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Resumo

Neste trabalho foram sintetizados, com diversos bis-aminoacidos através da reac¢ao
de ciclo-adi¢do 1,3-dipolar de Huisgen entre azido- e alquinilaminoécidos e entre
alquinilaminoacidos e bis-azidas. Os azido-aminoacidos foram obtidos pelo método de
Wong, usando uma transferéncia diazo entre a azida de trifluorometanossulfonilo e a
funcdo amina do respectivo aminoacido. As bis-azidas foram sintetizadas a partir dos
respectivos acidos bis-boronicos com azida de sddio. Os alquinilaminoacidos foram
obtidos através do acoplamento da propargilamina a fungao acido carboxilico da cadeia
principal ou lateral dos aminoacidos ou mediante uma reac¢do de substituicdo usando
uma f-triazolildesidroalanina. A aplicacdo de diferentes condi¢des reaccionais levou a

sintese dos bis-aminoacidos com bons rendimentos.

Foram sintetizados diversos péptidos lineares contendo a sequéncia arginina-glicina-
acido aspartico (RGD), usando a sintese peptidica em fase solida e uma estratégia que
envolve o uso do grupo 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc). Num dos péptidos foi
acoplado um bis-aminoacido com o anel 1,2,3-triazole. Outro péptido foi ciclizado por
formacdo de uma ligacdo amida, obtendo-se um péptido ciclico de RGD, c(Val-
Arg[Pbf]-Gly-Asp[O'Bu]-Lys[Z]), com um residuo de lisina protegido ortogonalmente
na cadeia lateral, relativamente aos grupos protectores dos residuos de arginina e acido

aspartico.

A reacgdo 1,3-dipolar de Huisgen também foi aplicada na ciclizagdo de péptidos.
Sintetizou-se um péptido linear com dois grupos alquino nos terminais amina e acido
carboxilico. Este péptido foi sintetizado em fase solida e acoplado ao acido 5-hexindico
no terminal amina. A propargilamina foi ligada em solucao a fun¢do acido carboxilico.
A reaccao deste péptido com a 1,4-benzenobis-azida permitiu obter um novo péptido
ciclico contendo a sequéncia RGD. Apds o tratamento com o 4cido trifluoracético
(TFA), obteve-se o péptido ciclico desprotegido contendo na sua estrutura dois anéis de

1,2,3-triazole.
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Abstract

In this work we have synthesized, in good yields, several bis-amino acids using the
Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition from azide- and alkynil-amino acids or from
alkynilamino acids and bis-azides. The azide-amino acids were obtained from the
corresponding amino acids and sodium azide by a diazo transfer using a sulfonyl azide
as reported previously by Wong. The bis-azides were synthesized from the
corresponding bis-boronic acids by treatment with sodium azide. The synthesis of the
alkynil-amino acids was carried out by coupling propargylamine to the carboxylic acid
function of amino acids or by a substituition reaction using as substract a f-

triazolyldehydroalanine.

Several peptides containing the arginine-glycine-aspartic acid (RGD) sequence were
prepared using solid phase peptide synthesis (SPPS) and a 9-fluorenylmethoxycarbonyl
(Fmoc) strategy. A bis-amino acid with a 1,2,3-triazole ring was coupled to one of the
peptides. Another peptide containing a benzyloxycarbonyl protected lysine was cyclized

by an amide bond using a head-to-tail strategy.

Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition was also applied in the cyclization of peptides
with the RGD sequence. Thus, a linear peptide with two alkynil groups in the N- and C-
terminals was prepared in a combined solid phase and solution strategy. This peptide
was cyclized using 1,4-diazidobenzene. After cleavage of the protecting groups the

cyclic RGD peptide was obtained and characterized.
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Abreviaturas e Simbolos

%

aa

Abs

Ac

ACN
AcOH
Ala

aq.

Ar

Arg ou R
Asn
AspouD
Boc
Boc,O

DEPT
DIC

Percentagem

Aminoécido

Absorvancia

Acetilo

Acetonitrilo

Acido acético

L-Alanina

Aquoso

Aromatico

L-Arginina

L-Asparagina

L-Acido aspartico
terc-butiloxicarbonilo
Dicarbonato de terc-butilo
Butilo

Ciclo

Catalisador

Cloroférmio deuterado
1/Centimetros

Correlated Spectroscopy
Ciclohexilo

L-Cisteina

Dupleto

Dias
1,8-Diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno
Diciclo-hexilcarbodiimida
Diclorometano

Dupleto de dupleto

Dupleto de dupleto de quarteto
Distortionless Enhancement by Polarization Transfer

Di-isopropilcarbodiimida
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DIPEA N,N-di-isopropiletilamina

DMAP 4-(N,N’-dimetilamino)piridina

DMF N,N-dimetilformamida

DMSO Dimetilsulféxido

D-Phe ou f D-Fenilalanina

DPPA Fenilfosforilazida

dt Dupleto de tripleto

DVB Divinilbenzeno

EDTA Acido etilenodiaminotetraacético

eq. Equivalentes

Et;:N Trietilamina

f Banda forte

F L-Fenilalanina

Fmoc 9-fluorenilmetoxicarbonilo

Fmoc-Cl Cloroformiato de 9-fluorenilmetilo

g Gramas

Glu Acido L-glutamico

Glyou G L-Glicina

h Horas

HATU Hexafluorfosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-
tetrametiluronio

HBTU Hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio

His L-Histidina

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Coherence

HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Coherence

HOAt 1-Hidroxi-7-azabenzotriazole

HOBt 1-Hidroxibenzotriazole

HRMS Espectrometria de massa de alta resolucdo (High Resolution Mass
Spectrometry)

Hz Hertz

i ipso

Ile L-Isoleucina

v Infravermelho
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mL
mM
mmol
mol
mol%
Mtr

nm

Pbf
Pen
PET
pm
ppm
Pro

Constante de acoplamento (expressa em Hz)
Banda larga

L-Leucina

Literatura

Ligando

L-Lisina

meta

Molar (mmol/mL)

Multipleto

Metilo

Metanol

L-Metionina

Miligramas

Megahertz

Minutos

Mililitros

Milimolar (mmol/L)

Milimoles

Moles

Equivalentes em percentagem molar
4-metoxi-2,3,6-trimetilfenilsulfonilo
Nanometros

orto

Graus centigrados

para

Ponto de fusdo
2,2,4,6,7-pentametildihidrofuran-5-sulfonilo

Penicilamina

Tomografia de emissdo de positrdes (Positron Emission Tomography)

Picometros
Partes por milhao
L-Prolina

Quarteto
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quint

RMN de “°C
RMN de 'H
S

sept

Ser

SIMes

sl

SPPS

t
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tl.c.
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Tf

TFA

TFE
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Tos
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Tyr
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dc

du

umol
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Ressonancia Magnética Nuclear de carbono
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Singleto
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Sintese de péptidos em fase solida (Solid Phase Peptide Synthesis)
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Temperatura ambiente

Cromatografia em camada fina (Thin Layer Chromatography)
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L-Triptofano
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Ultravioleta

D-Valina

L-Valina
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1. Introdugédo

1.1. Péptidos ciclicos com a sequéncia RGD

A sequéncia arginina-glicina-acido aspartico [Arg-Gly-Asp (RGD)] (Figura 1) ¢
encontrada em varias proteinas da matrix extracelular (vitronectina, fibrogénio e
fibronectina, entre outras) e ¢ responsavel pelas interacgdes destas proteinas com uma

série de receptores celulares conhecidos como integrinas'~

2 H
H,N N._CO,H
N
YT
CO,H
NH
H,N™ S NH

Figura 1. Tripéptido com a sequéncia RGD.

As integrinas participam na transducdo de sinais celulares e estdo envolvidas em

. . ~ . ~ 3

processos importantes, tais como a regulacdo da proliferacdo celular e a apoptose’.
Entre os membros desta familia de receptores a integrina a,f; estd directamente

. ~ P . . . 2

relacionada com a evolugdo e difusdo de células tumorais € com a angiogénese”. Este
ultimo processo € essencial no crescimento de tumores solidos e no desenvolvimento de
, 4 . . , ..
metastases’. A integrina a,f; encontra-se sobre-expressa nas células endoteliais
activadas de tumores ¢ em algumas células tumorais (glioblastomas, melanomas e
carcinomas da mama, ovario e prostata)’. Como a integrina a3 reconhece a sequéncia
RGD, este tipo de péptidos pode ser usado como agentes anti-tumorais’ ou no
desenvolvimento de agentes vectorizados para imagem médica ndo invasiva de tumores

(Figura 2)*"*,

| OH
/ 0
N
HN
HO /F\/\ NH, HO H,
N

HNW/\H (e} H/&NH 77/\

o

IZ

NH

Figura 2. Agentes vectorizados para imagem médica nio invasiva de tumores’.
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1. Introdugao

Nos ultimos anos foram efectuados varios estudos de relacdo estrutura-actividade
entre péptidos com a sequéncia RGD e a integrina o,f3, que conduziram ao

- - - 4,10
desenvolvimento de vérios compostos com elevada afinidade para este receptor™ ™

11,12,13

Pierschbacher et al'? estudaram diversos péptidos com a sequéncia RGD, tendo
verificado que a substituigdo destes residuos por aminoacidos quimicamente
semelhantes ou pelos seus enantiomeros conduzia a uma diminui¢do da afinidade dos
ligandos para a integrina a,f;. Este estudo também mostrou que a afinidade para esta
integrina de péptidos ciclicos com a sequéncia RGD era cerca de dez vezes superior a

demonstrada pelos analogos lineares'*".

3,10,11
Kessler et al”™™

realizaram estudos estrutura/actividade de hexa- e pentapéptidos
ciclicos com a sequéncia RGD e verificaram que a selectividade para a integrina a,f3
era maior quando as distancias entre os dtomos de carbono a e £ da arginina e do acido
aspartico era de 500 pm e 700 pm, respectivamente. Quanto a influéncia dos restantes
aminoacidos, estabeleceram que a presenca de um residuo aromatico hidrofébico, como
a fenilalanina ou o triptofano, a seguir ao 4cido aspartico conduzia a um aumento da
afinidade. A presen¢a de um D-aminoécido na posi¢do 4 também mostrou ser preferivel
relativamente aos analogos com o enantiémero L.

Estes estudos levaram aos ciclopentapéptidos c(RGDfV) e ¢(RGDFv) (Figura 3),

com elevada afinidade e selectivos para o receptor o,/fs.

i O

N
LT 3w
HN o) HN' © o o)

O o

H
KNNQLH v COH .
H H\) o)
HoN N\) © HN._N

NH A NH B

Figura 3. Estruturas dos péptidos ¢(RDGfV) (A) e c(RGDFv) (B).

A N-metilagdo do residuo de valina do péptido ¢(RGDfV) levou a descoberta do
pentapéptido ciclico c(RGDf[NMe]V), cuja afinidade para a integrina o,f3 ¢ cerca de
quatro vezes maior, relativamente ao derivado no metilado'®. Este péptido encontra-se
actualmente na fase II dos ensaios clinicos como firmaco antitumoral (Cilengitide,

EMD 121974)°.
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1. Introdugédo

A andlise da estrutura de raios-X do complexo entre o fragmento extracelular da
integrina a,f3 e o pentapéptido c(RGDf[NMe]V) mostrou que o péptido se insere entre
as duas subunidades o e f da integrina, ficando os residuos de arginina e acido aspartico
virados para lados opostos"'”. A Figura 4 mostra as principais interac¢des entre a
integrina a,f3 € o péptido ciclico, sendo possivel verificar que tanto os oxigénios da
cadeia lateral do acido aspartico como o hidrogénio da ligacao amida entre a glicina e o
acido aspartico estabelecem interac¢des importantes com a integrina. O mesmo
acontece com o grupo guanidinio da arginina. O residuo de glicina encontra-se entre as
subunidades a e f e estabele interacgdes hidrofobicas. O residuo de fenilalanina
estabelece interac¢des hidrofobicas com um residuo de tirosina da integrina. A valina
parece ndo estabelecer interac¢des com a integrina, o que apoia a hipdtese de este ser

um bom residuo para inserir alteragdes funcionais no pentapéptido.

HO
/—,<O (B)-Tyr122
\O\\ \/
(0)ASPIS0 o - 9 o (B)-Ser123
“N Y\N
\
A NH |

\
o O

HNT NS, HN
L 07N L, .,,,/(o**cia2+
Os 0 h ‘

Q
(0)-Asp218 / \
o \
N
(B)-Arg216 Q '\—l o
N N
H
H (B)-Asn215
HZNT N o
NH NH,

Figura 4. Representacdo esquematica das principais interacgdes entre o péptido c(RDGf[NMe]V) e a
integrina a.,f8;' (0 péptido esté a preto; a subunidade o a rosa; a subunidade f a azul; as interac¢des a

vermelho).

1.1.1. Métodos de sintese

A descoberta dos péptidos c(RGDfV) e c¢(RGDf[NMe]V) levou a sintese de outros
péptidos ciclicos com a sequéncia RGD, usando diferentes estratégias. Alguns péptidos

foram sintetizados numa tentativa de reduzir a flexibilidade, o que facilitaria o estudo da
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1. Introdugao

7

- . 161 .. .
conformagio activa'®'’; outros, para melhorar a actividade e farmacocinética, sem

aumentar a toxicidade™'%,

A sintese de péptidos pode ser efectuada em solucdo, em fase soélida ou utilizando
uma combinagdo das duas estratégias anteriores.

A sintese de péptidos em fase solida (SPPS)' veio fornecer um meio bastante
eficiente na sintese de péptidos. Enquanto a sintese em solucdo ¢ eficaz na preparagao
de péptidos pequenos, quando se trata de péptidos com cadeias mais longas, surgem
problemas de solubilidade e de purificagcdo. Na sintese peptidica em fase solida grande
parte destes problemas ¢ eliminada, uma vez que o péptido em construcao encontra-se
ligado a um suporte s6lido polimérico insoluvel, sendo possivel utilizar um excesso de
reagentes e remover os produtos secundarios por filtragio'”. A lavagem da resina com
solventes adequados garante a eliminacdo completa dos produtos indesejados enquanto
o uso de excesso dos reagentes de partida assegura bons rendimentos’. O
desenvolvimento de novos suportes sélidos e de grupos protectores, bem como a
possibilidade de automacdo tem levado a um uso cada vez maior da sintese em fase
solida para a construgdo de péptidos e pequenas proteinas™.

Os grupos protectores em SPPS s3o normalmente o grupo terc-butiloxicarbonilo
(Boc) e o grupo 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc)*'. O grupo Boc é removido com
acidos, como o acido trifluoracético (TFA), o &cido cloridico (HCI) ou o 4cido sulftrico
(H,S04)**%. A clivagem do grupo Fmoc ocorre em condi¢des moderadamente basicas,
normalmente 20% de piperidina ou morfolina num solvente organico™, condigdes
compativeis com uma variedade de grupos protectores bastante superior a permitida
com o uso do grupo Boc. A clivagem dos péptidos da resina sintetizados utilizando a
estratégia Fmoc ¢ feita normalmente em meio acido*’. No caso da estratégia Boc, a
clivagem do péptido da resina ¢ efectuada simultaneamente com a clivagem dos grupos

da cadeia lateral, com é4cido fluoridrico (HF) anidro"**.

A reac¢do de formagdo da ligagdo peptidica requer a activacdo da funcgdo acido
carboxilico, o que pode ser efectuado utilizando vérios métodos®’. Os agentes de
acoplamento sao uma das formas de promover a formacao da ligacao peptidica. Destes,
os mais usados sdo as carbodiimidaszl, sendo as mais comuns a diciclo-
hexilcarbodiimida (DCC) e a di-isopropilcarbodiimida (DIC). Estes reagentes ligam-se

a fun¢do acido carboxilico, formando O-acil ureias. As O-acil ureias sao muito
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reactivas, o que pode levar a racemizacdo do aminoacido, por formac¢do de uma

oxazolona (Esquema 1).

Esquema 1. Activacdo do acido carboxilico com DCC e possiveis reacgdes secundarias. A: rearranjo
numa N-acil ureia; B: racemizacdo (P — grupo protector; R —cadeia lateral do aminoacido; R'NH, —

aminoacido acoplado).

Para evitar este tipo de problemas, surgiu o uso de benzotriazoles®', como o 1-
hidroxibenzotriazole (HOBt) ou o 1-hidroxi-7-azabenzotriazole (HOAt) (Figura 5).
Estes compostos sdo capazes de reagir com as O-acil ureias, formando ésteres activos,
menos reactivos mas capazes de reagir com a amina.

Outros reagentes de acoplamento incluem os sais de urénio e de fosfénio®'. O
hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluréonio (HBTU) e o
tetrafluorborato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametilurénio (TBTU) sao

exemplos deste tipo de reagentes (Figura 5).

Sintese de Derivados Ciclicos de RGD 7
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Figura 5. Estruturas dos agentes de acoplamento HOBt, HOAt, HBTU ¢ TBTU.

Tendo em conta as caracteristicas dos agentes de acoplamento existentes, tem-se
verificado o uso de diferentes combinagdes destes agentes, quer na sintese em solugao
quer em fase so6lida. As carbodiimidas DIC e DCC tém sido usadas nas duas estratégias

de sintese peptidica®

, normalmente em conjunto com o HOBt. Em fase solida ¢
preferivel o uso da DIC, devido ao seu menor volume e a maior solubilidade da ureia

formada em solventes orgénicos, o que facilita a sua remogao por filtragio™'.

A reacgao de ciclizacao de péptidos mais comum € a que envolve os grupos amina e
acido carboxilico dos extremos da cadeia peptidica, com formacdo de uma ligagdo
amida. Este tipo de cicliza¢do ¢ normalmente denominado por ciclizagdo head-to-tail e
pode ser realizada utilizando os métodos usuais de formagdo da ligagio amida®. A
ciclizacao head-to-tail apresenta alguns problemas, tais como a possibilidade de ocorrer

26,25

dimerizacdo e epimerizacao A dimerizagdo pode ser minimizada usando

concentragdes muito baixas do péptido (10° a 10* M) durante a ciclizagdo. A

r

epimerizacdo ¢ normalmente evitada com o uso de glicina na extremidade do acido

carboxilico do péptido®*

. Quando nao ¢ possivel utilizar este residuo nessa posi¢ao,
verificou-se que os reagentes de acoplamento como o HOAt minimizam a

epimerizagio™.
1.1.2. Sintese de péptidos ciclicos com a sequéncia RGD

Zhang et al*® sintetizaram um péptido ciclico com a sequéncia RGD utilizando uma
ciclizagdo head-to-tail entre os residuos de glicina e acido aspartico, na presenca de
HBTU e N,N-di-isopropiletilamina (DIPEA) (Figura 6, A).

Kessler et al'®?’

prepararam varios péptidos ciclicos com a sequéncia RGD através
de uma ciclizagdo head-to-tail usando como reagente de acoplamento na reac¢do de

ciclizagdo a fenilfosforilazida (DPPA) (Figura 3).
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Figura 6. Estrutura de alguns péptidos ciclicos contendo a sequéncia RGD.

Em 2005, Casiraghi er al'® usaram o mesmo reagente DPPA em presenca de
bicarbonato de sédio para ciclizar miméticos peptidicos com a sequéncia RGD. Alguns
dos compostos preparados evidenciaram afinidades iguais ou superiores as dos péptidos
c(RGD1V) e c(RGDf[NMe]V) (Figura 6, B).

Manzoni ef al’ prepararam péptidos ciclicos com lactamas biciclicas incorporadas na
cadeia principal do péptido. Estes autores optaram por efectuar a ciclizagdo usando
hexafluorfosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametilurénio (HATU),
HOAt e DIPEA em DMF seco. O composto C da Figura 6, em particular, mostrou

elevada afinidade para as integrinas a,f3 € ofs.

Para além da ciclizacdo head-to-tail é possivel promover a ciclizagdo de cadeias
peptidicas envolvendo as cadeias laterais dos aminoacidos. O tipo de ligagdo mais

comum neste tipo de ciclizagio ¢ a ponte dissulfeto'>****. Os

péptidos ciclizados
através desta ligacdo sdo normalmente obtidos por insercao de dois residuos de cisteina.
A reaccdo ocorre em meio aquoso, na presenga de agentes oxidantes, como o
hexacianoferrato(III) de potassio (K3[Fe(CN)s])'***. Este tipo de ciclizagdo permitiu a
sintese de péptidos com a sequéncia RGD e com elevada afinidade para o receptor a,fs
(Figura 7, A e B).

Um outro tipo de ciclizacdo através das cadeias laterais dos aminoacidos naturais ¢ a
formagao de uma ligagdo amida entre residuos de acido glutamico ou acido aspartico e

lisina®®°,
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Figura 7. Estrutura dos péptidos Ac-ciclo-S-S-[Cys-(N"-metil)Arg-Gly-Asp-Pen]-NH,** (A) e 2-
mercaptobenzoil-(N“-metil) Arg-Gly-Asp-2-mercapto-anilida' (B).

A introdu¢do de determinados grupos funcionais nas cadeias laterais dos
aminoacidos ou na cadeia principal dos péptidos permite utilizar varias metodologias na

ciclizagdo de péptidos.

A metatase de alquenos ¢ um exemplo de uma reac¢do que pode ser usada na
ciclizagao de péptidos. Nesta reac¢dao forma-se uma ligagdo carbono-carbono. Chaleix et
al’' reportaram um péptido ciclico com a sequéncia RGD, usando esta reac¢io em fase
solida. Foram introduzidos nas posi¢cdes 1 e 5 da cadeia peptidica residuos de a-

alilglicina, que ciclizaram na presenga de um catalisador de ruténio (Figura 8).

NHPbf H O'Bu
Os_N
HN” NH j/ ﬁo
NH O
P(Cy)s HN o
Cl\ ! ph S
_Ru=— N
Cl” 1 (6]
P(Cy)a HN /
O  NHFmoc
A B

Figura 8. Estrutura do catalisador de Grubbs de ruténio’> (A) e do péptido c(alilGly-Arg-Gly-Asp-
alilGly)-resina’' (B).

