TEA
(Esquema 9). A reacao foi completa em 96h (acompanhada por CCD Al,Os,
AcOEt/MeOH (1:1)) e o HFH-Pep-COOMe-OMe (3) foi obtido, apds purificagdo em

coluna (Al,03/MeOH), como um “foam” amarelo-palha com 37% de rendimento.

CH3 CHa
o
TEA, CHClg, O5h, ta.
o O + H oo 0 g
O Hy
oo El s HH O HH
N = HLCO . h OcH
S NH ? H CHa 3
15 Ny . -
a HM NH
o M M =

HF H-Pep-C O0hde-Ohde (3)

Esquema 9: Preparacao de 3.

O espectro de IV de 3 (Figura 26) mostra bandas de absor¢do em 3362
cm™, relativas ao estiramento N-Hamina, € €m 1743 cm™ e 1660 cm™' referentes aos

estiramentos simétricos das carbonilas (C=0) dos grupos éster e amida

respectivamente.
700
CHj
[“opm NH O\ HN.
HaC i CHy |y OCH,
< —
HN\éN NQ/NH
HFH-Pep-COOMe-OMe (3)
50
40
-
20
e T T T { T T T T T T T
3500 000 290 1800 1600 1400 1200 1000 S8OC  BOO
A000.0 20000 £000

Figura 26: Espectro de IV de 3 em pastilha de KBr.

No espectro de RMN de 'H de 3 (Figura 27) é observado dois singletos

em 3,74 e 3,57 ppm relativos aos hidrogénios metilicos das metoxilas do éster e
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do fenol respectivamente. A presenga de um dubleto de tripleto em 4,84 ppm (J=
7,2 e 7,0 Hz) referente aos hidrogénios metinicos e um dubleto em 8,8 ppm (J=
7,2 Hz) relativo aos hidrogénios amidicos (trocam com D,0) (Figura 28). Esses

dados condizem com a estrutura proposta para 3.

%.69557

CH, r

N,
( ) \=N N~/
HFH-Pep-COOMe-OMe (3)

INTEDRBL

nﬁw Y Y Y

B I N A B B B U LA A L I AL o B e
9.0 8.5 6.0 7.% 7.0 6.5 6.0 5.8 .0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.8 1.0 .5
PPHM

Figura 27: Espectro de RMN de 'H de 3 em DMSO-d.
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Figura 28: Espectro de RMN de "H de 3 em DMSO-ds/D-0.
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A intencao de utilizarmos o acido 15 com o fenol protegido como metil
éter se deve ao fato que poderiamos obter a molécula alvo 7 em condi¢gdes bem
mais brandas, em uma unica etapa, pela reacdo com cloreto de litio (LiCl) em

DMF*®, evitando assim a reacdo de saponificacdo (Esquema 10).

CH3 CH3
LiC |
] 0 CMF 0 u]
MH 0O NMH HH 0OH MH
HaC O 5 o OCH3 HO - OH
H 7 H H H
—_ — - -
HH MH HH HH
M Wz R M= s
HF H-Fep-C OO0 Me Ole (3) HFH-Pep-COOH-OH (7]

Esquema 10: Preparacédo de 7 em uma unica etapa utilizando LiCl.

Dessa forma, o composto 3 foi levado as condigcdes de desmetilacido
acima citada e apés 24h (acompanhada por CCD Al,O3/MeOH (1:1)) todo material
de partida foi consumido. Inumeras tentativas de isolamento do composto foram
realizadas, no entanto, sem sucesso. Dado a este insucesso, decidimos preparar
o acido 16 (Esquema 11) contendo o grupo benziloxi, em substituicdo ao metdxi,

baseado na facilidade de remocéao deste grupo por hidrogendlise.

CH; CH;
o 0 Substituido o o
OH O\ OH OH O OH
CH3
13
16

Esquema 11: Substituicao do acido com o grupo metéxi 13 pelo 16 com benziloxi.
Assim, o acido 16 foi convertido em seu dicloreto acido (17) que, por sua

vez, reagiu com 9 (Esquema 12), sob mesmas condicbes ja descritas
anteriormente, e apds 96h (CCD, Al,O3-MeOH/AcOEt (3:7)) o HFH-Pep-COOMe-
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OBn (4) foi isolado e purificado por cromatografia de coluna (AlOs-
CH,Cl,/MeOH/TEA (92:6:2) como um foam amarelo-claro em 30% de rendimento.

CHy
TEA, CHCI3, 55h, ta.
a o+ HQN o n]
OCH;
H
cl ] cl M
d -.’JH
17T

CHa
n]
B on
H O NH
e
H H3c O y OCH3
N,
=== -
a HM HH
=N N s
HFH-Fep-C O0Ne-0BM (4)

Esquema 12: Preparacao de 4.

O espectro de IV de 4 (Figura 29) mostra bandas de absor¢ao em 3362
cm™, relativas ao estiramento N-Hamina, € €m 1744 cm™ e 1652 cm™' referentes aos

estiramentos das carbonilas (C=0) dos grupos éster e amida respectivamente.

%T 2884,11

70 ]

60 |

1175,74

NH (o} HN
H3C T " OCH3
1213,55 w ~ W

1522,04 HFH-Pep-COOMe-OBn (4)

3233,96

50 1439,05

40 |

HFH-Pep-COOMe-OBn
30,0 174403 1651.95

4000,0 3000 2000 1500 1000 400.,0
cm-1

Figura 29: Espectro de IV de 4 em pastilha de KBr.
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No espectro de RMN de 'H do produto 4 (Figura 30) é observado um
singleto em 3,65 ppm relativo aos hidrogénios metilicos da fungdo éster. A
presenca de um multipleto entre 5,10 e 4,85 ppm referente aos hidrogénios
metilénicos e metinicos, e em 8,13 ppm um singleto referente aos hidrogénios

amidicos.

CH;

NH O HN
HaCt T v OCH,
=~ =
HN NH

\=N N=/
HFH-Pep-COOMe-OBn (4)

7,719

Figura 30: Espectro de RMN de 'H de 4 em DMSO-d.

O rendimento desta reacao foi considerado baixo dada instabilidade de
4 em cromatografia de coluna e a alumina se mostrou a fase estacionaria mais
apropriada, embora grande parte do produto se decompde durante o processo de
purificagao.

O produto 4 foi submetido a hidrogendlise em MeOH utilizando Pd/C
10% como catalisador por um periodo 24h. O HFH-Pep-COOMe-OH (5) (Esquema
13) foi obtido como um sélido amarelo-palha com rendimento quantitativo. O
produto em metanol mostrou forte fluorescéncia, o que ndo era observado para 4.
A clivagem do grupo benziléxi se mostrou eficiente, trabalhando em condigbes
neutras e nao necessitando nenhum processo elaborado de purificacdo além de

“filtragem” e “evaporagao” do solvente.
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T Hg

P4/C-10%, MeOH
a Ha 90Fsi, 42h oY 0 og

0 DY@Y
M
7

CHg
n]
H O HNH
sHCO OCH;y sHCO OCH5
H H H
—_—= - === =
HNH NH HH HNH
oM Mo Rt-ay N =y
HF H-F ep-C 00 e- 0B R (4) HFH-Pap-C O0hde- OH (5)

Esquema 13: Reacéao de hidrogendlise de 4 resultando no produto 5.

O espectro de IV de 5 (Figura 31) mostra bandas de absorgdo em 3354-
3140 cm™, relativas aos estiramentos N-Hamina € O-Htenol, € €m 1742 cm™ e 1652
cm™' referentes aos estiramentos das carbonilas (C=0) dos grupos éster e amida

respectivamente.

1968,16
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2636,19
%T 40 ]

30

3140,69 2954,13

3004,95
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1439,22

1238,
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HFH-Pep-COOMe-OH 1742,45 =
161281 1532,39

HFH-Pep-COOMe-OH (5)

0,0
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T T T T
4000,0 3000 2000 1500 1000 400,0
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Figura 31: Espectro de IV de 5 em pastilha de KBr.

No espectro de RMN de 'H de 5 (Figura 32) é observado o
desaparecimento do sinal dos hidrogénios benzilicos na regiao de 5,10- 4,85 ppm.
Na presenca de D,O (Figura 33), o singleto em 10,10 ppm e o singleto largo em
7,10 ppm desaparecem, indicando se tratar do hidrogénio amidico (2H) e fendlico

(1H) respectivamente.
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Figura 32: Espectro de RMN de 'H de 5 em DMSO-ds.
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Figura 33: Espectro de RMN de 'H de 5 em DMSO-dg/D-O.



O espectro de RMN de *C de 5 (Figura 34) mostra sinais em 172,57,

168,18 e 163,04 ppm, correspondentes aos carbonos das fungdes éster, amida e
fenol respectivamente,

CH,

FLa) 8 " HFH-Pep-COOMe-OH (5)

- 168,176

$3.788

! : | _
"ML*{WWWWW

1RE, DRE
4180
i’ 56
B8.801
13

: S
20 0 ppm

Figura 34: Espectro de RMN de "*C de 5 em DMSO-ds.

E finalmente, o produto 5 foi submetido a hidrolise basica com hidroxido
de sodio em MeOH (Esquema 14) e apdés 24h (acompanhada por CCD Al,Os-
AcOEt/MeOH (1:9)) solvente foi evaporado, e o residuo obtido foi dissolvido em
agua e neutralizado com acido aceético (AcOH).