Em 2001, Akaji et al*> usaram a reac¢io de Heck para obter péptidos ciclicos com a
sequéncia RGD. Esta reac¢do ocorre entre um haleto de arilo e um alqueno em presenca
de um catalisador de paladio. Estes autores ligaram a fun¢ao acido carboxilico terminal
a 3-iodobenzilamina e a funcdo amina terminal o acido propenoico. A ciclizagao
ocorreu em presenca de acetato de paladio, trifenilfosfina e cloreto de tetrabutilamonio

(Esquema 2).
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Esquema 2. Sintese de um péptido ciclico com a sequéncia RGD através da reac¢do de Heck, em fase

solida (X =resina) e em solugdo (X = H). Condi¢des: 37°C; DMF/H,O/Et;N.

A reacgdo de cicloadig¢do 1,3-dipolar de Huisgen também foi usada na ciclizagdo de
péptidos. Esta reacc¢do consiste numa cicloadi¢ao concertada entre um dipolo-1,3 € um
dipolarofilo (Esquema 3). Quando as duas espécies envolvidas sao uma azida € um

alquino, o produto da reac¢do ¢ um anel de 1,2,3-triazole.

N-N=

+= N
C . Ry
RE—=——R?

Esquema 3. Cicloadicdo 1,3-dipolar de Huisgen de uma azida (dipolo-1,3) e um alquino (dipolaréfilo).

A introdugdo da catalise com cobre(I) por Sharpless et al’* levou a uma total
regiosselectividade da cicloadi¢@o para os 1,2,3-triazoles-1,4-dissubstituidos e permitiu
reac¢des mais rapidas a temperatura ambiente. Sharpless® verificou que o cobre(I) pode
ser gerado in situ a partir de sulfato de cobre penta-hidratado e ascorbato de sodio
(como agente redutor), ou pode ser usado directamente um sal de cobre(l), tal como
Cul, CuOT{.CsHs ou [Cu(MeCN)4][PF¢], em conjunto com um equivalente molar de
uma base azotada. O mecanismo sugerido para a reac¢do catalisada por cobre(I) passa
pela ligacao do alquino ao cobre, seguida da ligagdo desta espécie a azida. A reacgdo
evolui para a formagdo do triazole e regeneragdo da espécie de cobre(l) inicial

(Esquema 4). Este mecanismo explica a regiosselectividade obtida com a catélise.
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Esquema 4. Ciclo catalitico da cicloadi¢do 1,3-dipolar de Huisgen catalisada por cobre(I).

Desde o trabalho de Sharpless®™ surgiu uma vasta gama de catalisadores de cobre
eficazes, tais como sais de Cu(I) (Cul’>*® ¢ CuBr’"*"), sais de Cu(II) em conjunto com

394041 " cobre(I) gerado por comproporcionagdo de Cu(0) e Cu(I)* e

um agente redutor
nanoclusters de Cu(0)*.

A reacg¢do de Huisgen apresenta diversas vantagens, tais como a possibilidade de
usar meio aquoso™, ndo ser necessaria a exclusdo do oxigénio atmosférico®®, a total
regiosselectividade, as condigdes reaccionais suaves e os rendimentos elevados. Estas
tém tornado a reac¢do de Huisgen muito utilizada em sintese orgéanica. O facto de o anel

de 1,2,3-triazole ser iséstero da ligagao amida®’ aumentou a aplicacdo desta reaccdo em

sintese peptidica.

Os alquinilaminoacidos normalmente usados em sintese peptidica sdo a N-

propargilglicina*’ (Esquema 5, A), a a-propargilglicina®”*'#>%

(Esquema 5, B) e a
propargilamina ligada ao terminal 4cido carboxilico do péptido™*® (Esquema 5, C).
Papini et al*™® reportaram a sintese de um w-alquinil-L-aminoécido (Esquema 5, D),
usando um complexo de niquel(II) como auxiliar quiral na introdugdo da cadeia lateral

no dtomo de carbono a da glicina.

12 Sintese de Derivados Ciclicos de RGD



1. Introdugédo

0o Fmoc~ "~ €021
H H,N___CO,H HN
\N\/COZH ? ”\
X R — "n
=
A B C D

Esquema 5. Alquinilaminoacidos usados na ciclizagdo de péptidos através da reacgdo 1,3-dipolar de

Huisgen (R: cadeia lateral do aminoacido, n: 1 ou 2).

A funcdo azida pode ser introduzida na cadeia peptidica por acoplamento de um
azido-acido 4 fungdo amina’®. Os azido-amino4cidos oa-azido-acidos™®*** ¢ e-
s 4 . . 4
azidolisina®' podem ser preparados através do método de Wong®, que envolve uma

transferéncia diazo catalisada por cobre(Il) (Esquema 6).

9 ? a) ? b) OH
O=|S_O_§_CF3 O:$—N3 A NSAH/
CF; O CFs o

Esquema 6. Sintese da a-azidoglicina através do método de Wong. Condicdes: a) NaN; (5 eq.), DCM,
H,0, 0°C, 2h; b) Gly (0,5 eq.), K,CO; (0,75 eq.), CuSO, (0,5 mol%), MeOH, H,0O, DCM, t.a., 18h.

Os alquinilaminoacidos e os azido-aminoacidos sdo relativamente pouco reactivos,
pelo que podem ser introduzidos numa cadeia peptidica sem necessidade de protecgio’
e sdo estaveis nas condigdes normalmente usadas em SPPSY, o que torna o seu uso
bastante atractivo.

Meldal et al’' aplicaram a cicloadi¢io de Huisgen na SPPS. Estes autores usaram um
sal de cobre(I) (iodeto de cobre(I) e DIPEA) como catalisador e obtiveram
selectivamente os 1,2,3-triazoles-1,4-dissubstituidos com rendimentos elevados.

Wu et al®®

aplicaram esta cicloadi¢do na sintese de 1,2,3-triazoles fluoralquilados,
usando catalise de iodeto de cobre (I) e trietilamina a temperatura ambiente, obtendo os
triazoles com rendimentos moderados.

Por sua vez, Marik e Sutcliffe’ sintetizaram ['*F]fluoropéptidos para serem usados
como agentes de imagem in vivo para Tomografia de Emissdo de Positrdoes (PET),
usando um azidopéptido e diferentes ['*F]fluoroalquinos. O sistema reaccional
escolhido foi o de Meldal’' com ascorbato de sodio como base.

Recentemente, foi reportado um novo complexo de cobre(I), [Cu(SIMes)|Br, que

L, . . . e~ . . . 2
mostrou ser um Optimo catalisador da cicloadigdo 1,3-dipolar entre azidas e alquinos™.

Este complexo também mostrou catalisar com eficacia a sintese de triazoles a partir de
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haletos na presenca de azida de sodio, sendo geradas in sifu as respectivas azidas. O
mecanismo sugerido para a reac¢do de Huisgen catalisada por este complexo de cobre
(Esquema 7) sugere a complexacdo do cobre(I) com a ligagdo tripla, possibilitando

assim o uso de alquinos dissubstituidos.

R——R
.
[Lacul
1 N
RSNTSN
/N Ln IT”
R R (':u Cu
, !
R—==R R~ R
q +
RN RN
Dl "
R CuR

Esquema 7. Ciclo catalitico sugerido por Nolan et al’® para a sintese de 1,2,3-triazoles a partir de
alquinos dissubstituidos, catalisada pelo complexo de cobre(I) [Cu(SIMes)]Br (SIMes: 1,3-(2,4,6-

trimetilfenil)imidazole.

Fokin et al” desenvolveram um método para sintetizar 1,2,3-triazoles a partir de
alquinos e azidas geradas in sifu por substituicdo dos haletos com azida de so6dio. No
caso de haletos de arilo ou vinilo, foi usado azida de s6dio, sulfato de cobre(Il) penta-
hidratado, ascorbato de sdédio, L-prolina e carbonato de sédio, com aquecimento
(Esquema 8, A); para os haletos de alquilo, usou-se azida de sédio, sulfato de cobre(II)

penta-hidratado e ascorbato de sddio, a t.a. (Esquema 8§, B).

1N
R-X + R2— R‘N N

R2

A: R'=aril, vinil; X=I; R2=alquil, aril

B: R'=alquil; X=Cl, Br, I; R’=Ph, alquil

C: R'=aril, vinil; X=B(OH),; R>=Ph, hexil
Esquema 8. Sintese de 1,2,3-triazoles a partir dos respectivos alquinos e haletos ou acidos bordnicos, por
geragdo das azidas in sifu. Condicdes: A) NaNj (1,2 eq.), CuSO,4.5H,0 (5-10 mol%), ascorbato de sodio
(10-20 mol%), L-prolina (20 mol%), Na,CO; (20 mol%), DMSO, H,0 (9:1), 60°C; B) NaNj; (1,2 eq.),
CuS04.5H,0 (5 mol%), ascorbato de sddio (10 mol%), DMF, H,O (4:1), t.a.; C) NaN; (1,1 eq.), CuSO,
(10 mol%), MeOH, H,O (1:1), t.a..
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Liu et al” também tentaram a sintese directa dos triazoles, partindo de 4cidos
bordnicos. Neste caso ndo foi necessaria a presenca de um agente redutor (Esquema 8,
C). Em ambos os trabalhos, os triazoles foram obtidos com total selectividade e bons
rendimentos.

Mais recentemente foi tentada a sintese de 1,2,3-triazoles sem catalisador, apenas em
refluxo de 4gua durante 24h*, partindo do haleto de alquilo ou arilo, de azida de sédio e
do alquino. Os 1,2,3-triazoles foram obtidos com bons rendimentos, mas a

regiosselectividade nem sempre foi conseguida.

A cicloadigao 1,3-dipolar de Huisgen foi usada na ciclizagdo de péptidos com a
sequéncia RGD.

Finn et al'’ realizaram uma série de estudos para tentar explicar os resultados
obtidos™ na tentativa de ciclizar péptidos contendo a sequéncia RGD com a a-
propargilglicina no terminal carboxilico e o acido 5-azidopentandico ligado ao terminal
amina. Os produtos destas reacgdes foram os respectivos dimeros ciclicos. Nestes
estudos foram exploradas diversas caracteristicas dos péptidos e condigdes de
ciclizagdo, de modo a estabelecer os factores que favorecem a dimerizacao em relagdo a
ciclizacdo intramolecular. A cicliza¢do em fase so6lida mostrou favorecer a dimerizagao.
O péptido ciclico A da Figura 9 foi o produto maioritario da tentativa de ciclizagdo em
solugdo (concentracdo de 0,8 mM) através da reac¢do 1,3-dipolar de Huisgen. O sistema
catalitico escolhido por estes autores foi um complexo de cobre(I), [Cu(MeCN)4][PFs],
e 2,6-lutidina.

Liu et al’® sintetizaram em fase solida diversos péptidos com a sequéncia RGD
contendo como aminoacido C-terminal o acido aspartico acoplado a propargilamina e
na posicdo N-terminal a a-azidoglicina. Apds clivagem da resina, estes autores
procederam a ciclizagdo dos péptidos na presenca de brometo de cobre(I) ¢ DBU,
usando solugdes diluidas (10 mg/L). Os péptidos ciclicos com a sequéncia RGD foram

obtidos com bons rendimentos, apos clivagem dos grupos protectores (Figura 9, B).
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Figura 9. Péptidos com a sequéncia RGD ciclizados pela reac¢do 1,3-dipolar de Huisgen catalisada por

cobre(I) (B: Xaa = Gly, Ala, Leu, Ile, Cys, Met, Asp, Asn, Glu, Lys, Arg, His, Phe, Trp, Pro).
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2. Resultados e Discussdo

2.1. Sintese de precursores

Neste trabalho foram sintetizados varios tipos de precursores, nomeadamente Fmoc-
aminoacidos, que foram utilizados na sintese em fase solida dos péptidos lineares;
alquinil- e azido-aminoacidos que foram usados em cicloadi¢des 1,3-dipolares de
Huisgen; e bis-azidas obtidas a partir dos respectivos acidos bis-bordnicos e usadas

também em cicloadigdes 1,3-dipolares de Huisgen.

2.1.1. Sintese de Fmoc-aminoacidos

Carpino e Han™ reportaram um método simples para proteger a fungio amina de
aminodcidos com o grupo fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc), com bons rendimentos. O
reagente de protec¢do usado € o cloroformiato de 9-fluorenilmetilo (Fmoc-Cl) e a
reac¢ao ocorre na presenga de uma solucdo aquosa de carbonato de sédio. O tratamento
da mistura reaccional com acido leva a precipitacao do aminoacido N-protegido.

Neste trabalho foi efectuada a protec¢ao do L-triptofano (1a) e da D-fenilalanina (1b)
com o grupo Fmoc, segundo o método referido. Obtiveram-se o0s respectivos

aminoacidos com a fun¢do amina protegida, 2a e 2b, com rendimentos quantitativos

(Esquema 9).
R O. 1. Na,CO; (aq) O’
H N)\CO H ' (0] 2. HCI o} R
2 2 . ' )\N)\COZH
o o H
1 2
1a; L-Triptofano 2a%*; Fmoc-L-Triptofano, ~100%
1b; D-Fenilalanina 2b%*: Fmoc-D-Fenilalanina, ~100%

Esquema 9. Sintese de Fmoc-L-Triptofano e Fmoc-D-Fenilalanina.

2.1.2. Sintese de alquinilaminoacidos

A sintese de alquinilaminoacidos foi efectuada através do acoplamento da
propargilamina a fun¢do 4acido carboxilico da glicina ou da cadeia lateral do acido
aspartico ou mediante uma reac¢do de substituicdio usando uma p-

triazolildesidroalanina.
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A reacgdo entre a Boc-L-glicina ou a Fmoc-L-glicina ¢ a propargilamina, usando
condig¢des usuais de acoplamento entre aminoacidos (HOBt e DCC), permitiu a sintese
de dois alquinilaminoécidos, com rendimentos de 96 e 56%, respectivamente (Esquema
10). No caso da sintese de 4b ndo foi usada trietilamina na reac¢do de acoplamento para
evitar a clivagem do grupo Fmoc, uma vez que este grupo ¢ clivado em meio basico. A
Boc-L-glicina (3) foi sintetizada a partir da L-glicina (1¢), por reac¢do com dicarbonato

de terc-butilo (Boc,0) em meio basico™.

0
H H
HoN_COH __2) N._CoH —bB) N A
R/ ~~ 2 R/ N/\\
H AN
1c 3%5; R=Boc, 64% 4a: R=Boc, 96%
2c¢; R=Fmoc 4b; R=Fmoc, 56%

Esquema 10. Sintese de Boc- e Fmoc-glicina-propargilamina. Condi¢des: a) Boc,O (1,1 eq.), NaOH 1M,
dioxano/H,0, t.a., 30 min.; b) HOBt (1,0 eq.), DCC (1,0 eq.), propargilamina (1,0 eq.), Et;N (1,0 eq.),
ACN, t.a., 18h (no caso de 2¢, sem Et;N).

O acoplamento da propargilamina com o grupo acido carboxilico da cadeia lateral do
acido aspartico permitiu a obtengdo do aminoacido 6a (Esquema 11). Apos clivagem do
grupo terc-butilo com TFA obteve-se o aminoacido 7, o qual pode ser introduzido numa

cadeia peptidica.

H a) N._co,Bu N__coH
t - -
Fmoc” Y CO,Bu Fmoc 2 ~ B . Fmoc 2
O (0]
CO,H
’ HN\/// HN\/
5 6a; 92% 7; ~100%

Esquema 11. Sintese de Fmoc-Asp(f-propargilamino)-OH, 7. Condi¢des: a) HOBt (1,0 eq.), DCC (1,0
eq.), propargilamina (1,0 eq.), Et;N (1,0 eq.), ACN, t.a., 18h.; b) TFA (3 mL /mmol), 3h.

Numa tentativa de sintetizar outro aminoacido com um alquino na cadeia lateral e
que pudesse ser introduzido numa cadeia peptidica tentou-se o acoplamento entre a
Fmoc-lisina-OH 2d e o acido 5-hexinoico. Neste caso ndo foi possivel isolar o produto

pretendido 9 (Esquema 12).
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_N CO,H _N CO,H
Fmoc”~ N COH Fmoc 2 Fmoc 2
o e
NHBoc CF3;CO0 NHa HN\H/’\\//\\§§
A
(0]
8 2d; ~100% 9

Esquema 12. Acoplamento de Fmoc-lisina-OH com o 4cido 5-hexindico. Condic¢des: a) TFA (3 mL

/mmol), 5h ; b) HOBt (1,0 eq.), DCC (1,0 eq.), acido 5-hexindico (1,0 eq.), EisN (1,0 eq.), ACN, t.a., 18h.

A sintese de desidroalaninas N,N-diprotegidas a partir de derivados da serina foi
descrita por Maia et al’®. Estes compostos di-acilados revelaram ser excelentes
substratos em reac¢des de adicdo de Michael’’. Os mesmos autores verificaram que
quando um dos grupos protectores era o 4-toluenossulfonilo e em presenga de
heterociclos de azoto ou de tidis ocorria a reaccdo de adi¢ao seguida da eliminacdo do
grupo 4-toluenossulfonilo e regeneracio da ligagdo dupla®™. Para obter as f-
aminodesidroalaninas foi necessario promover a substitui¢ao do grupo 1,2,4-triazolilo
da f-triazolildesidroalanina pela respectiva amina™. Esta estratégia foi usada na sintese

da S-propargilaminodesidroalanina 6b (Esquema 13).

. H
H,N.__CO,H Cl H3N.__CO,Me N_ _CO,M
? \[ R j: 2 b) Tos” \[ oMe
OH OH OH
1d 10%5; ~100% 1156; 71%
N N _comMm Boc
B /N COZMe BOC/ Me 4 :
o¢ \[ -8 | ) _N__CO,Me
N’N ~——— Tos \ﬂ/
NH N\
. =
665 ~100% 13%8; ~100% 1257: 33%

Esquema 13. Sintese de (£)-Boc-AAla(f-propargilamino)-OMe (6b) a partir da L-serina. Condicdes: a)
SOCl, (3.4 eq), MeOH, 40°C, 4h; b) TosCl (1,1 eq.), EitN (2,2 eq.), DCM, t.a., 4h; ¢) Boc,O (2,5 eq.),
DMAP (2,5 eq.), ACN seco, t.a., 3h; d) 1,2,4-triazole (1,0 eq.), K,CO;5 (6,0 eq.), ACN, t.a., 18h; e)
propargilamina (2,5 eq.), MeOH, t.a., 18h.

Os alquinos sintetizados foram caracterizados por espectroscopia de RMN de 'H e de
1C. O sinal do protdo do alquino surge como um tripleto a desvios quimicos entre 2,22

e 3,09 ppm. Os protdes do grupo CH, propargilicos aparecem como um dupleto de
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dupletos a valores de desvio quimico entre 3,85 ¢ 4,06 ppm. O desdobramento deste
sinal deve-se ao acoplamento com o protdo do grupo NH e com o protdo do alquino
(Tabela 1).

Os sinais no espectro de RMN de "*C dos atomos de carbono da ligagio tripla
surgem a desvios quimicos entre os 71,63 ¢ os 73,11 ppm e entre os 79,13 e os 81,07

ppm (Tabela 1).

Tabela 1. Desvios quimicos de RMN de 'H e de "*C dos compostos 4a (CDCly), 4b (DMSO), 6a
(CDCl,), 6b (CDCl3) e 7 (DMSO).

CH,C=CH CH,C=CH CH,C=CH
Composto

On dc O dc dc
Boc-Gly-propargilamina, 4a 2,23 71,63 4,06 29,03 79,19
Fmoc-Gly-propargilamina, 4b 3,09 72,97 3,86 27,85 81,07
Fmoc-Asp(S-propargilamino)-O'Bu, 6a 2,22 71,80 4,05 29,16 79,13
Fmoc-Asp(fS-propargilamino)-OH, 7 3,08 73,11 3,85 27,96 80,99
(E)-Boc-AAla(f-propargilamino)-OMe™", 6b 2,36 a) 3,953,97  a) a)

a) Nao efectuado

2.1.3. Sintese de azido-aminoacidos

O método de Wong™ ¢ uma das estratégias mais usadas na sintese de azido-
aminoacidos. Este método permite a sintese de azido-aminoacidos® com bons
rendimentos ¢ baseia-se numa reaccdo de transferéncia diazo utilizando a azida de
trifluorometanossulfonilo gerada in sifu a partir do anidrido trifluorometanossulfonico.

Neste trabalho aplicou-se 0 método de Wong et al* na sintese da a-azidoglicina 15a
e da Z-lisina(e-azido)-OH 15b (Esquema 14). No caso da glicina obteve-se a respectiva
azida com um rendimento excelente, enquanto a azida 15b foi obtida com um
rendimento consideravelmente mais baixo. Estes resultados estdo, no entanto, de acordo
com os obtidos por Zaloom e Roberts®. Estes autores sugerem que a utilizagio de
aminoacidos com grupos funcionais polares ou cadeias laterais volumosas como
substratos nas reac¢oes de transferéncia diazo conduz a rendimentos mais baixos. Esta
reaccdo foi tentada com a Fmoc-lisina, no entanto ndo foi possivel isolar o produto,

tendo-se formado uma mistura complexa impossivel de separar.

22 Sintese de Derivados Ciclicos de RGD



2. Resultados e Discussdo

H,N_CO,H N3_-CO,H
1c 15a°%, 99%
H H
,-N CO,H a) ,-N CO,H
NH, N3
14 15h, 23%

Esquema 14. Sintese dos azido-aminoacidos 15a e 15b. a) CF;SO,N; (10 eq.), K,CO; (1,5 eq.),
CuS0,4.5H,0 (1 mol%), H,O/MeOH/DCM (1/2/1,6), t.a., 18h.

A estrutura da oa-azidoglicina 15a, cuja sintese ja tinha sido reportada
anteriormente®’, foi confirmada por espectroscopia de RMN de 'H e por espectroscopia
de IV. A Z-lisina(e-azido)-OH 15b foi caracterizada por espectroscopia de RMN de 'H
e de 1°C, espectroscopia de IV e massa de alta resolugio. Em ambos os compostos, 0
grupo azido foi confirmado por espectroscopia de 1V, pela presenca de uma banda forte

192 Quanto ao espectro de RMN de 'H do composto 15b,

por volta dos 2100 cm
verificou-se um aumento dos desvios quimicos dos protdes da cadeia lateral quando
comparados com os desvios quimicos dos mesmos protdes na Z-Lys-OH. Este efeito é
maior nos sinais dos protoes o e ¢ da lisina e ¢ devido ao efeito electro-retirador do
grupo azido. No caso do espectro de RMN de °C, este efeito também foi observado no

sinal correspondente ao atomo de carbono do grupo e-CHa.

2.1.4. Sintese de bis-azidas

Liu et al’® reportaram a sintese de diversas azidas aromaticas e vinilicas a partir dos
respectivos acidos boronicos, por tratamento com azida de sodio e usando um sal de
cobre (II) como catalisador.

Neste trabalho, o método de Liu et al® foi aplicado a dacidos bis-bordnicos,
nomeadamente ao acido 1,4-fenilbis-borénico (16a) e ao acido (9,9-dioctil-9H-fluoreno-
2,7-di-il)bis-boroénico (16b) (Esquema 15). As respectivas bis-azidas (17a ¢ 17b) foram
obtidas com rendimentos de 67 ¢ 87%. Em relagdo ao descrito por Liu et al>® verificou-

se um aumento dos tempos reaccionais.
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08— )-siom, —e=
16a

a) 17a; 67%

(HO)B O‘O B(OH), N3 O‘O N3

16b 17b; 87%

Esquema 15. Sintese de bis-azidas a partir de acidos bis-borénicos. Condicdes: a) NaN; (2,5 eq.),

CuS0,.5H,0 (20 mol%), MeOH, t.a., 40-30h.

Em ambos os casos as bis-azidas foram isoladas por extraccdo com éter de petrdleo e
posterior remocao do solvente. Os s6lidos obtidos mostraram ser sensiveis a luz e ao ar.
A caracterizagdo por espectroscopia de RMN de 'H e de °C confirmou as estruturas dos
compostos 17a e 17b. O espectro de RMN de 'H do composto 17a apresenta um (inico
sinal a 7,02 ppm. Os protoes 1 € 8, 3 ¢ 6 ¢ 4 ¢ 5 no composto 17b sdo equivalentes,
surgindo como dois dupletos a valores de desvio quimico de 6,96 ¢ 7,61 ppm e um
dupleto de dupletos a um desvio quimico de 7,01 ppm. No caso do dupleto
correspondente aos protdes 1 e 8 a constante de acoplamento ¢ de 1,8 Hz. Os atomos de
carbono ligados ao grupo azida surgem nos espectros de RMN de "°C a 120,34 ppm no
composto 17a e a 138,71 ppm em 17b.

Estas bis-azidas foram usadas na sintese de bis-aminoacidos e na ciclizacdo de um

péptido com a sequéncia RGD.

2.2. Sintese de bis-aminoacidos utilizando a reac¢cdo de adicao 1,3-dipolar de

Huisgen

Os azido-aminoacidos (15a e 15b), os alquinilaminoacidos (4a, 4b e¢ 6b) ¢ as bis-
azidas (17a e 17b) sintetizados foram usados na sintese de bis-aminoacidos.

A reacgdo entre azidas e alquinos ¢ uma reaccdo de cicloadicdo 1,3-dipolar e leva a
formagao de um anel de 1,2,3-triazole. Esta reac¢do ¢ normalmente catalisada por cobre,
ocorre rapidamente, o produto precipita do meio reaccional e tem bons rendimentos.

Em 2004 Wu e al® testaram diversas condi¢des reaccionais para a adi¢ao 1,3-

dipolar de Huisgen entre uma fluoroalquilazida e um fenilalquino. Foram usados como
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catalisadores sulfato de cobre(Il) penta-hidratado e iodeto de cobre(I) e como agente
redutor ascorbato de sddio, acido ascorbico e trietilamina. Estes autores verificaram que
os melhores resultados foram obtidos usando iodeto de cobre(I) como catalisador e
trietilamina em misturas de acetonitrilo/agua.

Apesar da diferenca estrutural e quimica dos reagentes de partida usados, estas
condigdes mostraram ser eficazes na reac¢ao entre as azidas 15a e 15b e o alquino 4a.
Os bis-aminodcidos 18a e 18b foram obtidos com bons rendimentos (Entradas 1 e 2 da

Tabela 2, Esquema 16).

(@) O O
H H H
By awn BT B
Boc N N ~——  Boc” N X. —— " Boc~ N . HO,C
HXN,N 15a H/\\ 15b HA[ N NH
N \
Zz
18a \‘C02H 4a 18b
V b)
17a 17b
_N N<
n=N N=
#N{:%N@\
0~ NH HN__o
Y T :
HN INH
\
Boc HN
Boc 19a \ 19b N
Boc Boc

Esquema 16. Sintese dos triazoles 18a, 18b, 19a ¢ 19b. Condi¢ées: a) Cul (0,01 eq.), Etz;N (1,1 eq.),
ACN/H,0 (1:2), t.a., 2,5 d; b) CuSO, (0,2 eq.), ascorbato de sédio (1,0 eq.), MeOH/H,0O (1:1), t.a., 19-
23h.

No entanto a bis-azida 17b ndo reagiu com o alquino 4a nas mesmas condigdes
reaccionais (Entrada 3 da Tabela 2).

Os mesmos autores que descreveram a sintese de azidas a partir de acidos borénicos
reportaram a sintese de aril-1,2,3-triazoles a partir dos acidos borénicos™ e dos
respectivos alquinos, usando sulfato de cobre(Il) anidro, ascorbato de sddio e azida de
sodio, em metanol/agua. Uma adaptagdo destas condi¢des reaccionais levou a sintese
dos compostos 19a e 19b, com rendimentos de 92 e 25% (Entradas 4 e¢ 5 da Tabela 2,

Esquema 16).
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Tabela 2. Condicdes e resultados das adigdes 1,3-dipolares de Huisgen.

Alquino Tempo Produto
Azida Cat. (eq.) Base (eq.) Solvente
(eq.) Reacc¢ao M%)
ACN:H,0O
1 15a 4a (1,1) Cul (0,01) Et;N (1,1) (12) 2,5d. 18a (74)
ACN:H,0
2 15b 4a (1,1) Cul (0,01) Et:N (1,1) (12) 2,5d. 18b (~100)
ACN:H,0
3 17b 4a (2,2) Cul (0,02) Et:N (2,2) (12) 2,5d. 4a (54)
Ascorbato s6dio  MeOH:H,0O
4 17a 4a (2,2) CuS0,4(0,2) 19h 19a (92)
(1,0) (1:1)
Ascorbato sodio  MeOH:H,0
5 17b 4a (2,2) CuSO,(0,2) 23h 19b (25)
(1,0) (1:1)
Ascorbato s6dio  MeOH:H,0O
6 15a 4a (1,1)  CuSO,(0,1) 25h 18a (61)
(0,5) (1:1)
Ascorbato sodio  MeOH:H,O )
7 17a 6b (2,2) CuSO0, (0,2) 5d. n.i.
(1,0) (1:1)
Ascorbato sédio  MeOH:H,O
8 15a 4b (1,1) CuSO0, (0,1) 2d. n.i.
(0.,5) (1:1)

n.i. ndo identificado

Para testar a versatilidade destas condigdes reaccionais, estas foram também
aplicadas a reaccdo entre a azida 15a e o alquino 4a, tendo-se obtido o bis-aminoacido
18a com um rendimento de 61% (Entrada 6 da Tabela 2, Esquema 16). Apesar deste
rendimento ser inferior ao obtido com iodeto de cobre(I) e trietilamina, mostrou a
possibilidade de se usar estas condigdes partindo de alquinos e azidas aromaticas ou
alquilicas.

Nos entanto, a aplicacdo destas condi¢des quer ao alquino 6b quer ao 4b ndo

conduziu aos produtos pretendidos (Entradas 7 e 8 da Tabela 2).

Uma vez que a tentativa de sintetizar o composto 18c¢ por adi¢do da azida 15a e o
alquino 4b ndo foi bem sucedida, tentou-se obter este composto por clivagem do grupo
Boc do composto 18a, seguida de proteccdo da fungdo amina com o grupo Fmoc. O
composto 18c¢ foi obtido com um rendimento global de 49% (Esquema 17). Este
composto tem interesse para aplicagdo em fase solida, pois permite a introducao do anel

de triazole, que € um iso6stero da ligacdo amida, numa cadeia peptidica em construgao.

26 Sintese de Derivados Ciclicos de RGD



2. Resultados e Discussdo

CF5;CO0 .
Boc\N\|-|\/(o H3N\\/<O mOC\N\H\/{O
HN HN HN
-N
NN NN N
N { N
CO,H CO,H COxH
18a 20, ~100% 18c, 66%

Esquema 17. Sintese do triazole 18¢c. Condicdes: a) TFA (3mL /mmol), 3h30m; b) K,CO; aq. a 10%
(2,5 eq.), Fmoc-Cl (1,0 eq.), dioxano, 4h a 0°C, 18h a t.a.

A estrutura de todos os bis-aminodcidos sintetizados foi confirmada por
espectroscopia de RMN de 'H e de "C, assim como por analise elementar ou por
espectroscopia de massa de alta resolucao.

Comparando os sinais d¢ RMN de 'H das azidas de partida e dos triazoles obtidos
(Tabela 3), verifica-se um aumento no desvio quimico dos protdes do grupo CH, da
azida 15a, quando comparado com os mesmos protdes nos compostos 18a e 18c. Na
azida 15b, quando comparada com o composto 18b, este aumento também se faz notar
nos sinais dos protdes dos grupos e-CH, e d-CH, da lisina. Nos espectros de RMN de
BC néo foi registada nenhuma alteracdo significativa nos desvios quimicos dos sinais

mais comuns.

Tabela 3. Desvios quimicos de RMN de 'H e de ">C dos compostos 15a (CDCls), 15b (CDCl3) e 18a-c
(DMSO).

a-CH/CH, f- e y»-CH, o0- e e-CH,
Composto 5 5 5 5 5 5
N;-Gly-OH, 397 e
15a
b o
R/NJLH/\[I\;N
\—coxH 523 5040 e e
18a; R = Boc
18¢; R=Fmoc
1,69-1,78, 31,86 1,53-1,68 28,30
Z'Lyzl(:;)'OH 4,40-445 53,47 1,89-1,96e e e e
141-1.52 2236 328 51,01
o iu“@w Horc 146-1,62 30,13 1,69-1,79 29,36
NN 387393 53,65 e e e e
18h 131-135 22,64 426-429 49,06
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O espectro de RMN de 'H da bis-azida 17a, quando comparado com o do composto
19a, verifica-se um aumento no valor do desvio quimico dos protdes do anel aromatico
de 7,0 para 8,1 ppm. Esta desprotec¢do dos protdes aromaticos esta relacionada com a
conjugacdo com os dois anéis de triazole. O mesmo foi verificado com a bis-azida 17b e

o composto 19b.

Tabela 4. Desvios quimicos de RMN de 'H e de "*C dos compostos 17a (CDCl;), 17b (CDCl5), 19a
(DMSO) e 19b (DMSO).

H-Ar Ci
Composto
ou oc oc
17a 7,02 120,34 136,67
19a 8,10 121,20 136,18
7,01 117,85
17b 6,96 113,56 137,58
7,61 120,52
7,89 119,00
19b 8,02 114,57 139,66
8,08 121,49

Nos espectros de RMN dos alquinos as alteracdes foram maiores, tendo desaparecido
os sinais do protdo e dos atomos de carbono da ligacdo tripla e surgido os sinais
correspondentes ao protdo e aos atomos de carbono do anel de triazole (Tabela 5). A
formagdo do anel de triazole nos compostos 18a, 18b, 19a ¢ 19b, a partir de 4a
aumentou o valor do desvio quimico dos protdes do grupo CH; propargilicos de 4,1
para 4,3 ou 4,4 ppm e do desvio quimico do atomo de carbono de 29 para 34 ppm. Facto
semelhante foi observado entre 4b ¢ 18¢c. O desvio quimico do atomo de carbono C-4
do anel de triazole surge a 144 ppm em 18a-c, 146 ppm em 19a ¢ 156 ppm em 19b. O
protdo CH da ligagdo tripla, que surgia a desvios quimicos de 2,2 e 3,0 ppm em 4a ¢ 4b,
respectivamente, surge nos triazoles 18a-c, 19a ¢ 19b a 7,9 e 8,7 ppm. O atomo de
carbono correspondente a este grupo CH também sofreu um aumento no seu desvio

quimico de 70 ppm para 124 ou 121 ppm.
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Tabela 5. Desvios quimicos de RMN de 'H e de ">C dos compostos 4a (CDCls), 4b (DMSO), 18a-c
(DMSO), 19a (DMSO) ¢ 19b (DMSO).

CH,CCH CH,CCH CH,CCH
Composto —
5H 6C 5H 6(: 5C
Boc-Gly-propargilamina 4a 4,06 29,03 2,23 71,63 79,19
Hi
N N
e 18a 431 3412 787 12421 144,77
\—co,H
NH 18b 426429 3420 7,87 122,62 144,73
z
Boc
/LI\\IH
0 19a 4,41 34,17 8,68 121,24 146,49
. \\N
\/Hh o 19b 4,41 34,16 8,68 121,22 155,84
HN NH
i30c Boc/
Fmoc-Gly-propargilamina 4b 3,86 27,85 3,09 72,97 81,07
H\)OL
N N,
Fmoe N“[N‘,N 18¢ 4,32 34,13 789 124,25 144,67
\—co,H

2.3. Sintese em fase s6lida de péptidos contendo a sequéncia RGD

Neste trabalho foram sintetizados varios péptidos lineares com a sequéncia RGD
utilizando a SPPS e uma estratégia Fmoc. Dois destes péptidos foram posteriormente
ciclizados por duas metodologias diferentes.

Na SPPS dos péptidos lineares foi utilizada uma resina de cloreto de 2-clorotritilo e
aminoacidos N-protegidos com o grupo Fmoc. Os grupos protectores 2,2,4,6,7-
pentametildihidrofuran-5-sulfonilo (Pbf) e terc-butilo (‘Bu) foram usados na protec¢do
das cadeias laterais da arginina e acido aspartico, respectivamente.

Os péptidos lineares 21-24 foram sintetizados utilizando esta metodologia (Figura

10).
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Figura 10. Estrutura dos péptidos lineares 21-24.

O primeiro aminoacido foi ligado a resina através de uma reac¢do de substituicdo
nucleofila utilizando um excesso de Fmoc-aminoécido e uma base (Esquema 18). Apos
a reac¢do a resina foi lavada com uma mistura de DCM/MeOH/DIPEA para converter
os grupos clorotritilo em metoxitritilo, impedindo assim uma posterior ligagdao de outros
aminodcidos a resina que nao reagiu. As lavagens com DCM e DMF foram efectuadas
para eliminar o Fmoc-aminoéacido em excesso. O loading da resina foi determinado por
espectroscopia de UV através da quantificacdo do dibenzofluveno libertado da resina

apos clivagem do grupo Fmoc com piperidina (Esquema 19).
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Esquema 18. Loading da resina de cloreto de 2-clorotritilo.

Esquema 19. Clivagem do grupo Fmoc com piperidina.

Na Tabela 6 apresenta-se os equivalentes de Fmoc-aminoécidos utilizados na sintese
dos péptidos 21-24, o loading da resina e o rendimento global do péptido protegido apo6s

clivagem da resina.

Tabela 6. Equivalentes de Fmoc-aminoacidos usados na sintese dos péptidos lineares 21-24, loading da

resina e rendimento.

Péptido Eq. de Fmoc-aminoacidos  Loading (mmol/g) n (%)

21 4 0,66 40
22 4 0,48 33
23 4 (1,4 de 18a) 0,66 32
24 2 0,64 49

Apoés o acoplamento do primeiro aminodcido, foi feita a clivagem do grupo Fmoc
por reac¢do com 20% de piperidina em DMF. A eficdcia da desproteccao foi verificada
através do teste de TNBS®. Este teste consiste em adicionar a uma pequena fracco da
resina umas gotas de uma solu¢do a 10% de N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) em
DMF e umas gotas de uma solu¢do de 4cido 2.,4,6-trinitrobenzenossulfonico (TNBS).
Se existirem aminas primarias ligadas a resina, esta adquire uma coloracdo entre o
laranja e o vermelho.

No acoplamento dos Fmoc-aminoacidos ao péptido foram usados os agentes de
acoplamento HOBt e DIC. O teste de TNBS foi usado para verificar a eficacia de cada

acoplamento.
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A repeticdo sucessiva dos passos de desprotec¢do e acoplamento levou a sintese dos
péptidos lineares que, apds uma ultima desproteccdo do grupo Fmoc, foram clivados da
resina com uma mistura de AcOH/TFE/DCM. Os péptidos 21-24 foram todos obtidos

na forma de sélidos, com rendimentos globais entre 32 e 49%.

Como ja foi referido, a presenca de um residuo hidrofébico ligado ao &cido aspartico
da sequéncia RGD aumenta a afinidade e a selectividade dos péptidos para a integrina
ayB3'°. Os péptidos 21, 23 e 24 foram sintetizados com um residuo de D-fenilalanina ou
de L-triptofano ligados ao acido aspartico. No caso do péptido 22 optou-se por ligar ao
acido aspartico um residuo de lisina protegido na cadeia lateral com o grupo
benziloxicarbonilo (Z). Este residuo possibilitaria, por exemplo, a ligagdo do péptido a
agentes imagiologicos. A desproteccao do péptido 21 contendo um residuo fluorescente
de triptofano foi efectuada na presenca de TFA, durante 3 horas. No entanto, a anélise
por espectroscopia de RMN de 'H e de ">C e por espectroscopia de massa de alta
resolucao do produto 25 revelou que ocorreu a clivagem do grupo terc-butilo, mas nao a

do grupo Pbf da arginina (Esquema 20).

H-Gly-Arg(Pbf)-Gly-Asp(O'Bu)-Trp-OH.AcOH ~ —1FA, H—Gly—AM-OH.TFA
21 3h

H-Gly-Arg(Pbf)-Gly-Asp-Trp-OH.TFA
25, ~100%
Esquema 20. Reacgao do péptido 21 com TFA.

Parte do péptido 21, ainda ligado a resina, foi ligada ao composto 18a (1,4 eq.),
utilizando as condi¢des reaccionais usadas no acoplamento de aminoacidos. O péptido
23 foi isolado com um rendimento de 32%. A sintese deste péptido mostrou um método
simples e eficaz de introduzir um anel de 1,2,3-triazole numa cadeia peptidica. Como ja
foi referido, este anel ¢ um isostero da ligagdo amida e a sua introdu¢do numa cadeia
peptidica pode ser vantajosa, uma vez que por um lado aumenta a resisténcia do péptido
a hidrélise enzimatica e por outro possui actividade bioldgica intrinseca.

O péptido 24 foi sintetizado como precursor linear dos derivados ciclicos. Este
péptido apresenta a sequéncia RGDfV, a qual se ligou, em fase sélida, na posi¢do N-
terminal o 4cido 5-hexindico. O produto 24 foi isolado com um rendimento global de

49%, tendo-se usado apenas 2 equivalentes de Fmoc-aminoacidos e de acido 5-
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hexindico em cada passo reaccional, o que sugere que nao ¢ necessario um excesso de 4
equivalentes como descrito na maioria dos protocolos de sintese em fase solida. Apos
clivagem da resina, o péptido 24 foi ligado a propargilamina, utilizando HBTU como
reagente de acoplamento, para dar origem ao péptido 26. Este foi obtido na forma de um
solido, com um rendimento excelente (Esquema 21). O péptido 26 apresenta dois

alquinos terminais, o que possibilita a ciclizagao com bis-azidas.

24

a)

(0]
\/\)J\
Arg(Pbf)-Gly-Asp(O'Bu)-D-Phe-Val-OH.AcOH
(0]

H _—
\\/\)J\Arg(be)-Gly-Asp(O‘Bu)-D-Phe-Val N

26, 92%

Esquema 21. Sintese do péptido 26. a) HOBt (1,0 eq), HBTU (1,0 eq), propargilamina (1,0 eq), DIPEA
(2,0 eq), DMF, t.a., 18h.

Os péptidos lineares sintetizados foram caracterizados por espectroscopia de RMN
de 'H e de 13C, utilizando as técnicas de DEPT-135, de COSY, de HMQC ¢ de HMBC
para a atribuicao dos sinais.

Por exemplo, em relagdo ao péptido 24, foi possivel observar no espectro de HMQC
as correlagdes entre os sinais dos protdes aromaticos (desvio quimico entre 7,14 ¢ 7,24
ppm) e os atomos de carbono dos grupos CH aromaticos a 126, 127 e 129 ppm (Figura
11, A), bem como as correlagdes entre os sinais dos protdes a-CH da arginina, do 4cido
aspartico, da D-fenilalanina e da valina (desvios quimicos entre os 4,11 e os 4,63 ppm)
e os sinais dos respectivos atomos de carbono (desvios quimicos entre os 49 e os 57
ppm) (Figura 11, B). Na mesma zona do espectro € possivel observar a correlagdo entre
os protdes do grupo CH, da glicina e o 4&tomo de carbono que surge a um desvio
quimico de 42 ppm. O tripleto no espectro de RMN de 'H a um desvio quimico de 2,75
ppm e com uma constante de acoplamento de 2,4 Hz foi atribuido ao protao do alquino
terminal, tendo-se observado no espectro de HMQC (Figura 11, C) uma correlagao

entre o sinal deste protdo e um atomo de carbono com um desvio quimico de 71 ppm.

Sintese de Derivados Ciclicos de RGD 33



2. Resultados e Discussdo

P e S L e P S

l\thl
",
8 a‘
|
-

7.3 7.2 7.1 46 44 42 40 38 36 2.80 275 270
A B C

Figura 11. Espectro de HMQC em DMSO do péptido 24 nas zonas aromatica (A), dos a-CH (B) e da
correlagdo entre o sinal de protdo com desvio quimico de 2,75 ppm e o respectivo sinal de atomo de

carbono (C).