CH3 CHa

it HADOH, MeOH, 24h

o O 0 g i AcOH o O P o
MH OH HH MH OH MH
HCO OCHy HO OH
H H H H
= = — —
HH MH MH NH
N N/ N N
HFH-Fep-C 00 be- OH (5) HF H-Fep-CO0H-OH (T)

Esquema 14: Reacéao de hidrélise de 5 para obtencao do produto final 7.
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Varias tentativas de isolamento do produto foram feitas e se mostraram
ineficientes, dada a sua alta solubilidade em agua. Devido a esta dificuldade em
isolar o produto desejado (7), decidimos modificar a sequéncia das reagdes para

hidrolise e hidrogendlise de 4 (Esquema 15).

CHs CHy

Hidralise Hidrogendli e
| bl

a] o U B og
HH 0OH HH
HO 7
Hat0o OCH H " OH
-— -
HH HH HH
=M L=

HFHPepEDDM&Dm1m3 HFH-Pep-C OOH-OH (T)

Esquema 15: Sequéncia de etapas reacionais para a obtengao de 7.

O objetivo foi diminuir a solubilidade do produto em &agua com a
presenca de grupo benziléxi e como ja sabiamos que a etapa de hidrogendlise era
quantitativa, e além do mais, o produto da reacédo de hidrdlise de 4 poderia, em
tese, ser purificado por coluna de troca ibnica baseado em um dos procedimentos

|26

utilizados por Kittaka et al.> (Esquema 16)

1. NaOH 1M/ MeOH, 24h, t.a.
2.DOWEX "OH, AcOH 4%

Esquema 16: Hidrolise do diéster assimétrico para o seu respectivo acido.

Dessa maneira o composto 4 foi hidrolisado em meio basico e purificado
em coluna de troca ibnica (DOWEX 1x2 OH") forneceu, apods liofilizagdo, o
composto HFH-Pep-COOH-OBn (6) (Esquema 17) como um solido branco em

66% de rendimento.
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MH
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CH3 CHa
DNaOH, MelH, 240
o U oo in DOWEX, ACOH 1.0 M oo U
HH 0O HH HH 0O HH
HCO OCH HO ~
3 H ’ 3 N "
T o .
HH HNH MH
S W o M 3]

HF H- Pep- GO0 Me-0 Bncd) HFH-Pep-COOH-0BR (8

Esquema 17: Reagao de hidrolise basica para a obtengao de 6.

O espectro de IV de 6 (Figura 35) mostra bandas de absor¢dao em 3366-
2500 cm’’ relativas aos estiramentos N-Hamina, N-Himigazol € OH do &cido e em 1648
cm™ e 1628 cm™ referentes aos estiramentos da carbonila C=0 dos grupos amida
e acido respectivamente. As bandas de absorcdo correspondentes aos
estiramentos assimétrico e simétrico (C-O) do acido carboxilico aparecem em

1589 e 1519 cm™' respectivamente.
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Figura 35: Espectro de IV de 6 em pastilha de KBr.

No espectro de RMN de 'H de 6 (Figura 36) podemos observar alguns
sinais caracteristicos do composto: a auséncia do sinal em 3,65 ppm relativo a

metoxila do éster, um sinal em 8,65 ppm relativo aos hidrogénios amidicos
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(desaparecem com a presenga de D,0) (Figura 37) e os sinais em 4,91 e 4,60

ppm sao relativos aos hidrogénios benzilicos e metinicos respectivamente.
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Figura 36: Espectro de RMN de 'H de 6 em DMSO-de.
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Figura 37: Espectro de RMN de 'H de 6 em DMSO-dg/D-O.
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O composto 6 foi submetido as condigbes de hidrogendlise em
MeOH/H,O (4:1) (Esquema 18) por um periodo de 24h e apos filiracdo e
evaporagao do solvente, o produto HFH-Pep-COOH-OH (7) foi isolado com

rendimento quantitativo.

CHa CH3
FdiC-10%, MeOHIH 50 (290:20)
a a Ha, 40Fszi, 2gh - o O a

MH O HH MH ©OH HH
HO aH HO o OH

H H H

—_ — =, _—
MH HH NH HH
R LR =M Nz

HFH-Pep-COOH-OBR (%) HFH-Fep-COOH-OH(T)

Esquema 18: Reagédo de hidrogendlise para obtenc&o do produto final 7.

O espectro de IV de 7 (Figura 38) mostra basicamente as mesmas
bandas de absorgado observadas em 6, tornando dificil confirmar a clivagem do

grupo benziléxi.
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Figura 38: Espectro de IV de 7 em pastilha de KBr.