Na zona do espectro de RMN de 'H com desvios quimicos entre os 0,8 e os 3,0 ppm
surgem os sinais dos protdes dos grupos CH; e CH,. No espectro de HMQC desta zona
(Figura 12) observou-se a correlacdo de um sinal de um atomo de carbono com dois
sinais de protdo, sendo este fendmeno observado em outros dois sinais de atomos de
carbono. Estes carbonos, a desvios quimicos de 28,98, 37,53 e 38,14 ppm, foram
atribuidos aos grupos -CH; da arginina, do acido aspartico e da D-fenilalanina. O sinal
do espectro de RMN de 'H a um desvio quimico de 2,0 ppm mostrou no espectro de
HMQC correlagdo com um sinal a desvio quimico de 30,13 ppm, tendo sido atribuido
ao atomo de carbono S-CH da valina. No espectro de HMQC também foi possivel
observar uma correlagdo entre os sinais dos protdes dos grupos y-CHj3 da valina e os
sinais de dois atomos de carbono a desvios quimicos de 17,91 e de 19,11 ppm. Os sinais
dos protdes dos grupos CH; do Pbf surgem como singletos a desvios quimicos de 1,40,
1,99, 2,40 e 2,46 ppm enquanto os protdes do grupo CH, surgem a 2,95 ppm e
apresentam no espectro de HMQC uma correlagdo com um sinal de um atomo de
carbono a 42,46 ppm. O singleto com desvio quimico a 1,40 ppm integra para 6 protoes,
pelo que foi atribuido aos dois grupos CHj3 do anel de 5 membros. Este sinal apresentou
uma correlacdo com um sinal de um 4tomo de carbono a um desvio quimico de 28,29
ppm. Os sinais dos restantes grupos CHs do Pbf surgem a desvios quimicos de 12,26,

17,56 e 18,93 ppm (Figura 12).
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Figura 12. Espectro de HMQC em DMSO do péptido 24 da zona de desvios quimicos entre 0,7 e 3,2

ppm no espectro de RMN de 'H (a laranja estdo as correlagdes entre os protdes e os atomos de carbono

dos grupos S-CH,; a azul, as correlagdes dos grupos y-CH; e f-CH da valina; a ro

sinais dos grupos CH; e CH, do Pbf).

A anélise do espectro de COSY do péptido 24 (Figura 13) permitiu estabelecer a

correlacdo entre cada protdo amida e o protdo do grupo a-CH da arginina, do acido

aspartico, da D-fenilalanina e da valina e os protdes CH; da glicina.
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Figura 13. Espectro de COSY em DMSO do péptido 24 mostrando as correlagdes entre os protdes NH

das amidas e os protoes dos grupos a-CH dos aminoacidos.
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No espectro de COSY do péptido 24 também foi possivel observar a correlagdo entre
os protdes dos grupos a-CH e f-CH dos aminoacidos (Figura 14). No caso da arginina
foi possivel atribuir no espectro de RMN de 'H o sinal com desvio quimico de 3,0 ppm
aos protdes do grupo J-CH,, uma vez que no espectro de COSY este sinal apresenta
uma correlacdo com um sinal a desvio quimico de 1,37-1,55 ppm que corresponde aos
protdes do grupo y-CH,, sendo também observada a correlagdo entre os protdes dos
grupos y-CH, e f-CH,. Neste espectro observa-se uma correlagdo entre o sinal dos
protdes dos grupos CHs da valina e o sinal do f-CH (0 = 2,00 ppm) que, por sua vez,
apresenta uma correlagdo com o sinal com desvio quimico a 4,11 ppm que corresponde
ao a-CH.

Os sinais a desvios quimicos de 1,63, 2,12 ¢ 2,20 ppm no espectro de RMN de 'H
foram atribuidos aos trés grupos CH, do acido hexindico ligado ao péptido. O protao
que surge a um desvio quimico de 2,12 ppm surge como um dupleto de tripletos, com
constantes de acoplamento de 2,4 ¢ 7,2 Hz, respectivamente. A constante de 2,4 Hz
indicou que este sinal correspondia ao grupo CH; mais proximo da ligagao tripla. A
correlagdo no espectro de COSY entre os sinais com desvios quimicos de 2,12 e 2,21
ppm com o sinal a um desvio quimico de 1,63 ppm indicou o ultimo como sendo o sinal

dos protoes do grupo CH; intermédio (Figura 14).
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Figura 14. Espectro de COSY em DMSO do péptido 24 dos sinais com desvios quimicos entre 0,8 e 4,7

T

ppm no espectro de RMN de 'H (a azul estdo realgadas as correlagio entre os protdes f, y e d da arginina;
a rosa, as correlacdes entre os protdes da ligacdo tripla e proximos desta; a laranja, as correlagdes entre os

protdes da valina).
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No fim da analise dos espectros de RMN de 'H e de "°C, dept, COSY ¢ HMQC foi
possivel identificar quais os sinais de cada aminoacido, os protdes dos grupos
protectores e os protdes provenientes do 4cido hexinodico.

A analise do espectro de HMBC confirmou as atribui¢des de sinais feitas e permitiu
identificar os sinais dos carbonos quaternarios. Os protdes do grupo d-CH, da arginina
apresentavam no espectro de HMBC uma correlagdo com um sinal com desvio quimico
de 156,10 ppm, que corresponde ao atomo de carbono do grupo guanidinio (Figura 15,
A). A correlacdo observada entre os protdes aromaticos da fenilalanina e o sinal a
desvio quimico de 137,66 ppm indicou que este seria o C; deste aminoacido (Figura 15,
B).
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Figura 15. Espectro de HMBC em DMSO do péptido 24 com evidéncia da correlacdo entre os protdes do
grupo J-CH, da arginina e o atomo de carbono do grupo guanidinio (A) e entre os protdes aromaticos da

fenilalanina e o C; desta (B).

O sinal dos grupos CH; do ferc-butilo, que surge no espectro de RMN de 'H como
um singleto com integragdo para nove protdes e com um desvio quimico de 1,32 ppm,
apresentou uma correlacdo com o sinal do atomo de carbono quaterndrio com desvio
quimico de 80,06 ppm, indicando este como o sinal do 4&tomo de carbono ligado aos trés
grupos CHj3 do terc-butilo. O sinal dos dois grupos CH3 do Pbf, que surgem no espectro
de RMN de 'H a um desvio quimico de 1,40 ppm, mostrou uma correlagio, no espectro
de HMBC, com o sinal de um 4tomo de carbono a um desvio quimico de 86,27 ppm, o
que levou a atribui¢do deste sinal ao atomo C-2 do grupo protector Pbf. O sinal
correspondente aos protdes do grupo CH, do Pbf também mostrou uma correlacdo com
o sinal do atomo de carbono a 86,27 ppm. A identificacao e a atribui¢ao dos restantes

sinais dos atomos de carbono do grupo Pbf foram feitas através das correlagdes HMBC
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entre os sinais dos protdes dos grupos CHs; e CH; do Pbf e os sinais dos atomos de
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carbono (Figura 16).
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Figura 16. Espectro de HMBC em DMSO do péptido 24, evidenciando a correlag@o entre os protdes e 0s
carbonos do grupo Pbf.

A correlagdo observada no espectro de HMBC entre os atomos de carbono dos
grupos carbonilo e os protdes a-CH dos aminodcidos ¢ a-NH vizinhos confirmou a

sequéncia de aminoécidos no péptido (Figura 17).
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Figura 17. Espectro de HMBC em DMSO do péptido 24 com as correlagdes entre os sinais dos atomos

de carbono na zona carbonilica e os protdes a-H, A, ou os protoes a-NH, B.

A atribuicdo dos sinais para cada um dos péptidos referidos na Tabela 6 foi efectuada
de modo analogo ao descrito para o péptido 24 (Tabela 7). A analise de espectroscopia

de massa de alta resolugdo de cada um dos péptidos confirmou as estruturas destes.
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Tabela 7. Desvios quimicos dos protoes da sequéncia RGD nos péptidos 21-26 em DMSO.

21 22 23 24 25 26
a-NH Arg 8,47 8,19 8,12 8,59 8,06
a-CH Arg 429 425 424428 420 4,33-4,39 4,20
I Are 1,48-1,51, L4150 146-153, 137-155, 150-157, L4716

1,68-1,73 1,62-1,69 1,63 1,68-1,77

y-CH, Arg  135-139 108141  137-139  1,37-1,55  1,45-1,52 1,39-1,41
6-CH, Arg  3,00-3,02  2,89-3,08  2,983,02  2,98-3,02 3,08 2,98-3,02
a-NHGly  7,95-8,02 8,19 8,23 8,30 8,17
a-CH, Gly 3,68 3,60-3,82 3,69 3,61-3,64  3,69-3,80 3,68
a-NH Asp 8,39 8,11 8,04-8,06 8,01 8,02
a-CHAsp  4,43-4.49 448 4,64 4,54 4.48-457 453457
BT Asp 2,32, 241248, 235243, 220226, 2,34, 2,21-2,22,

2,66 2,62-2,78 2,62 2,37-2,44 2,45 2,37
4-CH, Pbf 2,42 241 241 2,40 2,39 241
6-CH; Pbf 247 2,48 2,46 2,46 2,27 2,46
7-CH; Pbf 1,99 1,99 1,99 1,99 1,99 1,99
3-CH, Pbf 2,95 2,95 2,94 2,95 2,99 2,95
2-CH, Pbf 1,39 1,39 1,39 1,40 1,42 1,40
CH; O'Bu 135 135 1,34 132 132

Os péptidos 21, 23 e 25 apresentam uma cadeia peptidica comum, Gly-Arg-Gly-Asp-
Trp. Na Tabela 8 encontram-se os desvios quimicos de protdo dos residuos ligados a
sequéncia RGD. No caso dos protdes da glicina, verifica-se uma diminui¢@o no valor do
desvio quimico dos protdes do grupo CH, do péptido 21 para o péptido 25, ou seja,
quando ocorre a desproteccdo do grupo terc-butilo e se forma o sal de trifluoracetato. A
ligacdo do composto 18a no péptido 23 desprotege os protdes da glicina o que se traduz
num aumento do desvio quimico destes. No triptofano observa-se um aumento do
desvio quimico do protdo alfa nos péptidos 25 e 23 quando comparado com o do
péptido 21. No caso do protdo NH da cadeia lateral do anel de indole do triptofano
verificou-se que este se tornou mais acidico no péptido 25, apresentando um maior

desvio quimico.
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Tabela 8. Desvios quimicos dos protdes dos residuos de triptofano e glicina dos péptidos 21, 23 e 25 em

DMSO.
Trp Gly
a-NH o-CH p-CH, I-NH 2-CH 4-CH 5-CH 6-CH 7-CH a-CH,
3,04-3,05, 2,97-
21 7,52 4,11 10,67 7,03 7,48 6,89 7,00 7,27
3,16 2,98
3,00-3,05,
25 7,97  4,39-443 11,85 7,14 7,50 6,97 7,08 7,33 2,59
3,11-3,16
3,02-3,07,
23 7,99 4,40 315 10,79 7,13 7,50 6,96 7,05 7,32 3,82

Os péptidos 24 ¢ 26 t€ém em comum a sequéncia CH=C(CH,);CO-Arg-Gly-Asp-D-
Phe-Val. Os sinais dos protdes do residuo de fenilalanina ndo sofreram alteragdes nos
seus desvios quimicos entre os péptidos. Nos protdes da valina verifica-se um
decréscimo minimo nos valores dos desvios quimicos dos protdes dos grupos a- e f-
CH. Quanto ao grupo ligado ao residuo de arginina, também nao se observam alteragdes

nos desvios quimicos destes protdes (Tabela 9).

Tabela 9. Desvios quimicos dos protdes dos péptidos 24 ¢ 26, excepto dos protdes da sequéncia RGD em

DMSO.
Val Phe CH=C(CH,),CO
oNH «CH JCH «NH «CH ACH, HAr COCH, CH, CH, CH
24 88’2)‘2' 4,11 12%72 0,80 %’%‘g 4,63 7712‘2 201 1,63 2,12 275
6 806 409 191 075 8,06 1’,5693' 771233 201 1,64 2,12 275

2.4. Sintese de péptidos ciclicos contendo a sequéncia RGD

Os péptidos ciclicos com a sequéncia RGD possuem uma actividade até¢ 10 vezes
superior 4 dos péptidos lineares correspondentes'”. Existem diversos métodos usados na
ciclizacao de péptidos e derivados, mas na ciclizagao de péptidos com a sequéncia RGD
tem sido usada quase exclusivamente a ciclizacdo por formagdo de uma ligagdao amida.
No entanto, a introdu¢do de outros grupos funcionais para promover a ciclizagao pode
aumentar a actividade e favorecer a farmacocinética dos péptidos, quer por altera¢ao da

conformagao do péptido, quer por aumento da resisténcia deste a hidrélise enzimatica.
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Neste trabalho foram sintetizados dois péptidos ciclicos com a sequéncia RGD

(Figura 18).

Figura 18. Estrutura dos péptidos ciclicos 27 e 28.

O péptido 27 foi obtido por ciclizagdo do péptido 22 através da formagdo de uma
ligacdo amida entre os residuos de valina e lisina. A reaccdo de ciclizagao foi efectuada
utilizando uma solucdo diluida do péptido 22 (5,510 M) que foi tratada com HBTU ¢
DIPEA*®. O péptido 27 precipitou da mistura reaccional tendo sido obtido com um
rendimento de 93%. Como possui um residuo de lisina com protec¢do ortogonal
relativamente ao acido aspartico e a arginina, o péptido 27 permite a ligacdo a outras
moléculas. A sintese do péptido 27 encontra-se no Esquema 22 e corresponde a um

rendimento global de 31%.
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Esquema 22. Sintese do péptido 27. Condicdes: a) DIPEA (4,0 eq.), DCM seco, t.a., 2h; b) 20%
piperidina/DMF, t.a., 2h; ¢) (i) Fmoc-aa-OH (4,0 eq.), HOBt (4,0 eq.), DIC (4,0 eq.), DMF, t.a., 18h; (ii)
20% piperidina/DMF, t.a., 2h; repeti¢do sucessiva de (i) e (ii); d) AcOH/TFE/DCM (1:1:3), t.a., 1h; e)
DIPEA (1,6 eq.), HBTU (1,0 eq.), DMF, t.a., 24h.

A Tabela 10 apresenta os valores de alguns desvios quimicos de RMN de 'H dos
péptidos 22 e 27. Uma vez que a ciclizacdo ocorreu entre o grupo amina da valina e o
grupo acido carboxilico da lisina, o sinal dos protdes do grupo NH, da valina, a um
desvio quimico de 7,20 ppm, foi substituido por um singleto alargado com um desvio
quimico a 7,75 ppm, que integra para um protdo e corresponde ao protdo NH da ligacdo
amida. Comparando os restantes sinais, observam-se algumas alteracdes nos desvios
quimicos dos protdes dos dois residuos referidos; com a ciclizagao os desvios quimicos
dos a-CH destes residuos sofreram um aumento, passando de multipletos proximos dos
3,7 ppm para multipletos a 4,2 ppm. O a-CH do acido aspartico também registou um

ligeiro aumento no seu desvio quimico.
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Tabela 10. Desvios quimicos de alguns protdes dos péptidos 22 e 27 em DMSO.

Asp Lys Val
o-CH oa-CH p-CH, y-CH, J-CH, &-CH, o-NH a-CH p-CH CH;
3,60- 1,08- 1,08- 2,89- 3,60- 1,92-
22 448 1,44-1,80 7,20 0,88
-3,82 -1,41 -1,41 -3,08 -3,82 -2,02
4,12-  1,46-1,58, 1,08- 1,08- 294 ou 4,12-  1,94-
27 4,62 7,75 0,80
-4.21 1,59-1,71 -1,41 -1,41 3,01 -421 -1,98

O péptido 26 reagiu com a bis-azida 17a, na presen¢a de iodeto de cobre(l) e
trietilamina em DMF, tendo originado o péptido 28 com um rendimento de 82%. Este
péptido possui dois anéis de 1,2,3-triazole, os quais podem melhorar a actividade do
péptido relativamente ao c(RGDfV).

O péptido 28 foi submetido, sem mais purificacdes, a clivagem dos grupos
protectores com TFA, aumentando-se desta vez o tempo reaccional para Sh. O produto
foi isolado como um soélido que foi lavado com uma solugdo aquosa de EDTA para

remover o cobre®. O péptido 29 foi obtido com 44% de rendimento (Esquema 23).
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Esquema 23. Sintese dos péptidos 28 e 29. Condig¢des: a) (i) DIPEA (4,0 eq.), DCM seco, t.a., 2h; (ii)
20% piperidina/DMF, t.a., 2h; b) (i) Fmoc-aa-OH (2,0 eq.), HOBt (2,0 eq.), DIC (2,0 eq.), DMF, t.a.,
18h; (ii) 20% piperidina/DMF, t.a., 2h; repeti¢ao sucessiva de (i) e (ii); ¢) (i) acido hexindico (2,0 eq.),
HOBt (2,0 eq.), DIC (2,0 eq.), DMF, t.a., 18h; (ii) AcOH/TFE/DCM (1:1:3), t.a., 1h; d) propargilamina
(1,0 eq.), HOBt (1,0 eq.), HBTU (1,0 eq.), DIPEA (2,0 eq.), DMF, t.a., 22h; €) 17a (1,0 eq.), Cul (0,02
eq.), EtsN (2,2 eq.), DMF, t.a., 3,5d; f) TFA (3 mL/mmol), t.a., Sh.

As principais diferencas a nivel dos desvios quimicos de protdo observadas entre os
péptidos 26 e 28 encontram-se na Tabela 11. Os protdes do grupo CH, da
propargilamina registaram um aumento nos desvios quimicos de 3,8 para 4,4 ppm. Este
tipo de desvio ja tinha sido observado nos bis-aminoacidos 18a-c, 19a ¢ 19b. Este
aumento ¢ explicado pela formacao do anel de 1,2,3-triazole. Os protdes do grupo CH,
do acido hexindico, ao contrario do que se esperava, ndo mostraram alteracao no seu
desvio quimico. Os sinais dos protdes das ligacdes triplas desapareceram, surgindo dois

protdes de anéis aromaticos com desvios quimicos entre 7,29 e 7,88 ppm.
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Tabela 11. Desvios quimicos de alguns protdes dos péptidos 26, 28 e 29 em DMSO.

Val
CH2CH2CH2CO a-NH a-CH ﬁ—CH CH3 MCHg NHC_Hz CH triazoles
26 2,12/1,64/2,21 8,06 4,09 1,91 0,75 8,45 3,79 2,75 ¢ 3,06
2,11-2,13/
8,07- 1,90- 8,54- 4,38-
28 1,58-1,65/ 4,13 0,74 7,29 ¢ 7,88
-8,12 -1,96 -8,55 -4,46
2,18-2,26
2,00-2,15/
8,56 ou 1,80- 8,56 ou 4,41- 7,30 e
29 1,60-1,64/ 4,10 0,74
8,66 -2,00 8,66 -4,50 7,88
2,15-2,27

A desproteccdo do péptido 28 com TFA foi confirmada pelo desaparecimento dos

sinais correspondentes aos protdes e carbonos dos grupos protectores ferc-butilo e Pbf

nos espectros de RMN de 'H e "°C.
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3. Conclusdes e Perspectivas Futuras

Neste trabalho foram sintetizados varios bis-aminoacidos novos, com bons
rendimentos, utilizando a reac¢do de cicloadi¢ao 1,3-dipolar de Huisgen. Os bons
resultados obtidos conduziram a aplicacdo de uma estratégia semelhante na sintese de
um novo péptido ciclico com a sequéncia RGD.

A cicloadi¢do 1,3-dipolar de Huisgen entre azido- e alquinilaminoécidos foi bem
sucedida e mostrou que as condi¢des reaccionais normalmente usadas neste tipo de
reaccdo podem ser utilizadas na sintese de bis-aminoécidos ligados por um anel de
1,2,3-triazole. A conversdo dos acidos bis-bordnicos as respectivas bis-azidas, seguida
da reac¢do com alquinilaminoécidos permitiu a obtencao de bis-aminoacidos com dois
anéis de 1,2,3-triazole.

A sintese em fase solida de diversos péptidos lineares contendo a sequéncia RGD
levou a obtengao de precursores para a sintese de péptidos ciclicos.

O péptido linear H-Val-Arg(Pbf)-Gly-Asp(O'Bu)-Lys(Z)-OH foi ciclizado por
formag¢do de uma ligacdo amida, tendo sido obtido um péptido ciclico de RGD,
contendo um residuo de lisina protegido ortogonalmente, em relagao aos residuos de
arginina e 4cido aspartico. Futuramente, este péptido, apds desproteccdo do grupo
benziloxicarbonilo, sera ligado, em colaboragdo com o grupo de Quimica Biologica do
CQ-UM, a agentes para imagem médica.

O anel de 1,2,3-triazole foi inserido numa cadeia peptidica por acoplamento de um
bis-aminoacido contendo este anel. Este péptido linear poderd vir a ser ciclizado
utilizando uma estratégia head-to-tail mediante a formacao de uma ligacdo amida.

O acoplamento da propargilamina ¢ do acido 5-hexindico aos terminais acido
carboxilico e amina de um péptido contendo a sequéncia RGD, e posterior reac¢io deste
com uma bis-azida levaram a sintese de um péptido ciclico contendo dois anéis de
1,2,3-triazole. Prevé-se a sintese de péptidos andlogos através da ligacdo de outras bis-
azidas, nomeadamente a bis-azida 17b.

A afinidade destes péptidos para a integrina o,/ sera efectuada em colabora¢ao com

outros grupos de investigacao.
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4. Parte Experimental

4.1. Procedimentos gerais

Os espectros de RMN de 'H foram efectuados em os aparelhos Varian Unity Plus
300 (300 MHz) ou Bruker Avance III 400 (400 MHz), usando o pico do solvente como
referéncia interna. A constante de acoplamento (J) foi obtida em Hertz e o deslocamento
quimico (8) em partes por milhdo (ppm). Os espectros de RMN de *C foram realizados
nos mesmos espectrometros Varian Unity Plus (75,5 MHz) ou Bruker Avance III (100
MHz). A atribui¢io dos sinais de RMN de 'H e de °C foi feita com espectros de DEPT
6 135° e utilizando técnicas bidimensionais COSY, HMQC ¢ HMBC. Os solventes
deuterados usados foram dimetilsulfoxido (DMSO-de) e cloroformio (CDCls-d,).

Os espectros de Infravermelho (IV) foram registados num espectrofotometro Bomen
MB 104. As amostras foram preparadas com Nujol em células de cloreto de sodio.

As andlises elementares foram realizadas num analisador elementar LECO-CHNS-
932.

Os espectros de massa (HRMS) foram efectuados pelo Servico de Espectrometria de
Massa da Universidade de Vigo, Espanha.

Os pontos de fusdo foram determinados num aparelho Gallenkamp e ndo foram
corrigidos.

Os espectros de ultravioleta/visivel foram obtidos num espectrofotometro Shimadzu
UV-2501PC.

Nas cromatografias em coluna utilizou-se silica MN Kieselgel 60 M (230-400 mesh).

As cromatografias em camada fina (t.l.c.) foram efectuadas em placas Merck-
Kieselgel 60 F,s4. As placas de t.l.c. foram reveladas no ultravioleta (v = 50 Hz) numa
camara CN-6 de luz ultravioleta e, por vezes, usada a revelagdo com iodo.

Os solventes secos usados foram DCM e acetonitrilo. O DCM foi seco com cloreto
de calcio (CaCl,) e hidreto de célcio (CaH;) e posteriormente destilado. O acetonitrilo
foi tratado com silica e hidreto de calcio (CaH;), destilado e armazenado em molecular
sieves.

O éter de petrdleo usado refere-se a fracgdo com ponto de ebuligdo 40-60°C.

As fases organicas foram secas usando sulfato de magnésio anidro (Riedel).

Na sintese peptidica em fase solida foi usada a resina de cloreto de 2-clorotritilo

(100-200 mesh) 1% DVB, com uma capacidade de 1 mmol/g.
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4.2. Sintese de precursores

4.2.1. Sintese de Fmoc-Trp-OH™, 2a

Dissolveu-se o H-L-Trp-OH (10 mmol, 2,04 g) numa solu¢do aquosa a 10% de
carbonato de sodio (2,5 eq., 25 mmol, 26,50 mL) e adicionou-se dioxano (15 mL).
Colocou-se a mistura a agitar em banho de gelo e adicionou-se cloroformiato de 9-
fluorenilmetilo (1,0 eq., 10 mmol, 2,60 g) lentamente. A mistura ficou sob agitacdo, a
0°C, durante 4 h, e a t.a. durante 24 h. Adicionou-se dgua destilada (400 mL) a mistura
reaccional e extraiu-se com éter etilico (2x100 mL). Arrefeceu-se a fase aquosa num
banho de gelo e acidificou-se a pH 1-2, sob agitacao vigorosa, com acido cloridrico
concentrado. Filtrou-se o so6lido formado e lavou-se com éter etilico. Obteve-se o
composto 2a na forma de um s6lido beje (4,26 g, ~100 %).

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) 3,01 (1H, dd, J 10,2 e 14,7 Hz, f-CH,), 3,19 (1H,
dd, J 4,5 e 14,7 Hz, p-CH,), 4,05-4,38 (4H, m, 9-CH, CH, Fmoc, a-CH), 6,97 (1H, t, J
7,4 Hz, CH Trp), 7,06 (1H, t, J 7,4 Hz, CH Trp), 7,16 (1H, d, J 2,1 Hz, 2-CH Trp), 7,26
(2H, t, J 7,1 Hz, 2-CH e 7-CH Fmoc), 7,32 (1H, t, J 7,2 Hz, CH Trp), 7,40 (2H, t, J 7,1
Hz, 3-CH e 6-CH Fmoc), 7,55 (1H, d, J 7,8 Hz, NH), 7,65 (1H, t, J 8,1 Hz, CH Trp),
7,69 (2H, d, J 8,7 Hz, 1-CH e 8-CH Fmoc), 7,87 (2H, d, J 7,8 Hz, 4-CH e 5-CH Fmoc),
10,85 (1H, s, NH), 12,70 (1H, sl, CO,H) ppm.

p.f.: 150,5-152,0°C (p.fuies 174-175°C™%).

4.2.2. Sintese de Fmoc-D-Phe-OH™, 2b

Dissolveu-se a H-D-Phe-OH (6,10 mmol, 1,01 g) numa solucdo aquosa a 10% de
carbonato de sodio (2,5 eq., 15,25 mmol, 16,17 mL) e adicionou-se dioxano (13 mL).

Colocou-se a mistura a agitar em banho de gelo e adicionou-se cloroformiato de 9-
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fluorenilmetilo (1,0 eq., 6,10 mmol, 1,59 g) lentamente. A mistura ficou sob agitagdo, a
0°C, durante 4 h, e a t.a. durante a noite. Adicionou-se agua destilada (300 mL) a
mistura reaccional e extraiu-se com éter etilico (2x70 mL). Arrefeceu-se a fase aquosa
num banho de gelo e acidificou-se a pH 1-2, sob agita¢do vigorosa, com acido cloridrico
concentrado. Filtrou-se o s6lido formado e lavou-se com éter. Colocou-se na estufa de
vacuo a secar. Obteve-se o composto 2b na forma de um so6lido branco (2,36 g; ~100
%).

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) 2,85 (1H, dd, J 10,8 e 13,8 Hz, f-CH,), 3,06 (1H, dd
J 4,5 e 13,8 Hz, -CH>), 4,10-4,25 (4H, m, a-CH, CH; Fmoc, 9-CH), 7,15-7,33 (6H, m,
H-Ar, NH), 7,40 (2H, t, J 7,5 Hz, 2-CH e 7-CH), 7,63 (2H, t, J 6,9 Hz, 3-CH e 6-CH),
7,75 (2H, d, J 8,7 Hz, 1-CH e 8-CH), 7,87 (2H, d, J 7,8 Hz, 4-CH ¢ 5-CH), 12,75 (1H,
sl, CO;H) ppm.

p.f.: 176-177°C (p.fyie: 183-185°C™).

4.2.3. Sintese de Fmoc-Lys-OH.TFA, 2d

ok
Gy
o}
CF30085H3

Dissolveu-se a Fmoc-Lys(Boc)-OH (2,14 mmol; 1,00 g) em TFA (6,44 mL) e
deixou-se em agitacdo a t.a. por 5 h. Evaporou-se o solvente no vacuo, tendo-se obtido
um 6leo que foi lavado com éter etilico. Obteve-se o composto 2d na forma de um 6leo
castanho claro (1,04 g; ~100%).

"H RMN (400 MHz, DMSO) 1,32-1,42 (2H, m, y-CH,), 1,49-1,57 (2H, m, §-CH,),
1,58-1,74 (2H, m, f-CH>), 2,74-2,79 (2H, m, ¢e-CH,), 3,89-3,95 (1H, m, a-CH), 4,20-
4,25 (1H, m, 9-CH), 4,27-4,31 (2H, m, CH; Fmoc), 7,32 (2H, dt,J 1,2 ¢ 7,6 Hz, 2-CH ¢
7-CH), 7,41 (2H, t,J 7,6 Hz, 3-CH e 6-CH), 7,61 (1H, d, J 8,0 Hz, NH), 7,70-7,77 (5H,
m, 1-CH, 8-CH e NH3"), 7,88 (2H, d, J 7,6 Hz, 4-CH e 5-CH) ppm.

3C RMN (400 MHz, dmso) 22,57 (y-CH,), 26,52 (5-CH,), 30,19 (8-CHb>), 38,62 (e-
CH,), 53,62 (a-CH), 46,69 (9-CH), 65,60 (CH, Fmoc), 120,14 (4-CH e 5-CH), 125,27
(1-CH e 8-CH), 127,09 (2-CH e 7-CH), 127,66 (3-CH e 6-CH), 140,76 (C), 143,80 (C),
156,22 (C=0), 173,86 (CO,H) ppm.
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4.2.4. Sintese de H-Ser-OMe.HCI%, 10
(@)

: Hﬁﬁo/
OH

Adicionou-se o cloreto de tionilo (3,4 eq., 343 mmol, 25 mL), gota a gota, a metanol
(100 mL) em banho de gelo. Juntou-se lentamente a serina (100 mmol, 10,51 g) e
deixou-se a agitar em banho termostatado a 40°C durante 4 h. Removeu-se o solvente
no vacuo. O soélido obtido foi lavado com éter etilico. Obteve-se o cloridrato do éster
metilico da serina na forma de uns cristais brancos (15,54 g; ~100 %).

RMN de "H (300 MHz, DMSO) 3,74 (3H, s, OCH3), 3,81 (2H, d, J 3,6 Hz, f-CH,),
4,10 (1H, sl, a-CH), 5,58 (1H, sl, OH), 8,55 (3H, sl, NH;") ppm.

p.f.: 163-165°C (p.fui: 165-166°C*).

4.2.5. Sintese de Tos-Ser-OMe™, 11

o OH

A uma mistura de diclorometano (60 mL) e trietilamina (2,2 eq., 66 mmol, 9,20 mL)
juntou-se o cloridrato do éster metilico da serina 10 (30 mmol, 4,66 g). Arrefeceu-se a
mistura em banho de gelo e adicionou-se lentamente o cloreto de tosilo (1,1 eq., 33
mmol, 6,29 g). Deixou-se a agitar a t.a. durante 4 h, filtrou-se o sélido formado e
evaporou-se o solvente no vacuo. Dissolveu-se o residuo em acetato de etilo (180 mL) e
lavou-se sucessivamente com uma solu¢ao de KHSO4 1M (2x60 mL), uma solugdo de
NaHCO; 1M (2x60 mL) e uma solugdo saturada de cloreto de so6dio (2x60 mL). Secou-
se a fase organica com sulfato de magnésio anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente
no vacuo. Obteve-se o composto 11 na forma de um soélido branco, que foi
recristalizado de acetato de etilo /éter etilico (5,84 g, 71 %).

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) 2,44 (3H, s, CH3), 3,63 (3H, s, OCH3), 3,90 (2H, d,
J 3,6 Hz, p-CHy), 3,96-4,00 (1H, m, a-CH), 5,60 (1H, d, J 7,2 Hz, NH), 7,32 (2H, d, J
8,1 Hz, H-Ar), 7,75 (2H, d, J 8,1 Hz, H-Ar) ppm.

p.f.: 88-89°C (p.fuie: 92-93°C%).
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4.2.6. Sintese de Tos-AAla(N-Boc)-OMe®’, 12

OYO o

Os-N
N m)ko/
A
D °

A uma solucdo de Tos-Ser-OMe, 11 (10 mmol, 2,73 g) em acetonitrilo seco (10 mL),
adicionou-se a DMAP (2,5 mmol, 0,30 g), e o Boc,O (2,5 eq., 25 mmol, 5,46 g) e
deixou-se sob agitacdo a t.a. Seguiu-se a reacc¢ao por t.l.c. (éter etilico: éter de petroleo,
1:1). Ao fim de 3 h, evaporou-se o solvente em vacuo. Dissolveu-se o 6leo obtido em
éter etilico (200 mL) e lavou-se sucessivamente com uma solucdo de KHSO, 1M
(1x100 mL, 3x50 mL), uma solu¢do de NaHCO; IM (3x50 mL) e uma solugdo
saturada de cloreto de sodio (3x50 mL). Secou-se a fase organica com sulfato de
magnésio anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente em vacuo. Obteve-se um so6lido
amarelo claro, que foi recristalizado de éter etilico/ éter de petroleo. Obteve-se o
composto 12 na forma de so6lido branco (1,18 g, 33 %).

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) 1,34 (9H, s, 3xCH3), 2,44 (3H, s, CH3), 3,79 (3H, s,
OCHs;), 6,07 (1H, d, J 0,6 Hz, p-CH), 6,61 (1H, d, J 0,9 Hz, p-CH), 7,33 (2H, d, J 7.8
Hz, H-Ar), 7,96 (2H, d, J 8,4 Hz, H-Ar) ppm.

p.f.: 126,5-127,5°C (p.faies 129-130°C*7).

4.2.7. Sintese de (E)-Boc-AAla[f-(1,2,4-triazol-1-il)]-OMe®, 13

e
-

Dissolveu-se a Tos-AAla(N-Boc)-OMe, 12 (2,55 mmol; 0,91 g) em acetonitrilo (10
mL), e adicionou-se o 1,2,4-triazole (1,0 eq.; 2,55 mmol; 0.18 g) e o carbonato de
potéssio (6,0 eq.; 15,29 mmol; 2,11 g). Deixou-se a agitar a t.a. durante a noite. Filtrou-
se o carbonato e evaporou-se o solvente a secura. Obteve-se o composto 13 na forma de
um solido laranja (0,68 g; ~100 %).

RMN de "H (300 MHz, CDCls) 1,48 (9H, s, 3xCH3), 3,89 (3H, s, OCH3), 7,31 (1H,
s, f-CH), 8,08 (1H, s, NH), 8,10 (1H, s, 3-CH ou 5-CH), 8,32 (1H, s, 3-CH ou 5-CH)

ppm.
p.f.: 108,5-110,0°C (p.f.i: 109,5-110,5°C*").
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4.2.8. Sintese de Boc-Gly-OH™, 3
o)

%OTHJL o
o)

Colocou-se sob agitacdo, em banho de gelo, uma soluc¢ao de glicina (20,42 mmol;
1,53 g) numa mistura de dioxano (40 mL), 4gua destilada (20 mL) e hidroxido de sddio
IM (20 mL). Adicionou-se o Boc,O (1,1 eq.; 22,46 mmol; 4,90 g) e agitou-se por 30
min. a t.a.. Concentrou-se a solu¢do no vacuo até 25 mL e acidificou-se com uma
solucao de KHSO4 1M até pH 2-3. Extraiu-se a fase aquosa com acetato de etilo (2x50
mL). Juntaram-se as fases organicas, lavou-se com dgua destilada (2x50 mL), secou-se
com sulfato de magnésio anidro e evaporou-se o solvente no vacuo. Obteve-se o
composto 3 na forma de uns cristais brancos, que foram recristalizados de acetato de
etilo/ éter de petrdleo (2,28 g; 64 %).

RMN de "H (300 MHz, CDCls) 1,47 (9H, s, 3xCH3), 3,98 (2H, d, J 4,8 Hz, a-CH)),
5,03 (5/8H, s, NH), 6,53 (3/8H, s, NH) ppm.

p.f.: 83,5-85,0°C (p.fuiic: 86-89°C™).

4.2.9. Sintese de azido-aminoacidos e bis-azidas

4.2.9.1. Sintese de N3-Gly-OH®, 15a
(0]

N3\)J\OH

Dissolveu-se a azida de sodio (10 eq.; 92,40 mmol; 6,00 g) em agua destilada (15
mL) e DCM (24 mL). Arrefeceu-se a mistura num banho de gelo durante 20 min. e
adicionou-se o anidrido trifluormetanossulfénico (2,0 eq.; 18 mmol; 3,00 mL)
lentamente durante 2 min.. Deixou-se a mistura sob agitacdo durante 2 h em banho de
gelo. Extraiu-se a mistura com DCM (2x12 mL). Juntaram-se as fases organicas e
lavou-se com uma solug¢dao saturada de carbonato de sodio (20 mL). Usou-se esta
solucdo em DCM sem mais purificagdes. Dissolveu-se a glicina (9 mmol; 0,68 g), o
carbonato de potassio (1,5 eq.; 13,50 mmol; 1,78 g) e o sulfato de cobre (II) penta-
hidratado (1,0 mol%; 90 umol; 22,50 mg) em agua destilada (30 mL) e metanol (60
mL). A esta solugdo adicionou-se a mistura preparada anteriormente (48 mL) e deixou-
se sob agitacdo a t.a. durante 18 h. Evaporaram-se os solventes organicos no vacuo e
diluiu-se o residuo com agua (150 mL). Acidificou-se a solucdo até¢ pH 6 com acido

cloridrico concentrado. Diluiu-se com uma solugao tampao de fosfato (250 mM, pH 6,2;
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150 mL) e extraiu-se com acetato de etilo (4x60 mL) para remover a sulfonamida
formada. Acidificou-se a fase aquosa at¢ pH 2 com 4cido cloridrico concentrado e
extraiu-se novamente com acetato de etilo (4x60 mL). Combinaram-se as fases
organicas, secou-se com sulfato de magnésio anidro e evaporou-se o solvente a secura.
Obteve-se o composto 15a na forma de um 6leo rosa palido (0,90 g; 99 %).

RMN de 'H (300 MHz, CDCl5) 3,97 (2H, s, a-CH,), 11,39 (1H, s, CO,H) ppm.

IV (Nujol): 3150 1 (O-H), 2954 (C-H), 2925 (C-H), 2854 (C-H), 2111 f (N3), 1728 f
(C=0) cm".

4.2.9.2. Sintese de Z-Lys(N3)-OH, 15b

@O N i
S oH

Dissolveu-se a azida de sodio (8,6 eq.; 46,20 mmol; 3,00 g) em agua destilada (7,5
mL) e DCM (12 mL). Arrefeceu-se a mistura num banho de gelo durante 20 min. e
adicionou-se o anidrido trifluormetanossulfénico (1,6 eq.; 9,00 mmol; 1,50 mL)
lentamente durante 5 min.. Deixou-se a mistura sob agitacdo durante 2 h em banho de
gelo. Extraiu-se a mistura com DCM (2x6 mL). Juntaram-se as fases organicas e
lavaram-se com uma solucdo saturada de carbonato de sodio (10 mL). Usou-se esta
solugdo em DCM sem mais purificagdes. Dissolveu-se a Z-Lys-OH (5,40 mmol; 1,26
g), o carbonato de potassio (1,3 eq.; 6,75 mmol; 0,93 g) e o sulfato de cobre (II) anidro
(1,0 mol%; 45 pumol; 7,20 mg) em agua destilada (15 mL) e metanol (30 mL). A esta
solucdo adicionou-se a mistura preparada anteriormente (24 mL) e deixou-se sob
agitacdo a t.a. durante 18 h. Evaporaram-se os solventes organicos em vacuo e diluiu-se
o residuo com agua destilada (75 mL). Acidificou-se a solugdo até pH 6 com acido
cloridrico concentrado. Diluiu-se com uma solugao tampao de fosfato (250 mM, pH 6,2;
75 mL) e extraiu-se com acetato de etilo (4x30 mL) para remover a sulfonamida
formada. Acidificou-se a fase aquosa at¢ pH 2 com 4cido cloridrico concentrado e
extraiu-se novamente com acetato de etilo (3x30 mL). Combinaram-se as fases
organicas, secou-se com sulfato de magnésio anidro e evaporou-se o solvente a secura.
Obteve-se o composto 15b na forma de um 6leo amarelo palido (0,31 g; 23 %).

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 1,41-1,52 (2H, m, y-CH,), 1,53-1,68 (2H, m, o-
CH»), 1,69-1,78 (1H, m, f-CH,), 1,89-1,96 (1H, m, p-CH,), 3,28 (2H, t, J 6,6 Hz, ¢-
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CH,), 4,40-4,45 (1H, m, a-CH), 5,13 (2H, s, CH, Z), 5,29 (1H, d, J 8,0 Hz, NH), 7.,33-
7,37 (5H, m, H-Ar), 8,44 (1H, sl, CO,H) ppm.

RMN de *C (100 MHz, CDCls) 22,36 (y-CH,), 28,30 (6-CH,), 31,86 (8-CHy), 51,01
(e-CH,), 53,47 (a-CH), 67,22 (CH, Z), 128,09 (CH Z), 128,26 (CH Z), 128,53 (CH 2),
135,97 (C)), 156,07 (C=0 Z), 176.71 (CO,H) ppm.

IV (Nujol): 3322 1 (0O-H), 2936 (C-H), 2869 (C-H), 2097 f (N3), 1747 f (C=0), 1725
f(C=0) cm™.

HRMS: 329,12173, calc. para C14H;sN4sNaO, 329,12203.

4.2.9.3. Sintese da bis-azida 17a

g

Num baldo adicionou-se a azida de sédio (2,5 eq.; 5,00 mmol; 0,32 g), o sulfato de
cobre (II) penta-hidratado (20 mol%; 0,40 mmol; 99,80 mg), metanol (5 mL) e o acido
1,4-benzenobis-bordnico (2,00 mmol; 0,33 g). Deixou-se a mistura sob agitacao a t.a. e
seguiu-se a reaccao por t.l.c. (éter etilico). Ao fim de 40 h evaporou-se o solvente em
vacuo. Extraiu-se a azida com éter de petréleo e removeu-se o solvente. Obteve-se o
composto 17a na forma de cristais de cor salmio (0,21 g; 67 %). Esta azida mostrou ser
sensivel ao ar e a luz.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl5) 7,02 (4H, s, CH) ppm.

RMN de *C (75,5 MHz, CDCl3) 120,34 (CH), 136,67 (C) ppm.

IV (Nujol): 2954 f (C-H), 2924 f (C-H), 2854 f (C-H), 2107 f (N3) cm’’

Analise Elementar: CcH4Ng (160,14): calculado C 45,00, H 2,52, N 52,48; obtido C
45,12, H 2,70, N 52,25.

p.f.: 79-82°C.

4.2.9.4. Sintese da bis-azida 17b

WA

Num baldo adicionou-se a azida de sédio (2,5 eq.; 2,50 mmol; 0,16 g), o sulfato de

cobre (II) penta-hidratado (20 mol%; 0,20 mmol; 0,05 g), o metanol (3 mL) e o 4acido
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(9,9-dioctil-9H-fluoreno-2,7-di-il)bis-boronico (1,00 mmol; 0,48 g). Deixou-se em
agitacdo a t.a. e seguiu-se a reacgao por t.l.c. (éter etilico). Ao fim de 30 h, evaporou-se
o solvente em vacuo. Extraiu-se a azida com éter de petrdleo e removeu-se o solvente
no vacuo. Obteve-se o composto 17b na forma de um soélido verde-escuro (0,41 g; 87
%). Esta azida mostrou ser sensivel ao ar e a luz.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl5) 0,57-0,61 (4H, m, CH>), 0,82-0,89 (6H, m, 2xCHj),
1,05-1,06 (8H, m, CHy), 1,11-1,15 (8H, m, CH,), 1,20-1,23 (4H, m, CH), 1,91-1,96
(4H, m, CH,), 6,96 (2H, d, J 2,0 Hz, 1-CH e 8-CH), 7,01 (2H, dd, J 2,0 e 8,0 Hz, 3-CH
e 6-CH), 7,61 (2H, d, J 8,0 Hz, 4-CH ¢ 5-CH) ppm.