Porém no espectro de RMN de 'H de 7 (Figura 39) podemos observar a

auséncia do sinal em 4,88 relativo aos hidrogénios benzilicos, assegurando que a

clivagem foi bem sucedida.
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Figura 39: Espectro de RMN de "H de 7 em DMSO-d¢/D20.

Desta forma, Observamos que a melhor estratégia de preparacédo de 7 a
partir de 4 € a reacéo de hidrélise basica seguida de hidrogendlise.

Com isto em mente e sabendo da instabilidade de 4 no processo de
purificacdo, decidimos prepara-lo como descrito anteriormente, porém sem
purifica-lo em coluna, pois sabiamos que este era formado quase que
quantitativamente (verificado por CCD, Al;O3-AcOEt/MeOH (1:1)). Assim,
saponificamos o material isolado, o qual foi purificado na resina de troca ibnica e
liofilizado, fornecendo um sélido branco, que submetido a hidrogendlise, resultou
em um solido bege 7, com 54% de rendimento. Analises posteriores confirmarao

os dados experimentais.
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5- PARTE EXPERIMENTAL
5.1- Instrumentac&o e Reagentes

Os pontos de fusao (p.f) foram determinados em aparelho Microquimica,
modelo MQAPF-31 nado tendo sido corrigidos. Os espectros de IV foram obtidos
em um espectrofotdbmetro Perkin-Elmer System 200 FT-IR. Os espectrofotémetros
Brucker AW-200 (200 MHz e 50 MHz) e Varian 400 (400 MHz e 100 MHz) foram
utilizados para determinacdo dos espectros de RMN de 'H e de ™C
respectivamente, tendo tetrametilsilano (TMS) como padrao interno. Em todos os
procedimentos, foram utilizados reagentes e solventes procedentes da Aldrich,
Carlo Erba, Baker, Nuclear e suas purificacbes foram realizadas, quando
necessario, usando metodologias descritas na literatura.*® °° As reacdes foram
acompanhadas por cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando silica 60

F254 € alumina 60 F2s4 (marca Riedel-de Raen) como adsorventes.
5.2- Procedimentos empregados na preparacdo dos sistemas
5.2.1- Preparacéao do sistema HPH-Pep

5.2.1.1- Preparacao do composto HPH-Pep (1)

A uma suspensao do acido dipicolinico 8 (1,34g; 8,0 mmol) em SOClI,
(2,0 mL, 28,0 mmol) em agitagdo sob atmosfera de N, foi adicionado DMF (0,1
mL). A mistura reacional foi aquecida a 65°C por 3h. Apés o aquecimento, a
solugdo resultante foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 30 min, o
excesso de SOCI;, foi eliminado no rota evaporador fornecendo o dicloreto acido
10 (sélido branco cristalino p.f: 63 °C, Lit*' 62-62,5 °C) A uma suspensdo de
histidinato de metila 9 (3,84g, 16,0 mmol) em CHCIs (50,0 mL) sob Ny, e, em
banho de gelo/agua, foi adicionado TEA (6,8 mL; 48 mmol). Apés 15 min sob

agitacado, uma solugao do dicloreto 10 em CHCI; (40,0 mL) foi adicionado gota-a-
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gota durante 30 min. A mistura reacional permaneceu sob agitagdo a temperatura
ambiente por 96h, e entdo foi lavada com uma solugdo saturada de NH4Cl sob
forte agitacdo, precipitando um solido na interface, o qual foi separado por
filtracdo, lavado com agua destilada (2 x 50,0 mL) e acetona (2 x 20,0 mL), seco

no “dry oven” rendendo 1 como um sélido branco.

Rendimento: 70%

=
5O | 0 o p.f: 199,0-200,0 °C (Lit*® 198,0-199,0 °C)
NH HHN IV (KBr, cm™): 3384 (v NH-amina), 1747 (v
HaC O . OCHa
H H C=0-éster), 1 663 (v C=0-amida).
N weHpen (1 h=—"" RMN de 'H (DMSO-d®° ppm) &: 3,17 (d, 4H,CH,)

3,66 (s, 6H, OCH3), 4,71 (dt, 2H, J =6,8 e 7,2
Hz, CH), 6,90 (s, 2H, CH-Im), 7,56 (s, 2H, CH-Im), 8,18 (m, 3H, CH-Py), 9,49 (d,
2H, J = 7,2 Hz, NH-amida).
RMN de *C (DMSO-d®, ppm) &: 28,89 (CHy), 52,91 (OCHs), 53,65 (CH), 116,87-
148,56 (6C, CH-Py, C-Py, CH-Im, C-Im), 164,14 (C=0, amida), 172,41 (C=O0,
éster).
Anal. CHN Calcd. para C21H23N706.1,5H,0 C= 50,75%; H= 5,24%; N=19,74%
Encontrado: C=50,78%; H=5,15%; N= 19,67%
Atividade 6tica: [a]p 2% = -61,85° (lit. [a]p '®° = -61,45°)%