RMN de C (100 MHz, CDCl3) 14,03 (CH3), 22,56 (CH,), 23,6 (CH>), 29,16 (CH,),
29,86 (CHy), 31,74 (CH»), 40,35 (CHy), 55,43 (9-C), 113,56 (1-CH e 8-CH), 117,85 (3-
CH e 6-CH), 120,52 (4-CH e 5-CH), 137,58 (4a-C e 5a-C), 138,71 (2-C e 7-C), 152,56
(1a-C e 8a-C) ppm.

IV (Nujol): 2954 f (C-H), 2925 f (C-H), 2854 f (C-H), 2103 f (N3) cm’’

p.f.: 64-66°C.

4.2.10. Sintese de alquinilaminoacidos

4.2.10.1.  Sintese de Boc-Gly-propargilamina, 4a
e
%OINJ”\

Dissolveu-se a Boc-Gly-OH, 3 (10 mmol; 1,75 g) em acetonitrilo (10 mL) e colocou-
se em agitacdo num banho de gelo. Adicionou-se o0 HOBt (1,0 eq.; 10 mmol; 1,35 g), a
DCC (1,0 eq.; 10 mmol; 2,06 g) e a propargilamina (1,0 eq.; 10 mmol; 0,69 mL),
esperando cerca de 5 min. entre cada adi¢do. Adicionou-se a trietilamina (1,0 eq.; 10
mmol; 1,40 mL) e deixou-se em agitacdo durante a noite, a t.a. Filtrou-se a ureia
formada e evaporou-se o solvente. Dissolveu-se em acetona e colocou-se no frio por 2
h. Filtrou-se novamente para remover toda a ureia e evaporou-se o solvente a secura.
Dissolveu-se o residuo em acetato de etilo (100 mL) e lavou-se sucessivamente com
uma solucao de KHSO4 1M (3%x50 mL), uma solugdo de NaHCO;3 IM (3x50 mL) e uma
solugdo saturada de cloreto de sodio (3x50 mL). Secou-se a fase organica com sulfato
de magnésio anidro e evaporou-se o solvente no vacuo, obtendo-se um solido beje, que

revelou ser o composto 4a (2,03 g, 96 %).
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RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 1,45 (9H, s, 3xCHs), 2,23 (1H, t, J 2,4 Hz, CH),
3,82 (2H, d, J 5,6 Hz, a-CH,), 4,06 (2H, dd, J 2,4 ¢ 5,6 Hz, CH,), 5,29 (1H, sl, NH),
6,51 (1H, sl, NH) ppm.

RMN de “C (100 MHz, CDCl;) 28,26 (CHs), 29,03 (CH,), 44,26 (a-CH,), 71,63
(CH), 79,19 (C=CH), 80,42 (C(CHz)3), 156,09 (C=0 Boc), 169,25 (C=0) ppm.

Analise elementar: C;oH;sN,Os (212,25): calculado C 56,59, H 7,69, H 13,20;
obtido C 57,36, H 7,76, N 12,57.

p.f.: 100,0-101,5°C.

4.2.10.2. Sintese de Fmoc-Gly-propargilamina, 4b

S
O. O\(TDI/H\)J\H/\

Dissolveu-se a Fmoc-Gly-OH (1,00 mmol; 0,30 g) em acetonitrilo (5 mL) e colocou-
se em agitacdo num banho de gelo. Adicionou-se o HOBt (1,0 eq.; 1,00 mmol; 0,14 g),
a DCC (1,0 eq.; 1,00 mmol; 0,21 g) e a propargilamina (1,0 eq.; 1,00 mmol; 0,07 mL),
esperando cerca de 5 min. entre cada adicdo. Deixou-se em agitacdo durante a noite, a
t.a. Filtrou-se a ureia formada e evaporou-se o solvente. Dissolveu-se em acetona e
colocou-se no frio por 5 h. Filtrou-se novamente para remover toda a ureia e evaporou-
se o solvente a secura. Dissolveu-se o residuo em acetato de etilo (50 mL) e lavou-se
sucessivamente com uma solugdo de KHSO4 1M (2%30 mL), uma solu¢ao de NaHCOs
IM (2x30 mL) e uma solugdo saturada de cloreto de sddio (2x30 mL). Secou-se a fase
organica com sulfato de magnésio anidro e evaporou-se o solvente no vacuo, obtendo-se
um solido amarelado, que mostrou ser o composto 4b (0,19 g, 56 %).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO) 3,09 (1H, t, J 2,4 Hz, CH), 3,60 (2H, d, J 6,0 Hz, a-
CH»), 3,86 (2H, dd, J 2,4 ¢ 5,6 Hz, CH»), 4,22 (1H, t, J 6,4 Hz, 9-CH), 4,28 (2H, d, ] 6,4
Hz, CH, Fmoc), 7,32 (2H, dt, ] 0,8 ¢ 7,2 Hz, 2-CH e 7-CH), 7,41 (2H, t,J 7,2 Hz, 3-CH
e 6-CH), 7,53 (1H, t,J 6,0 Hz, NH), 7,71 (2H, d,J 7,2 Hz, 1-CH e 8-CH), 7,88 (2H, d, J
7,6 Hz, 4-CH e 5-CH), 8,29 (1H, t, J 5,2 Hz, NH) ppm.

RMN de *C (100 MHz, DMSO) 27,85 (CH,), 43,27 (a-CH,), 46,61 (9-CH), 65,70
(CH; Fmoc), 72,97 (C=CH), 81,07 (C=CH), 120,08 (4-CH e 5-CH), 125,23 (1-CH e 8-
CH), 127,06 (2-CH e 7-CH), 127,61 (3-CH e 6-CH), 140,70 (4a-C e 5a-C), 143,83 (la-
C e 8a-C), 156,45 (C=0 Fmoc), 168,88 (C=0) ppm.
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Analise Elementar: CyH;sN,O; (334,37): calculado C 71,84, H 5,43, N 8,38;
obtido C 70,99, H 5,61, N 8,51.
p.f.: 151-153°C.

4.2.10.3. Sintese de Fmoc-Asp(f-propargilamino)-O'Bu, 6a

&
Tik

/

Dissolveu-se 0 Fmoc-Asp-O'Bu (1,00 mmol; 0,41 g) em acetonitrilo (5 mL) e
colocou-se em agitacdo num banho de gelo. Adicionou-se o0 HOBt (1,0 eq.; 1,00 mmol;
0,14 g), a DCC (1,0 eq.; 1,00 mmol; 0,21 g) e a propargilamina (1,0 eq.; 1,00 mmol;
0,07 mL), esperando cerca de 5 min. entre cada adi¢do. Adicionou-se a trietilamina (1,0
eq.; 1,00 mmol; 0,14 mL) e deixou-se em agitacdo durante a noite, a t.a. Filtrou-se a
ureia formada e evaporou-se o solvente. Dissolveu-se em acetona e colocou-se no frio
por 2 h. Filtrou-se novamente para remover a ureia toda e evaporou-se o solvente a
secura. Dissolveu-se em acetato de etilo (50 mL) e lavou-se sucessivamente com uma
solucdo de KHSO, 1M (3%25 mL), uma solugdo de NaHCO;3 1M (3x25 mL) e uma
solugdo saturada de cloreto de sodio (3x25 mL). Secou-se a fase organica com sulfato
de magnésio anidro e evaporou-se o solvente no vacuo, obtendo-se o composto 6a na
forma de um soélido branco (0,41 g, 92 %).

RMN de 'H (300 MHz, CDCl5) 1,49 (9H, s, 3xCH3), 2,22 (1H, s, CH,C=CH), 2,74
(1H, dd, J 4,5 e 15,6 Hz, f-CH,), 2,90 (1H, dd, J 3,9 e 15,6 Hz, f-CH,), 4,05 (2H, s,
CH,C=CH), 4,24 (1H, t, J 7,1 Hz, 9-CH), 4,38 (2H, t, J 7,2 Hz, CH; Fmoc), 4,49-4,51
(1H, m, a-CH), 5,82 (1H, s, NH), 5,98 (1H, d, J 7,2 Hz, NH), 7,32 (2H, t, J 7,5 Hz, 2-
CHe 7-CH), 7,41 (2H, t,J 7,5 Hz, 3-CH e 6-CH), 7,60 (2H, d, J 6,6 Hz, 1-CH e 8-CH),
7,77 (2H, d,J 7,5 Hz, 4-CH e 5-CH) ppm.

RMN de *C (100 MHz, CDCl;) 27,87 (CH3), 29,16 (CH,), 37,92 (5-CH,), 47,11 (9-
CH), 51,31 (a-CH), 67,16 (CH; Fmoc), 71,80 (C=CH), 79,13 (C=CH), 82,62 (C(CH3)3),
119,95 (4-CH e 5-CH), 125,16 (1-CH e 8-CH), 127,06 (2-CH e 7-CH), 127,69 (3-CH ¢
6-CH), 141,26 (4a-C e 5a-C), 143,74 (1a-C e 8a-C), 156,20 (C=O Fmoc), 169,49
(C=ONH), 169,77 (CO,'Bu) ppm.
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Analise Elementar: CycHsN,Os (448,51): calculado C 69,63, H 6,29, N 6,25;
obtido C 69,17, H 6,18, N 6,00.
p.f.: 146-148°C.

4.2.10.4. Sintese de Fmoc-Asp(f-propargilamino)-OH, 7

/

Dissolveu-se o Fmoc-Asp(S-propargilamino)-O'Bu, 6a (0,56 mmol; 0,25 g) em TFA
(1,7 mL) e colocou-se em agitagdo a t.a. durante 3 h. Evaporou-se o solvente e obteve-
se um solido amarelo, que mostrou ser o composto 7 (0,22 g; ~100 %).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO) 2,49 (1H, dd, J 5,6 ¢ 15,6 Hz, 5-CH,), 2,61 (1H, dd,
J 5,4 e 15,6 Hz, p-CH,), 3,08 (1H, t, J 2,4 Hz, C=CH), 3,85 (2H, dd, J 2,4 ¢ 5,2 Hz,
CH,), 4,20-4-23 (1H, m, 9-CH), 4,25-4,27 (2H, m, CH; Fmoc), 4,34-4,39 (1H, m, a-
CH), 7,31 (2H, dt,J 1,2 ¢ 7,6 Hz, 2-CH e 7-CH), 7,41 (2H, t, J 7,6 Hz, 3-CH ¢ 6-CH),
7,55 (1H, d, J 8,4 Hz, NH), 7,69 (2H, d, J 7,2 Hz, 1-CH e 8-CH), 7,87 (2H, d, J 7,6 Hz,
4-CH e 5-CH), 8,33 (1H, t, J 5,2 Hz, NH) ppm.

RMN de "*C (100 MHz, DMSO) 27,96 (CH,), 36,68 (5-CH,), 46,60 (9-CH), 50,43
(a-CH), 65,71 (CH, Fmoc), 73,11 (C=CH), 80,99 (C=CH), 120,11 (4-CH e 5-CH),
125,3 (1-CH e 8-CH), 127,11 (2-CH e 7-CH), 127,64 (3-CH e 6-CH), 140,7 (4a-C e 5a-
0), 143,8 (1a-C e 8a-C), 155,81 (C=0 Fmoc), 168,86 (C=0), 173,00 (CO,H) ppm.

HRMS [M-+H]: 393,14443, calc. para C2,H,1N,Os5 393,14450.

4.2.10.5. Sintese de (E)-Boc-AAla(f-propargilamino)-OMe™, 6b

AR
© NH
N
Dissolveu-se a (E)-Boc-AAla[f-(1,2,4-triazol-1-11)]-OMe, 13 (1,50 mmol; 0,40 g) em
metanol (5 mL) e adicionou-se a propargilamina (2,5 eq.; 3,75 mmol; 0,26 mL).

Deixou-se em agitacdo a t.a. durante a noite. Seguiu-se a reac¢ao por espectroscopia

RMN de 'H. Adicionou-se acetato de etilo (50 mL) e lavou-se com uma solugdo de
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KHSO4 IM (3%20 mL) e uma solu¢ao saturada de cloreto de s6dio (3x20 mL). Secou-se
a fase organica com sulfato de magnésio anidro e evaporou-se o solvente a secura.
Obteve-se o composto 6b na forma de um 6leo amarelo (0,37 g; ~100 %).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 1,47 (9H, s, 3xCH3), 2,36 (1H, t, J 2,4 Hz, C=CH),
3,72 (3H, s, OCH3), 3,95-3,97 (2H, m, CH»), 5,63 (1H, s, NH), 6,03 (1H, s, NH), 7,20
(1H, s, p-CH) ppm.

4.3. Sintese de bis-aminoacidos utilizando a reac¢ao de adicao 1,3-dipolar de

Huisgen

4.3.1. Sintese do composto 18a

o}
o N_I N
\~/ \n/ N
o) HXN'N on
\\\<O

4.3.1.1. Com Cu(l)

Dissolveu-se a N3-Gly-OH, 15a (0,50 mmol; 0,05 g) e a Boc-Gly-propargilamina, 4a
(1,1 eq.; 0,56 mmol; 0,12 g) em acetonitrilo (1 mL) e dgua destilada (2 mL). Adicionou-
se a trietilamina (1,1 eq.; 0,56 mmol; 0,08 mL) e o iodeto de cobre (I) (0,01 eq.; 5,00
umol; 0,96 mg). Deixou-se a mistura em agitagdo, a t.a., durante 2,5 dias. Adicionou-se
agua destilada (10 mL) e acidificou-se com uma solucdo de KHSO, 1M até pH 2.
Extraiu-se com acetato de etilo (4x10 mL), juntaram-se as fases organicas, secou-se
com sulfato de magnésio anidro e evaporou-se o solvente. Obteve-se um 6leo amarelo,
que mostrou ser o composto 18a (0,12 g; 74 %).

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) 1,37 (9H, s, 3xCHj3), 3,53 (2H, d, J 6,0 Hz, a-CH)),
4,31 (2H, d, J 5,7 Hz, CH,), 5,22 (2H, s, CH,CO,H), 6,93 (1H, t, J 6,0 Hz, a-NH), 7,87
(1H, s, CH), 8,29 (1H, t, J 5,7 Hz, NH) ppm.

RMN de *C (75,5 MHz, DMSO) 28,20 (CH3), 34,12 (CH,), 43,17 (a-CH,), 50,40
(CH,COzH), 78,02 (C(CHs)3), 124,21 (CH), 144,77 (C), 155,78 (C=0O Boc), 168,61
(COzH), 169,32 (C=0) ppm.

Analise Elementar: C,H;9NsOs (313,31): calculado C 46,00, H 6,11, N 22,35;
obtido C 45,17, H 6,13, N 21,39.

p.f.: deg. >210°C.
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4.3.1.2. Com Cu(Il)

Dissolveu-se a N3-Gly-OH, 15a (0,85 mmol; 0,09 g), a Boc-Gly-propargilamina, 4a
(1,1 eq.; 0,94 mmol; 0,20 g), o sulfato de cobre (II) anidro (0,1 eq.; 0,09 mmol; 0,01 g)
e o ascorbato de sodio (0,5 eq.; 0,43 mmol; 0,08 g) em metanol (1 mL) e dgua destilada
(1 mL). Deixou-se em agitacdo a t.a. e seguiu-se a reaccao por t.l.c. (éter etilico). Ao
fim de 24 h, filtrou-se o s6lido que precipitou do meio reaccional (0,03 g), que mostrou
conter apenas um residuo do composto 18a. Acidificou-se o meio reaccional até pH 1
com uma solug¢do de KHSO4 1M e extraiu-se com acetato de etilo (3x10 mL). Juntaram-
se as fases organicas e secou-se com sulfato de magnésio anidro. Evaporou-se o
solvente e obteve-se o composto 18a na forma de um s6lido de cor pérola (0,16 g; 61

%).
4.3.2. Sintese do composto 18b
Hi
O._N N
N .

IXa

Dissolveu-se a Z-Lys(N3)-OH, 15b (0,17 mmol; 0,05 g) e a Boc-Gly-propargilamina,

HO,C

4a (1,1 eq.; 0,18 mmol; 0,04 g) em acetonitrilo (1 mL) e dgua destilada (2 mL).
Adicionou-se a trietilamina (1,1 eq.; 0,18 mmol; 0,03 mL) e o iodeto de cobre (I) (0,01
eq.; 1,83 umol; 0,35 mg). Deixou-se a mistura em agitagcdo, a t.a., durante 2,5 dias.
Adicionou-se agua destilada (10 mL) e acidificou-se com uma solugdo de KHSO, 1M
até pH 2. Extraiu-se com acetato de etilo (4x10 mL), juntaram-se as fases organicas,
secaram-se com sulfato de magnésio anidro e evaporou-se o solvente. Obteve-se um
6leo amarelo, que mostrou ser o composto 18b (0,09 g; ~100 %).

RMN de "H (400 MHz, DMSO) 1,31-1,35 (2H, m, y-CH,), 1,37 (9H, s, 3xCHj),
1,46-1,62 (2H, m, f-CH,), 1,69-1,79 (2H, m, J-CH»), 3,52 (2H, d, J 5,6 Hz, a-CH,),
3,87-3,93 (1H, m, a-CH), 4,26-4,29 (4H, m, CH; e ¢-CH,), 5,02 (2H, s, CH; Z), 6,92
(1H, t, J 6,0 Hz, NH Gly), 7,28-7,38 (5H, m, H-Ar), 7,55 (1H, d, J 8,0 Hz, a-NH Lys),
7,87 (1H, s, CH), 8,23 (1H, t, J 5,6 Hz, NH), 12,58 (1H, sl, CO,H) ppm.
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RMN de C (100 MHz, DMSO) 22,64 (y-CH,), 28,17 (CH3), 29,36 (5-CH,), 30,16
(f-CH»), 34,20 (CHy), 43,19 (a-CHy), 49,06 (e-CH»), 53,65 (a-CH), 65,38 (CH, Z),
78,01 (C(CHs)3), 122,62 (CH), 127,70 (CH), 127,78 (CH), 128,32 (CH), 136,97 (C),
144,73 (C), 155,78 (C=0 Boc), 156,15 (C=0), 169,28 (C=0), 173,78 (CO,H) ppm.

HRMS [M+H]: 519,25561, calc. para C,4H35N¢O7 519,25617.

4.3.3. Sintese do composto 19a

o)
Hr\\j NH
Boc Boc

Dissolveu-se a bis-azida 17a (0,25 mmol; 0,04 g), a Boc-Gly-propargilamina, 4a (2,2
eq.; 0,55 mmol; 0,12 g), o sulfato de cobre (II) anidro (0,2 eq.; 0,05 mmol; 0,01 g) ¢ o
ascorbato de sodio (1,0 eq.; 0,25 mmol; 0,05 g) em metanol (1 mL) e 4gua destilada (1
mL). Deixou-se em agitacdo a t.a. e seguiu-se a reacgdo por t.l.c. (éter etilico). Ao fim
de 19 h, filtrou-se o solido que precipitou do meio reaccional. Evaporou-se o solvente e
adicionou-se acetato de etilo, filtrando-se o soélido precipitado. Os dois soélidos
mostraram ser o composto 19a (0,13 g; 92 %)).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO) 1,37 (18H, s, 6xCHs), 3,57 (4H, d, J 6,0 Hz, o-
CH»), 4,41 (4H, d, J 5,4 Hz, CH»), 6,97 (2H, t, J 5,4 Hz, NH), 8,10 (4H, s, H-Ar), 8,41
(2H, t,J 6,0 Hz, NH), 8,68 (2H, s, CH triazole) ppm.

RMN de "*C (100 MHz, DMSO) 28,19 (6xCHj3), 34,17 (CH,), 43,29 (a-CH,), 78,09
(C(CHj3)3), 121,20 (CH), 121,24 (CH), 136,18 (C), 146,49 (C), 155,87 (C=0O Boc),
169,53 (C=0) ppm.

HRMS [M-+H]: 585,28909, calc. para Cy6H37N9O¢ 585,28921.

4.3.4. Sintese do composto 19b

o NH HN\fo
HN ’l\IH
Boc Boc

Dissolveu-se a bis-azida 17b (0,25 mmol; 0,12 g), a Boc-Gly-propargilamina, 4a (2,2
eq.; 0,55 mmol; 0,12 g), o sulfato de cobre (II) anidro (0,2 eq.; 0,05 mmol; 0,01 g) e o
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ascorbato de sodio (1,0 eq.; 0,25 mmol; 0,05 g) em metanol (1 mL) e dgua destilada (1
mL). Deixou-se em agitacao a t.a. e seguiu-se a reaccao por t.l.c. (éter etilico). Ao fim
de 24 h, filtrou-se o solido que precipitou do meio reaccional (0,10 g), o qual mostrou
ser o composto 19b e a azida 17b. Evaporou-se o solvente do liquido de filtracdo e
adicionou-se acetato de etilo (50 mL). Lavou-se com agua destilada (3%x25 mL). Secou-
se com sulfato de magnésio anidro e evaporou-se o solvente. Obteve-se um oleo, que
mostrou ser o alquino de partida. Lavou-se o s6lido com éter de petroleo, obtendo-se o
produto 19b na forma de um sélido verde-claro (0,06 g, 25 %).

RMN de '"H (300 MHz, DMSO) 0,44-0,58 (4H, m, CH,), 0,71 (6H, t, J 6,9 Hz,
2xCH3), 0,92-1,24 (20H, m, CH»), 1,37 (18H, s, 6xCHs), 2,08-2,18 (4H, m, CH>), 3,56
(4H, d, J 6,0 Hz, a-CH; Gly), 4,41 (4H, d, J 5,1 Hz, NHCH,), 6,99 (2H, t, J 6,0 Hz,
NH), 7,89 (2H, d, J 7,8 Hz, 3-CH e 6-CH), 8,02 (2H, s, 1-CH e 8-CH), 8,08 (2H, d, J
8,1 Hz, 4-CH e 5-CH), 8,40 (2H, t, J 5,1 Hz, NH), 8,68 (2H, s, CH triazole) ppm.