5.2.1.2- Preparagao do composto HPH-Pep-COOH (2)

A uma solugdo de 1 (1,80g; 3,8 mmol) em MeOH (40,0 mL) foi
adicionado NaOH (0,92g; 23 mmol) em MeOH (20 mL). Apds a adigao, a mistura
foi deixada sob agitagdo por 24h a temperatura ambiente. A mistura reacional foi
entdo evaporada, redissolvida em agua destilada, resfriada em banho gelo-agua e
neutralizada com HCI 1,0mol.L™" (pH = 6,5). Acetona foi adicionada & solucéo até a
formacado de precipitado. O precipitado foi coletado por filtracdo e lavado com
agua destilada (2 x 100,0 mL) e acetona (2 x 50,0 mL), seco no “dry oven”

obtendo-se 2 como um solido branco.
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Rendimento: 95%
p.f.: 241,0-242,0°C (Lit*® 241,0-242,0 °C)

=
N P IV (KBr, cm™): 3266-3138 (v NH-amina, v OH-
N o acido), 1663 (v C=0-amida), 1591-1530 (v C=O-
HO
H H "M 4cido).
LI i, RMN *H (DMSO-d® ppm): 3,18 (m, 4H, CHy),

HPH-Pep-COOH (2}

4,74 (m, 2H, CH), 6,93 (s, 1H, CH-Im), 6,98 (s,
1H, CH-Im), 7,71 (s, 1H, CH-Im), 7,75 (s, 1H, CH-Im), 8,15 (m, 3H, CH-Py)
RMN *3C (DMSO-d°®, ppm) &: 28,60 (CH,), 53,20 (CH), 53,51 (CH), 116,70-148,53
(10C, CH-Py, C-Py, CH-Im, C-Im), 162,88 (C=0, amida), 173,16 (C=0, acido)
Anal. CHN Calcd. para C1gH19gN70s.4,5H,0; C= 43,68%; H= 5,40%; N= 18,76%
Encontrado: C=43,79%; H= 5,00%; N= 18,69%

5.2.2- Preparacéao do sistema HFH-Pep (histidina-fenol-histidina).

5.2.2.1- Preparacao do composto bis(2,6-hidroximetil)-4-metilfenol (18)

A uma solugéo de NaOH (20,0g; 500,0 mmol) em agua destilada (80,0
mL) sob agitagcdo, em banho de gelo/agua a 0°C, foi adicionado p-cresol 14
(43,2g; 400,0 mmol) e em seguida formaldeido 37% (80,0 mL). A mistura foi
mantida sob agitagdo a 0 °C por 2h e a 10 °C por 48h. O precipitado formado foi
coletado por filtragdo, dissolvido em agua e a solugao resultante foi neutralizada
com HCI 0,1 mol.L™". O sélido obtido foi filtrado, seco a vacuo e recristalizado em

MeOH, obtendo-se 18 como um sodlido cristalino levemente amarelado.

CHs Rendimento: 70%
p.f.: 128,0-129,0°C (Lit>* 128,0-129,0°C)
IV (KBr, cm™): 3396 (v O-H-fenol), 3314 (v O-H-alcool), 1604 (v
OH OH OH| C=C), 1370 (CHs)

== RMN H (DMSO-d®, ppm) &: 2,19 (s, 3H, CHa) 4,52 (s, 4H, CHy),
6,94 (s, 2H, CH-Ar)
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Anal. CHN Calcd. para CgH1203: C = 64,27%; H=7,19%
Encontrado: C=63,91%; H=7,39%

5.2.2.2- Preparacdo do composto 1-benzil-2,6-bis(hidroximetil)-4-metilfenol
(19)

Uma mistura de 18 (16,9g; 100 mmol), K,CO3 (15,4g; 111,0 mmol) e
brometo de benzila (11,8 mL; 100,0 mmol) em acetona (350,0 mL) sob agitagéo e
atmosfera de N foi refluxada por 10h. Apds resfriamento a temperatura ambiente,
a mistura reacional foi filtrada e evaporada. O sélido branco resultante dissolvido
em CHyCl; (200,0 mL) e a solugdo orgéanica foi lavada com agua destilada (2 x
100,0 mL), seca em Na,SO;, e filtrada. Adicdo de hexano a fase orgénica levou a
formagao de um precipitado, o qual foi filtrado, lavado com hexano (2 x 50,0 mL)

e.seco no “dry oven” por 24h a 60°C, obtendo-se 19 como um sdlido branco.