RMN de C (100 MHz, DMSO) 13,77 (2xCH3), 21,91 (CH,), 23,28 (CH,), 24,43
(CHy), 25,29 (CHy), 28,15 (6xCHs), 28,42 (CH,), 31,01 (a-CH,), 33,31 (CH»), 34,16
(NHCH,), 43,29 (a-CH; Gly), 55,76 (9-C), 78,00 (C(CHs)3), 114,57 (1-CH e 8-CH),
119,00 (3-CH e 6-CH), 121,22 (CH), 121,49 (4-CH e 5-CH), 136,14 (4a-C e 5a-C),
139,66 (2-C e 7-C), 152,31 (1a-C e 8a-C), 155,84 (C triazole), 156,60 (C=O Boc),
169,45 (C=0 Gly) ppm.

Anadlise Elementar: C4H7,N;0Og (897,16): calculado C 65,60, H 8,09, N 15,61;
obtido C 65,68, H 8,25, N 15,00.

p.f.: deg. > 180°C.

4.3.5. Sintese do composto 20
o ©
CF3C08 HBN\)J\N/\EN“
Ho LN
N\\\<OH
o}
Dissolveu-se o composto 18a (0,52 mmol; 0,16 g) em TFA (1,5 mL) e deixou-se em

agitacdo a t.a. durante 3h30m. Evaporou-se o TFA, tendo-se obtido um o6leo, que foi

lavado com éter etilico. Obteve-se o composto 20 na forma de um sdélido (0,17 g; ~100

%).
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RMN de 'H (300 MHz, DMSO) 3,54 (2H, s, a-CH,), 4,39 (2H, d, J 5,7 Hz, CH,),
5,25 (2H, s, CH,CO,H), 7,96 (1H, s, CH), 8,04 (3H, sl, NH3"), 8,85 (1H, t, J 5,7 Hz,
NH) ppm.

RMN de "C (100 MHz, DMSO) 34,13 (CH,), 40,12 (a-CH,), 50,47 (CH,CO,H),
124,42 (CH), 143,90 (C triazole), 165,83 (C=0), 168,57 (CO,H) ppm.

p.f.: 188,0-190,5°C.

4.3.6. Sintese do composto 18c

\—Co,H

Dissolveu-se o composto 20 (0,52 mmol; 0,17 g) numa solugdo aquosa de carbonato
de sédio a 10% (2,5 eq.; 1,29 mmol; 1,30 mL) e adicionou-se dioxano (1 mL). Colocou-
se em agitacdo num banho de gelo e adicionou-se cloroformiato de 9-fluorenilmetilo
(1,0 eq.; 0,52 mmol; 0,13 g) lentamente. Deixou-se em agitagdo a 0°C durante 4h e
depois a t.a. durante a noite. Adicionou-se agua destilada (30 mL) e extraiu-se com éter
etilico (2x10 mL). Arrefeceu-se a fase aquosa num banho de gelo e acidificou-se até pH
1, com acido cloridrico concentrado, sob agitacdo vigorosa. Colocou-se no frio durante
3h. Filtrou-se o solido formado e colocou-se na estufa de vacuo. Obteve-se o composto
18c na forma de um sélido (0,15 g; 66 %).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO) 3,62 (2H, d, J 5,6 Hz, a-CH,), 4,20 (1H, t, J, 6,4
Hz, 9-CH), 4,27 (2H, d, J 6,4 Hz, CH; Fmoc), 4,32 (2H, d, J 5,6 Hz, CH,), 5,23 (2H, s,
CH,CO;H), 7,31 (2H, t, J 7,2 Hz, 2-CH ¢ 7-CH), 7,41 (2H, t, J 7,2 Hz, 3-CH e 6-CH),
7,52 (1H, t, J, 5,6 Hz, NH), 7,70 (2H, d, J 7,2 Hz, 1-CH e 8-CH), 7,88 (2H, d, J 6,0 Hz,
4-CH e 5-CH), 7,89 (1H, s, CH), 8,38 (1H, t, J 5,6 Hz, NH) ppm.

RMN de *C (100 MHz, DMSO) 34,13 (CH,), 43,40 (a-CH,), 46,63 (9-CH), 50,40
(CH,CO;H), 65,71 (CH; Fmoc), 120,10 (4-CH e 5-CH), 124,25 (CH), 125,25 (1-CH e
8-CH), 127,08 (2-CH e 7-CH), 127,63 (3-CH e 6-CH), 140,71 (4a-C e 5a-C), 143,84
(1a-C e 8a-C), 144,67 (C triazole), 156,47 (C=0O Fmoc), 168,58 (CO,H), 169,04 (C=0)
ppm.

HRMS [M+H]: 436,16209, calc. para C»H2:N505 436,16155.
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4.4. Sintese em fase solida de péptidos contendo a sequéncia RGD

4.4.1. Procedimentos gerais da fase solida

4.4.1.1. Loading da resina

Colocou-se a resina, o aminoacido ¢ o baldao a usar no excicador durante a noite.
Dissolveu-se o aminoacido N-protegido com o grupo Fmoc (1,2 eq. relativamente a
resina) em DCM seco (10 mL) e adicionou-se DIPEA (4.0 eq relativamente ao
aminoacido). Caso necessario, adicionaram-se umas gotas de DMF para dissolver o
aminoacido. Adicionou-se a resina e deixou-se em agitacdo a t.a., em condi¢des anidras,
durante pelo menos 2 h. Filtrou-se o solvente e lavou-se a resina com uma mistura de
DCM/MeOH/DIPEA (17:2:1, 3x10 mL), DCM (3x10 mL), DMF (3x10 mL) e DCM
(3x10 mL), agitando cerca de 2 min.. Colocou-se a resina a secar no excicador até ao
dia seguinte. Preparou-se uma solugdo de 20% de piperidina em DMF (50 mL). A uma
pequena fracgdo da resina (3,33 mg) adicionou-se a solugdo de 20% de piperidina em
DMF. Mediu-se a absorvancia da solugdo com a resina a 290 nm, usando como branco a
solugdo de 20% de piperidina em DMF. Aplicou-se a seguinte formula para calcular o
loading da resina:

Fmoc loading (mmol/g) = Abs lida/ (1,65%mg resina)

4.4.1.2. Clivagem do Fmoc

Ap6s lavar a resina com DMF (2x10 mL) por 2 min., adicionou-se uma solugdo de
20% de piperidina em DMF (10 mL) e deixou-se em agitagdo durante pelo menos 2 h.
Filtrou-se a resina e lavou-se com DMF (2x10 mL), 2-propanol (2x10 mL), DMF (2x10
mL) e 2-propanol (2x10 mL). Utilizou-se o teste de TNBS para verificar a eficiéncia da
clivagem do grupo Fmoc.

Teste de TNBS: Retirou-se uma amostra da resina para um tubo de amostras. Lavou-

se uma vez com DMF. Adicionou-se umas gotas de DMF, 2 gotas de uma solugdo de
DIPEA a 10% em DMF e 2 gotas de solu¢do de TNBS a 1%. Esperou-se 5 min. para

observar o resultado do teste (vermelho ¢ indicativo da presenca de grupos NH; livres).
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4.4.1.3. Acoplamento do aminoacido ao péptido na resina

Num baldo dissolveu-se o aminoacido N-protegido com o grupo Fmoc (4,0 eq.), o
HOBt (4,0 eq.) e a DIC (4,0 eq.) em DMF (10 mL). Transferiu-se a solugdo para a
ampola com a resina e deixou-se a agitar durante a noite, a t.a. Filtrou-se o solvente e
lavou-se a resina com DMF (3x10 mL) e DCM (3x10 mL), agitando cerca de 2 min. em

cada lavagem. Verificou-se a eficacia do acoplamento com o teste de TNBS.
4.4.1.4. Clivagem do péptido da resina

Colocou-se a resina em agitagdo com uma solu¢do de AcOH/TFE/DCM (1:1:3, 20
mL), a t.a., durante pelo menos 1 h. Filtrou-se a solugdo para um baldo e evaporou-se o
solvente. Adicionou-se éter etilico e colocou-se no frio por algumas horas. Filtrou-se o

s6lido formado.

4.4.2. Sintese de H-Gly-Arg(Pbf)-Gly-Asp(O'Bu)-Trp-OH.AcOH, 21

~,NH
OH

o

o Q HoQ
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o) o) 0
HN O\~/
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Seguiram-se os procedimentos gerais da fase solida do ponto 4.4.1. Usou-se 1,00 g
de resina e obteve-se um loading de 0,66 mmol/g. O produto 21 foi obtido na forma de
um so6lido beje (0,13 g; 40 %).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO) 1,35 (9H, s, 3xCHj3), 1,35-1,39 (2H, m, y-CH, Arg),
1,39 (6H, s, 2-CH; Pbf), 1,48-1,51 (1H, m, f-CH; Arg), 1,68-173 (1H, m, 5-CH, Arg),
1,99 (3H, s, 7-CH; Pbf), 2,32 (1H, dd, J 9,6 ¢ 16,0 Hz, f-CH, Asp), 2,42 (3H, s, 4-CHj;
Pbf), 2,47 (3H, s, 6-CHj3, Pbf), 2,66 (1H, dd, J 5,2 e 16,0 Hz, 5-CH, Asp), 2,95 (2H, s,
3-CH; Pbf), 2,97-2,98 (2H, m, a-CH, Gly), 3,00-3,02 (2H, m, J-CH, Arg), 3,04-3,05
(1H, m, p-CH, Trp), 3,16 (1H, dd, J 5,6 e 14,8 Hz, f-CH; Trp), 3,68 (2H, d, J 5,2, a-
CH; RGD), 4,11 (1H, d, J 5,2 Hz, a-CH Trp), 4,29 (1H, d, J 3,6 Hz, a-CH Arg), 4,43-
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4,49 (1H, m, o-CH Asp), 6,89 (2H, t, J 7,6 Hz, 5-C Trp, NH), 7,00 (1H, t, J 7,6 Hz, 6-C
Trp), 7,01 (1H, sl, NH), 7,03 (1H, d, J 1,6 Hz, 2-CH Trp), 7,27 (1H, d, J 8,0 Hz, 7-C
Trp), 7,48 (1H, d, J 8,0 Hz, 4-C Trp), 7,52 (1H, d, J 7,6 Hz, NH Trp), 7,91 (1H, sl, NH),
7,98 (1H, sl, NH Gly), 8,39 (1H, d, J 8,0 Hz, a-NH Asp), 8,47 (1H, d, J 7,6 Hz, NH
Arg), 10,67 (1H, s, I-NH Trp) ppm.

RMN de C (100 MHz, DMSO) 12,32 (7-CH; Pbf), 17,66 (6-CH;3 Pbf), 19,00 (4-
CH; Pbf), 25,01 (y-CH, Arg), 27,22 (p-CH; Trp), 27,69 (3xCHs), 28,34 (2-CH; Pbf),
29,38 (5-CH; Arg), 37,22 (B-CH, Asp), 40,92 (6-CH, Arg), 42,09 (a-CH, RGD), 42,51
(3-CH; Pbf), 43,75 (a-CH; Gly), 50,44 (a-CH Asp), 52,26 (a-CH Arg), 54,41 (a-CH
Trp), 80,24 (C O'Bu), 86,31 (2-C Pbf), 110,63 (3-C Trp), 111,07 (7-C Trp), 116,27 (7-C
Pbf), 118,04 (5-C Trp), 118,61 (4-C Trp), 120,61 (6-C Trp), 123,46 (2-C Trp), 124,33
(3a-C Pbf), 127,90 (3a-C Trp), 131,41 (4-C Pbf), 134,32 (5-C Pbf), 135,89 (1a-C Trp),
137,26 (6-C Pbf), 156,44 (C=N Arg), 157,42 (1a-C Pbf), 167,23 (C=0 Gly), 168,65
(C=0 RGD), 169,35 (B-C=0 Asp), 169,39 (C=0 Asp), 171,19 (C=0O Arg), 174,19
(C=0 Trp) ppm.

HRMS: 898,41295, calc. para C4,HgoNoO1;S 898,41275.

4.4.3. Sintese de H-Val-Arg(Pbf)-Gly-Asp(O'Bu)-Lys(Z)-OH.AcOH, 22

Seguiu-se o procedimento geral da fase s6lida do ponto 4.4.1. Usou-se 1 g de resina e
obteve-se um loading de 0,48 mmol/g. O produto 22 foi obtido na forma de um s6lido
beje (0,17 g; 33 %).

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) 0,88 (6H, dd, J 6,6 ¢ 21,9 Hz, CH; Val), 1,35 (9H,
s, 3xCHs), 1,39 (6H, s, 2-CH; Pbf), 1,08-1,41 (6H, m, y-CH, Lyz, y-CH, Arg, 6-CH,
Lyz), 1,44-1,80 (4H, m, p-CH, Arg, p-CH, Lyz), 1,92-2,02 (1H, m, f-CH Val), 1,99
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(3H, s, 7-CHj; Pbf), 2,41 (3H, s, 4-CH; Pbf), 2,41-2,48 (1H, m, f-CH; Asp), 2,48 (3H, s,
6-CHj; Pbf), 2,62-2,78 (1H, m, f-CH, Asp), 2,89 3,08 (4H, m, e-CH; Lyz, 0-CH; Arg),
2,95 (2H, s, 3-CH; Pbf), 3,60-3,82 (4H, m, a-CH; Gly, a-CH Val, a-CH Lyz), 4,25 (1H,
sl, a-CH Arg), 4,48 (1H, sl, a-CH Asp), 4,98 (2H, s, CH, Z), 7,20 (2H, t, J 5,4 Hz,
2xNH), 7,33 (5H, s, H-Ar Z), 7,28-7,39 (1H, m, NH), 7,45 (1H, sl, NH), 7,98 (1H, sl,
NH), 8,30 (1H, sl, NH), 8,39-8,48 (1H, m, NH), 8,65 (1H, sl, NH) ppm.

HRMS: 1016,51080, calc. para C4sH74N9O;3S 1016,51213.

4.4.4. Sintese do péptido 23

_ NH
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Seguiram-se os procedimentos gerais da fase solida do ponto 4.4.1. Usou-se 1,00 g
de resina e obteve-se um loading de 0,66 mmol/g. No ultimo acoplamento, usou-se 1,4
eq. do composto 18a. O produto 23 foi obtido na forma de um s6lido branco (0,13 g; 32
%).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO) 1,34 (9H, s, O'Bu), 1,37 (9H, s, Boc), 1,37-1,39
(2H, m, y-CH; Arg), 1,39 (6H, s, 2-CH; Pbf), 1,46-1,53 (1H, m, f-CH, Arg), 1,62-1,69
(1H, m, 5-CH, Arg), 1,99 (3H, s, 7-CH; Pbf), 2,35-2,43 (1H, m, -CH, Asp), 2,41 (3H,
s, 4-CHj3 Pbf), 2,46 (3H, s, 6-CHs, Pbf), 2,62 (1H, dd, J 5,6 ¢ 16,0 Hz, f-CH, Asp), 2,94
(2H, s, 3-CH, Pbf), 2,98-3,02 (2H, m, 6-CH, Arg), 3,02-3,07 (1H, m, f-CH, Trp), 3,15
(1H, dd, J 5,2 e 14,8 Hz, p-CH; Trp), 3,53 (2H, d, J 6,0, NHCH,CO), 3,69 (2H, d, J 6,0,
a-CH, RGD), 3,82 (2H, d, J 5,2 Hz, a-CH, Gly), 4,24-4,28 (1H, m, a-CH Arg), 4,30
(2H, d, J 5,6 Hz, NHCH,-triazole), 4,40 (1H, dd, J 7,2 e 13,2 Hz, a-CH Trp), 4,64 (1H,
dd, J 8,4 e 14,0 Hz, a-CH Asp), 5,12 (1H, s, triazole-CH,CO), 6,44 (2H, sl, 2xNH),
6,82 (1H, sl, NH), 6,92 (1H, t, J 6,4 Hz, NHCH,CO), 6,96 (1H, dt, J 0,8 ¢ 8,0 Hz, 5-C
Trp), 7,05 (1H, dt, J 1,2 e 7,2 Hz, 6-C Trp), 7,13 (1H, d, J 2,0 Hz, 2-CH Trp), 7,32 (1H,
d, J 8,0 Hz, 7-C Trp), 7,50 (1H, d, J 7,6 Hz, 4-C Trp), 7,84 (1H, s, CH triazole), 7,99
(1H, d, J 7,6 Hz, NH Trp), 8,11 (1H, d, J 8,4 Hz, NH Asp), 8,19 (2H, d, J 7,2 Hz, NH
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Arg, NH RGD), 8,27 (1H, t, J 5,6 Hz, NHCH,-triazole), 8,50 (1H, t, J 5,6 Hz, NH Gly),
10,79 (1H, d, J 2,0 Hz, 1-NH Trp), 12,50 (1H, sl, CO,H) ppm.

RMN de *C (100 MHz, DMSO) 12,26 (7-CH; Pbf), 17,59 (6-CH; Pbf), 18,94 (4-
CH; Pbf), 25,34 (y-CH, Arg), 26,87 (-CH, Trp), 27,62 (CH; O'Bu), 28,18 (CH; Boc),
28,29 (2-CHj3 Pbf), 29,35 (f-CH, Arg), 34,13 (NHCHs-triazole), 37,52 (f-CH, Asp),
40,13 (60-CH; Arg), 41,76 (a-CH,; RGD), 41,91 (a-CH; Gly), 42,45 (3-CH; Pbf), 43,16
(NHCH,CO), 49,17 (a-CH Asp), 51,44 (triazole-CH,CO), 52,31 (a-CH Arg), 53,07 (a-
CH Trp), 78,00 (C(CH;); Boc), 80,20 (C(CH;); O'Bu), 86,29 (2-C Pbf), 109,53 (3-C
Trp), 111,36 (7-C Trp), 116,25 (7-C Pbf), 118,10 (4-C Trp), 118,36 (5-C Trp), 120,88
(6-C Trp), 123,75 (2-C Trp), 124,26 (CH triazole), 124,31 (3a-C Pbf), 127,17 (3a-C
Trp), 131,42 (4-C Pbf), 134,16 (5-C Pbf), 136,03 (1a-C Trp), 137,26 (6-C Pbf), 144,57
(C triazole), 155,75 (C=0 Boc), 156,06 (C=N Arg), 157,43 (1a-C Pbf), 165,67 (C=0
triazole-Gly), 168,35 (C=0 Gly), 168,44 (C=0O RGD), 169,15 (5-C=0 Asp), 169,28 (o-
C=0 triazole), 170,19 (C=0 Asp), 171,63 (C=0 Arg), 173,03 (C=0O Trp) ppm.

HRMS [M-+H]: 1193,53850, calc. para Cs4H77N140;5S 1193,54080.

4.4.5. Sintese do péptido 24

I

QO
N >4
HN NH
1.0
&%

o
o

Seguiram-se os procedimentos gerais da fase solida do ponto 4.4.1. Usou-se 1,00 g
de resina e obteve-se um loading de 0,6m4 mmol/g. Nos acoplamentos usaram-se 2,0
eq. de aminoacido. O produto 24 foi obtido na forma de um so6lido beje (0,33 g; 49 %).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO) 0,80 (6H, d, J 6,8 Hz, CH; Val), 1,32 (9H, s,
3xCHj), 1,37-1,55 (3H, m, y-CH, Arg, p-CH, Arg), 1,40 (6H, s, 2-CH; Pbf), 1,63 (3H,
quint, J 7,0 Hz, f-CH, Arg, CH,CH,CH,), 1,97-2,02 (1H, m, f-CH Val), 1,99 (3H, s, 7-
CH; Pbf), 2,12 (2H, dt, J 2,4 e 7,2 Hz, CH=CCH,), 2,21 (2H, t, J 7,4 Hz, CH,C=0),
2,20-2,26 (1H, m, f-CH, Asp), 2,37-2,44 (1H, m, f-CH; Asp), 2,40 (3H, s, 4-CH; Pbf),
2,46 (3H, s, 6-CH; Pbf), 2,75 (1H, t, J 2,4 Hz, CH=CCH,), 2,77 (1H, d, J 3,6 Hz, f-CH,
Phe), 2,95 (2H, s, 3-CH, Pbf), 2,96-2,98 (1H, m, f-CH, Phe), 2,98-3,02 (2H, m, 6-CH,
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Arg), 3,61-3,64 (2H, m, a-CH; Gly), 4,11 (1H, dd, J 6,0 e 8,4 Hz, a-CH Val), 4,20 (1H,
dd, J 7,6 e 13,2 Hz, a-CH Arg), 4,54 (1H, dd, J 8,4 ¢ 13,2 Hz, a-CH Asp), 4,63 (1H, dd,
J 4,4 ¢ 9,2 Hz, a-CH Phe), 6,50 (2H, sl, 2xNH), 6,91 (1H, sl, NH), 7,14-7,17 (1H, m, H,
Phe), 7,19-7,24 (4H, m, H, e Hy, Phe), 8,04-8,06 (3H, m, NH Asp, NH Phe, NH Val),
8,12 (1H, d, J 7,2 Hz, NH Arg), 8,23 (1H, sl, NH Gly), 12,40 (1H, sl, CO,H) ppm.