CHs Rendimento: 90%

p.f.. 111,3-111,6°C (Lit>® 111,3-111,6°C)

IV (KBr, cm™): 3326 (v O-H), 2916-2880 (v C-H), 1370 (CHs)

OH O O RMN 'H (DMSO-d® ppm) &: 2,28 (s, 3H, CHs), 4,52 (s, 4H), 4,81
(s, 2H) 5,07 (s, 2H), 7,15 (s, 2H, CH-Ar), 7,30 — 7,50 (m, 5H, CH-
OBn)

19 Anal. CHN Calcd. para C1sH1503: C = 74,40%; H = 7,02%
Encontrado: C=74,09%; H=7,31%

5.2.2.3- Preparacao do composto acido 2-benziloxi-5-metilisoftalico (16)

A uma suspensao resfriada (banho gelo/agua) de 19 (4,78g; 18,5 mmol)
em &gua destilada (50,0 mL) foi adicionado uma solugdo de NaOH 7,5 mol.L™
(14,7 mL) e entdo KMnO4 (8,70g; 55 mmol) suspenso em agua destilada (10,0 mL)
foi adicionado em pequenas porgdes por um periodo de 1,5h e a mistura reacional

foi mantida sob as mesmas condicbes por 30 min e pelo mesmo periodo a
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temperatura ambiente. A suspensao resultante foi aquecida em banho maria
(60°C) por 10 min, filtrada sobre celite e lavada com agua destilada quente (2 x
50,0 mL). O filtrado foi resfriado (banho de gelo/agua) e adicionado HCI conc. até
pH 3. O sdlido branco formado foi filtrado, lavado com agua destilada (2 x 50,0

mL) e seco no “dry oven” por 24h a 75°C, obtendo-se 16 como um sélido branco.

CHs Rendimento: 63%
p.f.: 143,0-144,0°C (Lit>® 146,0-147,0 °C)
° Ol |V (KBr, cm™): 2954 (v O-H), 1714 (v C=0), 1382 (CHa)
OH O  OH | RMN 'H (DMSO-d® ppm) &: 2,32 (s, 3H, CHs), 4,98 (s, 2H,
CHy), 7,35 (m, 5H, CH-OBn), 7,66 (s, 2H, CH-Ar)
Anal. CHN Calcd. para CisH1405.2/3H,0: C= 64.38%; H=
16 5,14%
Encontrado: C= 64,48%; H=4,76%

5.2.2.4- Preparacao do composto HFH-Pep-COOMe-OBn (4)

A uma suspensao resfriada (banho de gelo/agua) de 16 (2,29g; 8 mmol)
em CHCI; (30,0 mL) em agitagao e sob atmosfera de N, foram adicionados SOCI;
(2,0 mL, 28 mmol) e DMF (0,1 mL). A mistura reacional foi mantida sob agitacao e
aquecimento (65°C) por 3h. Apos o aquecimento, a solugao foi resfriada a
temperatura ambiente por 30 min e o excesso de SOCI,, eliminado no rota
evaporador, obtendo-se o dicloreto 17 como um oleo viscoso amarelo-palha. A
uma suspenséo de histidinato de metila 9 (3,84 g; 16,0 mmol) em CHClI3 (50,0 mL)
sob N3, e, em banho de gelo/agua, foi adicionado TEA (6,8 mL; 48 mmol). Apos 15
min sob agitacdo, uma solugdo do dicloreto 17 (2,59g; 8mmol) em CHCI; (30,0
mL) foi adicionado gota a gota durante 10 min. A mistura reacional permaneceu
sob agitacao a temperatura ambiente por 96h e entao foi lavada com uma solugao
saturada de NH4Cl (3 x 100,0 mL) e agua destilada (1 x 100,0 mL). A fase
organica foi seca em Na,SO4 anidro, filtrada e evaporada sob vacuo. O sdlido

resultante foi cromatografado em silica-60 usando como eluente uma mistura
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CH2CIo/MeOH/TEA (92:6:2). As fracbes foram combinadas e lavadas com uma
solugao saturada de NH4Cl e a fase orgéanica evaporada sob vacuo fornecendo um
foam, o qual foi seco no “dry oven” por 24h a 45°C, obtendo-se 4 como um foam

amarelo-palha.

CHs Rendimento: 30%
p.f.: foam
o IV (KBr, cm™): 3362 (v N-H-amina), 1744 (v

3E$ oCH- C=0-éster), 1652 (v C=0-amida)

RMN H (DMSO-d® ppm) &: 2,28 (s, 3H, CHs),
Cg 2,99 (m, 4H, CH;), 3,65 (s, 6H, OCH3), 4,84 (s
largo, 3H, CH e CH; (parte do sistema AB)) 1H,
CHy), 5,04 (sistema AB, 1H, CH,), 6,58 (s, 2H, CH-Im), 7,21 (m, 5H, CH-OBn),
7,39 (s, 2H, CH-Im), 7,72 (s, 2H, CH-Ar), 8,14 (s, 2H, NH-amida).
RMN de **C (CDCls, ppm) &: 20,58 (CH3) 28,68 (CH,), 52,47 (OCHa), 52,81 (CH),
117,88-135,43 (10 C, CH-Ar, C-Ar, CH-Im, C-Im), 152,49 (C-fenol), 165,47 (C=0,
amida), 171,97 (C=0, éster)
Anal. CHN Calcd. para C3yH32Ns07.3/2CH30H.1/2CH,Cly; C= 57,43%; H= 5,83%;
N=12,56%
Encontrado: C=57,25%; H= 5,62%; N= 12,52%

HF H-Pep-COOMe-OBn (4

5.2.2.5- Preparacao do composto HFH-Pep-COOMe-OMe (3)

Preparado de acordo com o procedimento utilizado para 4, usando a
mesma escala. O residuo resinoso obtido foi dissolvido em MeOH e filtrado em
uma cama de alumina. O solvente foi evaporado sob vacuo e o 6leo resultante foi
dissolvido em CHCI; e a solugdo foi evaporada sob vacuo (esta operacgao foi

repetida 3 vezes) fornecendo um foam amarelo-claro.

42



CHg Rendimento: 25%

p.f.: foam
g o 0 IV (KBr, cm™): 3362 cm™ (v N-H-amina), 1743 (v
HyCO v“” D\\CH:” . C=0, éster) 1660, (v C=0, amina)
o LN RMN *H (DMSO-d®, ppm) &: 2,41 (s, 3H, CHs),
MH
RN N/ 314 (d, 4H, J = 6,1 Hz CHy), 3,45 (s, 3H, Ph-

HF H-Pep-COOMe-Ohle (3]

OCHs), 3,74 (s, 6H, OCH3), 4,84 (dt, 2H, J = 7,2
e 6,1 Hz, CH), 6,98 (s, 2H, CH-Im), 7,59 (s, 2H, CH-Im), 7,69 (s, 2H, CH-Ar), 8,88
(d, 2H, J = 7,2 Hz, NH-amida)

5.2.2.6- Preparacao do composto HFH-Pep-COOMe-OH (5)

Uma suspenséo de 4 (0,3g; 0,51mmol) e Pd/C 10% (0,06g) em MeOH
(60,0 mL) foi submetida a hidrogendlise num sistema Paar sob pressédo de H, de
40 psi por 24h. A mistura reacional foi filtrada em celite, evaporada e suspendido
em cloroférmio e evaporado (esta operagéao foi repetida 3 vezes) e o produto seco

no dry oven por 24h a 90°C, obtendo-se 5 como um sélido amarelo-palha.

£ Hy Rendimento: quantitativo
p.f.: 200°C (dec)

o O 0 g IV (KBr, cm™): 3354-3140 (v N-H, amina, v O-H,

~NH  OH HH fenol), 1742 (v C=0, éster), 1652 (v C=0, amida)
RMN *H (DMSO-d® ppm) &: 2,23 (s, 3H, CHs),

N Nz/ 3,07 (m, 4H, CH,), 3,66 (s, 6H, OCHz), 4,75 (s,

i epERaeeR 2H, CH), 6,97 (s, 2H, CH-Im), 7,78 (s, 2H, CH-

Im),7,80 (s, 2H, CH-Ar), 10,10 (s, 2H, NH-amida)
RMN *3C (DMSO-d®, ppm) &: 20,50 (CH3) 28,90 (CH,), 52,81 (OCHs), 53,70 (CH),
117,47-135,51 (9C, CH-Ar, C-Ar, CH-Im, C-Im), 163,08 (C-fenol), 168,18 (C=0,
amida), 172,57 (C=0, éster). Os sinais entre 20,5 e 53,70 ppm aparecem

dobrados.
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Anal. CHN Calcd. para C23H26N607.2 CH3OH1/2 CHC|3; C= 49,18%; H= 5,54%;
N=13,50%
Encontrado: C=48,81%; H=5,03%; N= 13,65%

5.2.2.7- Preparacdo do composto HFH-Pep-COOH-OBnN (6)

A uma solugdo de 4 (0,48g; 0,8 mmol) em MeOH (10,0 mL) foi
adicionado uma solugdo de NaOH (0,19g; 4,8 mmol) em MeOH (20,0 mL) e a
mistura reacional foi deixada sob agitacdo por 24h a temperatura ambiente. O
solvente foi evaporado e o sélido resultante foi redissolvido em agua desionizada e
purificado em coluna de resina DOWEX 1x2-200 (100-200 mesh) (basica "OH)
usando como eluente uma solucdo de AcOH 4%. A fracdo contendo o eluido foi
liofilizada e o sodlido obtido foi suspenso em acetona (50,0 mL) e deixado sob
agitacado por 24h a temperatura ambiente. Apds a agitacéo, o sélido foi coletado
por filtracdo, lavado com acetona (3x; 20,0 mL) e seco no dry oven por 48h a

90°C, obtendo-se 6 como um soélido branco.