RMN de *C (100 MHz, DMSO) 12,26 (7-CH; Pbf), 17,41 (CH=CCH,), 17,58 (6-
CH; Pbf), 17,91 (CH; Val), 18,93 (4-CHj; Pbf), 19,11 (CH;3 Val), 24,08 (CH,CH,CH»),
25,44 (y-CH; Arg), 27,61 (3xCH3), 28,29 (2-CHj3 Pbf), 28,98 (f-CH, Arg), 30,13 (4-CH
Val), 33,94 (CH,C=0), 37,53 (f-CH, Asp), 38,14 (f-CH, Phe), 41,99 (a-CH, Gly),
42,46 (3-CH; Pbf), 43,74 (0-CH, Arg), 49,29 (a-CH Asp), 52,55 (a-CH Arg), 54,03 (o-
CH Phe), 57,33 (a-CH Val), 71,44 (CH=CCH,), 80,06 (C(CHj3)3), 84,04 (CH=CCH,),
86,27 (2-C Pbf), 116,23 (7-C Pbf), 124,30 (3a-C Pbf), 126,22 (C, Phe), 127,94 (Cy,
Phe), 129,21 (C, Phe), 131,41 (4-C Pbf), 134,20 (5-C Pbf), 137,25 (6-C Pbf), 137,66 (C;
Phe), 156,10 (C=N Arg), 157,42 (1a-C Pbf), 168,50 (C=0 Gly), 169,07 (5-C=0 Asp),
169,92 (C=0O Asp), 170,80 (C=0 Phe), 172,00 (CH,C=0), 172,27 (C=0 Arg), 173,07
(CO2H) ppm.

HRMS [M+H]: 995,48985, calc. para C49H71NgO2S 995,49067.

4.5. Reaccoes dos péptidos contendo a sequéncia RGD; ciclizaciao de péptidos

4.5.1. Sintese de H-Gly-Arg(Pbf)-Gly-Asp-Trp-OH.TFA, 25

NH

y © y ©
+ N N OH
H YN YN
o} o o O
OH

HN
HN N

Adicionou-se TFA (1 mL) ao péptido 21 (0,12 g; 0,13 mmol) e deixou-se em
agitacdo a t.a. durante 3 h. Evaporou-se o solvente, tendo-se obtido um dleo

acastanhado. Adicionou-se éter etilico, colocou-se no congelador por 15 min. e filtrou-
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se o solido formado. O produto 25 foi obtido na forma de um s6lido rosa palido (0,09 g;
~100 %).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO) 1,45-1,52 (2H, m, y-CH, Arg), 1,50-1,57 (1H, m, S-
CH; Arg), 1,68-1,77 (1H, m, f-CH, Arg), 1,99 (3H, s, 7-CH3 Pbf), 2,27 (3H, s, 6-CH;
Pbf), 2,34 (1H, dd, J 6,8 ¢ 15,2 Hz, -CH, Asp), 2,39 (3H, s, 4-CHj; Pbf), 2,45 (1H, dd,
J 4,2 e 12,6 Hz, f-CH, Asp), 3,00 (2H, s, 3-CH; Pbf), 3,00-3,05 (1H, m, f-CH, Trp),
3,08 (2H, t, J 5,8 Hz, 0-CH; Arg), 3,11-3,16 (1H, dd, J 5,6 ¢ 14,8 Hz, f-CH, Trp), 3,34
(3H, sl, NH;"), 2,59 (2H, s, a-CH, Gly), 3,69-3,80 (2H, m, a-CH, RGD), 4,33-4,39 (1H,
m, o-CH Arg), 4,39-4,43 (1H, m, a-CH Trp), 4,48-4,57 (1H, m, a-CH Asp), 6,97 (1H, t,
J 7,4 Hz, 5-C Trp), 7,08 (1H, t, J 7,6 Hz, 6-C Trp), 7,14 (1H, d, J 2,4 Hz, 2-CH Trp),
7,24 (3H, sl, 3xNH), 7,33 (1H, d, J 8,0 Hz, 7-C Trp), 7,50 (1H, d, J 7,6 Hz, 4-C Trp),
7,97 (1H, d, J 7,6 Hz, NH Trp), 8,01 (1H, d, J 8,0 Hz, NH Asp), 8,30 (1H, t, J 5,4 Hz,
NH RGD), 8,59 (1H, d, J 7,6 Hz, a-NH Arg), 11,85 (1H, s, 1-NH Trp) ppm.

RMN de *C (100 MHz, DMSO) 12,13 (7-CH; Pbf), 16,63 (6-CH; Pbf), 18,46 (4-
CH; Pbf), 24,83 (y-CH, Arg), 26,95 (8-CH, Trp), 28,18 (2-CH; Pbf), 29,38 (4-CH,
Arg), 36,47 (f-CH, Asp), 40,17 (a-CH; Gly), 40,34 (6-CH, Arg), 41,74 (a-CH, RGD),
42,05 (3-CH; Pbf), 49,30 (a-CH Asp), 52,25 (a-CH Arg), 52,86 (a-CH Trp), 87,40 (2-C
Pbf), 109,54 (3-C Trp), 111,38 (7-C Trp), 117,54 (7-C Pbf), 118,13 (4-C Trp), 118,37
(5-C Trp), 120,18 (6-C Trp), 123,77 (2-C Trp), 125,97 (3a-C), 127,29 (3a-C Trp),
128,73 (4-C Pbf), 134,27 (5-C Pbf), 136,04 (1a-C Trp), 139,77 (6-C Pbf), 156,80 (C=N
Arg), 159,83 (1a-C Pbf), 165,95 (C=0 Gly), 168,22 (C=0 RGD), 179,17 (C=0 Asp),
171,13 (C=0 Arg), 171,81 (C=0 Asp), 172,56 (C=0O Trp) ppm.

HRMS: 842,34887, calc. para C4,HgoNoO1;S 842,35015.

4.5.2. Sintese do péptido 26

=z > N N NN
O (@] O
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HN )L
HN II\IEO

Dissolveu-se o péptido 24 (0,10 mmol; 0,11 g) em DMF (5 mL) e arrefeceu-se num
banho de gelo. Adicionou-se o HOBt (1,0 eq.; 0,10 mmol; 0,01 g), o HBTU (1,0 eq.;
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0,10 mmol; 0,04 g) e a propargilamina (1,0 eq.; 0,10 mmol; 0,01 mL), esperando cerca
de 5 min. entre cada adi¢do. Adicionou-se a DIPEA (2,0 eq.; 0,21 mmol; 0,04 mL) e
deixou-se em agitagdo a t.a. durante a noite. Evaporou-se a DMF, obtendo-se um o6leo,
ao qual se adicionou agua destilada. Filtrou-se o so6lido formado, que mostrou ser o
composto 26 e o péptido 24. Colocou-se novamente este sélido com a propargilamina e
os reagentes de acoplamento durante a noite. Evaporou-se a DMF e precipitou-se um
solido com 4gua destilada. Obteve-se um so6lido beje escuro (0,10 g; 92 %), que mostrou
ser o composto 26.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO) 0,75 (6H, d, J 6,4 Hz, CH; Val), 1,32 (9H, s,
3xCHj3), 1,39-1,41 (2H, m, y-CH, Arg), 1,40 (6H, s, 2-CH3 Pbf), 1,47-1,62 (2H, m, f-
CH; Arg), 1,64 (2H, quint, J 7,2 Hz, CH,CH,CH,), 1,91 (1H, sept, J 6,8 Hz, f-CH Val),
1,99 (3H, s, 7-CHj; Pbf), 2,12 (2H, dt, J 2,4 e 7,2 Hz, CH=CCH,), 2,21 (2H, t, J 7,6 Hz,
CH,C=0), 2,21-2,22 (1H, m, f-CH; Asp), 2,37 (1H, s, f-CH, Asp), 2,41 (3H, s, 4-CH;
Pbf), 2,46 (3H, s, 6-CH3 Pbf), 2,75 (1H, t, J 2,4 Hz, CH=CCH,), 2,78 (1H, d, J 9,6 Hz,
S-CH Phe), 2,95 (2H, s, 3-CH, Pbf), 2,97 (1H, d, J 8,8 Hz, f-CH Phe), 2,98-3,02 (2H,
m, 6-CH; Arg), 3,06 (1H, t, J 2,4 Hz, CH=CCH,NH), 3,68 (2H, t, J 6,8 Hz, a-CH, Gly),
3,79 (2H, ddq, J 2,4, 5,6 e 17,6 Hz, CH=CCH,;NH), 4,09 (1H, dd, J 7,4 e 8,6 Hz, a-CH
Val), 4,20 (1H, q, J 7,6 Hz, a-CH Arg), 4,53-4,57 (1H, m, a-CH Asp), 4,59-4,63 (1H,
m, a-CH Phe), 6,39 (1H, sl, NH), 6,66 (2H, sl, 2xNH), 7,13-7,17 (1H, m, H,, Phe), 7,19-
7,23 (4H, m, H, e Hy, Phe), 8,02 (1H, d, J 8,8 Hz, a-NH Asp), 8,06 (3H, d, J 9,2 Hz, a-
NH Arg, a-NH Phe, a-NH Val), 8,17 (1H, t, J 5,2 Hz, a-NH Gly), 8,45 (1H, t, J 5,2 Hz,
CH=CCH;,;NH) ppm.

RMN de C (100 MHz, DMSO) 12,25 (7-CH; Pbf), 17,40 (CH=CCH,), 17,56 (6-
CH; Pbf), 18,91 (4-CHj; Pbf), 18,09 (CH; Val), 18,99 (CH; Val), 24,07 (CH,CH,CH,),
25,45 (y-CH, Arg), 27,60 (3xCHs), 27,76 (CH=CCH,NH), 28,28 (2-CH3 Pbf), 29,06 (-
CH; Arg), 30,58 (f-CH Val), 33,90 (CH,C=0), 37,62 (5-CH, Asp), 38,02 (5-CH; Phe),
40,29 (5-CH; Arg), 41,90 (a-CH; Gly), 42,45 (3-CH, Pbf), 49,24 (a-CH Asp), 52,53 (a-
CH Arg), 54,13 (a-CH Phe), 57,50 (a-CH Val), 71,42 (CH=CCH,), 72,85
(CH=CCH,NH), 80,06 (C(CHs3)3), 80,88 (CH=CCH,NH), 84,03 (CH=CCH,), 86,27 (2-
C Pbf), 116,23 (7-C Pbf), 124,29 (3a-C Pbf), 126,22 (C, Phe), 127,92 (Cy, Phe), 129,22
(Co Phe), 131,40 (4-C Pbf), 134,16 (5-C Pbf), 137,24 (6-C Pbf), 137,52 (C; Phe), 156,01
(C=N), 157,42 (1a-C Pbf), 168,46 (C=0 Gly), 169,01 (f-C=0 Asp), 170,01 (C=0 Asp),
170,69 (C=0O Val), 170,71 (C=0 Phe), 172,01 (CH,C=0), 172,14 (C=0 Arg) ppm.

HRMS [M+H]: 1032,52280, calc. para Cs;H74N9O1;S 1032,52230.
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4.5.3. Sintese de c[Val—Arg(Pbi)-Gly-Asp(OtBu)-Lys(Z)], 27

O o
o
o HN/\[LNH

Dissolveu-se o péptido 22 (0,13 mmol; 0,14 g) em DMF (1,24 mL) e adicionou-se a
DIPEA (1,6 eq.; 0,20 mmol; 0,04 mL). Adicionou-se esta solu¢do a uma solu¢do de
HBTU (1,0 eq.; 0,13 mmol; 0,05 g) em DMF (1,07 mL), durante 1h. Deixou-se em
agitacdo, a t.a., durante 24 h. Evaporou-se a DMF sob vacuo, obtendo-se um 6leo.
Adicionou-se acetonitrilo e colocou-se no frio por 4h. Filtrou-se o sélido formado, que
revelou ser o produto ciclizado (0,12 g; 93 %).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO) 0,80 (6H, d, J 6,0 Hz, CH; Val), 1,33 (9H, s,
3xCHj), 1,38 (6H, s, 2-CHj3 Pbf), 1,08-1,41 (6H, m, y-CH, Lyz, y-CH, Arg, 6-CH; Lyz),
1,46-1,58 (2H, m, f-CH, Arg, f-CH; Lyz), 1,59-1,71 (2H, m, f-CH, Arg, f-CH, Lyz),
1,94-1,98 (1H, m, p-CH Val), 1,98 (3H, s, 7-CH; Pbf), 2,41 (3H, s, 4-CH; Pbf), 2,41-
2,47 (1H, m, p-CH, Asp), 2,46 (3H, s, 6-CH; Pbf), 2,60-2,70 (1H, m, S-CH, Asp), 2,94
(4H, bs, 3-CH, Pbf, e-CH, Lyz ou 0-CH; Arg), 3,01 (2H, d, J 4,8 Hz, ¢-CH; Lyz ou ¢-
CH; Arg), 3,71 (2H, bs, a-CH, Gly), 4,12-4,21 (2H, m, a-CH Val, a-CH Lyz), 4,22
(1H, sl, a-CH Arg), 4,62 (1H, sl, a-CH Asp), 4,98 (2H, s, CH; Z), 6,44 (1H, sl, NH),
6,82 (2H, sl, 2xNH), 7,32 (6H, sl, Ha; Z, e-NH Lys), 7,75 (1H, sl, NH Val), 7,87 (1H, d,
J 8,0 Hz, NH Lys), 7,94-8,14 (3H, m, NH Asp, NH Gly, NH Arg) ppm.

RMN de "*C (100 MHz, DMSO) 12,27 (7-CH; Pbf), 17,87 (6-CH; Pbf), 18,95 (CH;
Val), 19,24 (4-CH; Pbf), 22,64 (y-CH, Lyz), 25,27 (y-CH, Arg), 27,64 (3xCH3), 28,29
(2-CH3; Pbf), 29,15 (6-CH;, Lyz e f-CH, Arg), 30,20 (f-CH Val), 31,43 (f-CH, Lyz),
37,55 (B-CH; Asp), 40,14 (e-CH, Lyz ou 6-CH; Arg), 40,21 (¢-CH; Lyz ou 6-CH, Arg),
41,90 (a-CH; Gly), 42,47 (3-CH; Pbf), 49,31 (a-CH Asp), 52,80 (a-CH Arg), 57,62 (o-
CH Val), 57,97 (a-CH Lyz), 65,13 (CH; Z), 80,18 (C(CHj3)3), 86,27 (2-C Pbf), 116,26
(7-C Pbf), 124,30 (3a-C Pbf), 127,70 (CH Z), 128,32 (CH Z), 131,43 (4-C Pbf), 134,20
(5-C Pbf), 137,22 (6-C Pbf ou C; Z), 137,27 (6-C Pbf ou C; Z), 156,06 (C=0O Z e C=N
Arg), 157,41 (1a-C Pbf), 168,48 (C=0 Gly), 169,11 (C=0O Asp), 169,18 (C=0O Asp),
170,88 (C=0 Val ou Lyz), 171,32 (C=0O Val ou Lyz), 171,45 (C=0 Arg) ppm.

78 Sintese de Derivados Ciclicos de RGD



4. Parte Experimental

HRMS [M+H]Z 998,50242, calc. para C48H72N90128 998,50157

4.5.4. Sintese do péptido ciclico 28

~ N—< >—N/§|/
N:N’ ‘N:N

Dissolveu-se o péptido 26 (0,05 mmol; 0,05 g), o 1,4-diazidobenzeno (1,0 eq.; 0,05
mmol; 7,40 mg), o sulfato de cobre (II) anidro (0,2 eq.; 9,0 umol; 1,40 mg) e o
ascorbato de sédio (1,0 eq.; 0,05 mmol; 9,20 mg) em DMF (2 mL) e colocou-se sob
agitacdo a t.a., seguindo-se a reacgao por t.l.c. (cloroférmio/metanol, 9:1). Ao fim de 20
h, adicionou-se mais sulfato de cobre (II) anidro (0,2 eq.) e ascorbato de sodio (1,0 eq.).
Como ndo se verificou evolucao da reaccdo, ao fim de mais 28 h adicionou-se o iodeto
de cobre (I) (0,02 eq.; 0,90 umol; 0,20 mg) e a trietilamina (2,2 eq.; 0,10 mmol; 0,01
mL) e deixou-se em agitagdo a t.a. durante 3,5 dias. Quando o reagente de partida foi
todo consumido (t.l.c: cloroférmio/metanol, 9:1), evaporou-se a DMF e precipitou-se
um soélido com 4gua destilada. O produto 28 foi obtido na forma de um solido (0,04 g;
82 %).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO) 0,74 (6H, sl, CH; Val), 1,31 (9H, s, 3xCHj3), 1,33-
1,40 (2H, m, y-CH, Arg), 1,40 (6H, s, 2-CHj; Pbf), 1,40-1,52 (1H, m, p-CH, Arg), 1,58-
1,65 (3H, m, f-CH, Arg, COCH,CH,), 1,90-1,96 (1H, m, p-CH Val), 1,98 (3H, s, 7-
CH; Pbf), 2,11-2,13 (2H, m, CH,CHs-triazole), 2,18-2,26 (3H, m, S-CH, Asp,
COCH,CH,), 2,39-2,45 (1H, m, f-CH, Asp), 2,40 (3H, s, 4-CH3 Pbf), 2,45 (3H, s, 6-
CHj; Pbf), 2,75-2,79 (1H, m, p-CH; Phe), 2,93 (2H, s, 3-CH; Pbf), 2,93-3,00 (1H, m, -
CH; Phe), 2,98-3,02 (2H, m, J-CH, Arg), 3,67-3,72 (2H, m, a-CH; Gly), 4,13 (1H, dd, J
6,0 ¢ 14,4 Hz, a-CH Val), 4,19-4,21 (1H, m, a-CH Arg), 4,38-4,46 (2H, m, NHCH»),
4,50-4,58 (1H, m, a-CH Asp), 4,58-4,65 (1H, m, a-CH Phe), 6,39 (1H, sl, NH), 6,67
(2H, sl, 2xNH), 7,13-7,17 (1H, m, H,, Phe), 7,21-7,22 (4H, m, H, ¢ Hy, Phe), 7,29 (1H,
s, CH triazole), 7,88 (1H, s, CH triazole), 8,07-8,12 (8H, m, 4xNH, H-Ar), 8,19 (1H, sl,
o-NH Gly), 8,54-8,55 (1H, m, NHCH,) ppm.
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RMN de C (100 MHz, DMSO) 12,24 (7-CH3 Pbf), 17,41 (CH,CH)-triazole), 17,57
(6-CH; Pbf), 18,92 (4-CH; Pbf), 18,02 (CH; Val), 19,11 (CHs; Val), 24,07
(COCH,CH,), 25,48 (y-CH, Arg), 27,57 ou 27,59 (3xCH3), 28,27 (2-CH; Pbf), 29,05
(5-CH, Arg), 30,33 (8-CH Val), 33,91 (COCH,CH,), 34,07 (NHCH,), 37,58 (f-CH,
Asp), 37,93 (8-CH, Phe), 40,18 (5-CH, Arg), 41,93 (a-CH, Gly), 42,44 (3-CH, Pbf),
49,32 (a-CH Asp), 52,26 (a-CH Arg), 54,25 (a-CH Phe), 57,75 (a-CH Val), 80,09
(C(CHs)3), 86,27 (2-C Pbf), 116,22 (7-C Pbf), 120,39 (CH), 121,16 (CH), 121,16 (CH),
124,29 (3a-C Pbf), 126,22 (C, Phe), 127,94 (C, Phe), 129,21 (C, Phe), 131,41 (4-C
Pbf), 134,10 (5-C Pbf), 136,13 (C), 137,25 (6-C Pbf), 137,51 (C; Phe), 145,93 (C),
147,66 (C), 156,02 (C=N), 157,42 (1a-C Pbf), 168,54 (C=0), 169,03 (C=0), 170,12
(C=0), 170,87 (C=0), 170,89 (C=0), 172,06 (C=0), 172,11 (C=0) ppm.

HRMS [M-+H]: 1192,57320, calc. para CssH7sN;50;;S 1192,57205.

4.5.5. Sintese do péptido ciclico 29
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Adicionou-se TFA (0,7 mL) ao péptido ciclico 28 (0,02 mmol; 0,03 g) e deixou-se
em agitacao a t.a. durante Sh. Evaporou-se o solvente e guardou-se no excicador durante
a noite. Obteve-se um soélido verde-escuro que foi lavado com uma solu¢do de EDTA
0,1M para remover o cobre e, seguidamente com 4gua destilada. Obteve-se o produto na
forma de um soélido verde (9,40 mg; 44 %).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO) 0,74 (6H, sl, CH; Val), 1,60-1,64 (3H, m, 5-CH,
Arg, COCH,CH,), 1,80-2,00 (4H, m, f-CH, Arg, f-CH Val, y-CH; Arg), 2,00-2,15 (2H,
m, CH,CH,-triazole), 2,15-2,27 (2H, m, COCH,CH,), 2,27-2,42 (2H, m, p-CH; Asp),
2,73-2,86 (1H, m, f-CH; Phe), 2,94-3,06 (1H, m, f-CH, Phe), 3,07 (2H, m, 6-CH; Arg),
3,68 (2H, sl, a-CH, Gly), 4,10 (1H, sl, a-CH Val), 4,26 (1H, sl, a-CH Arg), 4,41-4,50
(3H, m, NHCH,, a-CH Asp), 4,56 (1H, sl, a-CH Phe), 7,21-7,28 (7H, sl, H-Ar Phe,
2xNH), 7,30 (1H, s, CH triazole), 7,88 (1H, s, CH triazole), 8,07 (§8H, m, 4xNH, H-Ar),
8,56 (1H, sl, NH), 8,66 (1H, sl, NH), 12,15 (1H, sl, CO,H) ppm.
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RMN de "*C (100 MHz, DMSO) 17,34 (CH,CH,-triazole), 18,87 (CH; Val), 24,14
(COCH2CH,), 24,74 (y-CH, Arg), 29,21 (p-CH, Arg), 30,24 (f-CH Val), 33,91
(COCH;,CH»), 34,07 (NHCH,), 36,08 (5-CH, Asp), 37,75 (5-CH, Phe), 40,38 (0-CH»
Arg), 41,93 (a-CH;y Gly), 49,55 (a-CH Asp), 52,52 (a-CH Arg), 54,52 (a-CH Phe),
58,02 (a-CH Val), 120,42 (CH), 121,51 (CH), 121,13 (CH), 126,17 (CH Phe), 127,91
(CH Phe), 129,13 (CH Phe), 136,92 (C), 137,64 (C Phe), 146,00 (C), 147,61 (C),
155,44 (C=N), 168,60 (C=0), 170,30 (C=0), 170,76 (C=0), 170,93 (C=0), 171,86
(C=0), 171,93 (C=0), 172,18 (C=0) ppm.

HRMS: 884,42699, calc. para C41Hs4N5Og 884,42743.
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