CHa Rendimento: 66%
p.f.: >200,0 °C (dec.)
g O 0 g IV (KBr, cm™): 3366-2500 (v N-H-amina, v N-H-
o _”“H O NH o imidazol, v 0O-H-acido) 1648 (v C=0-amida),
- " SN 1628 (v C=0-4cido).
e =" RMN H (DMSO-d®, ppm) &: 2,29 (s, 3H, CHa),

HFH-Fep COOH-0B (&)

2,93 (m, 4H, CHy), 4,60 (m, 2H, CH), 4,91 (m,
2H, CH,-OBn) 6,82 (s, 2H, CH-Im), 7,26 (m, 5H, CH-OBn) 7,42 (s, 2H, CH-Im),
7,65 (s, 2H, CH-Ar), 8,65 (s, 2H, NH-amida)

5.2.2.8- Preparacao do composto HFH-Pep-COOH-OH (7)

A uma solucao de 6 (0,20g; 0,4 mmol) em MeOH /H,O (4:1) (60,0 mL)
foi adicionado Pd/C 10% (0,05g) e submetida a hidrogendlise num sistema Paar
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sob pressao de H, de 40 psi por 24h. A mistura reacional foi filtrada em celite,

evaporada e o produto seco no “dry oven” por 24h a 90°C, obtendo-se 7 como um

solido bege.
CGE] Rendimento: quantitativo
p.f: >200°C (dec)
y : IV (KBr, cm™): 3366-2500 (v N-H-amina, v N-H-
wo” et on  imidazol, v O-H-acido) 1648 (v C=O, amida),
= = 1628 (v C=0, 4cido).

HH . N::;_V/NH

N RMN H (DMSO-d®, ppm) &: 2,24 (s, 3H, CHa),

HFH-Pep-COOH-0OH (T3

3,04-3,15 (m, 4H, CHy), 4,68 (s, 2H, CH) 6,98 (s, 2H, CH-Im), 7,86-7,83 (m, 2H,
CH-Im e 2H, CH-Ar), 9,87 (s, 2H, NH-amida)
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6- CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

-Este trabalho se fundamentou em desenvolver uma metodologia
simples e eficiente na formacéo de ligacdo amidica pela reagao de varios cloretos
de acido com o histidinato de metila na elaboragcdo de sistemas relacionados a
BLM e outras metaloenzimas.

-Para efeito de comparagcdo, esta metodologia foi aplicada na
construcéo do sistema HPH-Pep (1), previamente preparado por Otsuka (74% de
rendimento), e se mostrou um método alternativo, menos laborioso e com
rendimento satisfatério (70%). Esta metodologia foi bem sucedida nas constru¢des

dos sistemas, ainda inéditos, HFH-Pep (3 e 4).

CHa CHa
o Y 0 g [} D?@\fu o
NH 0 HH MH 0 HH
Ha O al OCH HaC O 7 OcH
3 )H CH3 - 3 3 .'H H 3
— - —_— -
HH MH HH HH
=M N =N N
HFH-Fep-COOMe-OMe (3 HF H-Fep-C OO0 Me- OB (4

Varios protocolos de desprotegao foram utilizados na conversdo de
HFH-Pep (3 e 4) em HFH-Pep-COOH-OH (7) sendo as reagdes de hidrolise

basica e de hidrogendlise serem a sequéncia mais adequada.

CH3z
o © 0 g
HH 0OH HH
HO R OH
“H H
T— "
HH HH
N N/

HFH-Pep-COOH-0OH (7)

46



Perspectivas

Em continuacédo a este trabalho, pretendemos otimizar a rota sintética
de obtencdo do sistema HPH-Pep (7), bem como estudar suas propriedades
quelantes em colaboragéo com outros grupos de pesquisa. Além do mais, seria de
grande valia utilizarmos o HPH-Pep (7) como base na construgdo de sistemas
mais complexos e polifuncionalizados, tal como H;FH>-Pep, que melhor

mimetizem a nivel molecular o sitio catalitico de metaloenzimas do tipo BLM.

CH3 g, =W cOOMe, coOH

Fz2= Oke, OBn, OH

a o
HN ', Ry 2 ol Ry |' MH
Q\ MH O HH )
M M ™, | M M
H H Rz H
— -
MH NH
R Mo

HaFHzFep
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