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Resumo

O objectivo primario deste trabalho consistiu na sintese de novos derivados de
heterociclos de oxigénio, os acidos nafto[2,1-b]furan-1-il etandicos e os 1-clorometil-3-
ox0-3H-benzo[f]benzopiranos e¢ na sua aplicagdo a aminoacidos como modelos
representativos de biomoléculas.

Por reaccao de acoplamento entre os ésteres metilicos de aminoacidos o e os
acidos nafto[2,1-b]furan-1-il etandicos sintetizados foi possivel obter derivados de
aminoacidos fluorescentes marcados nos grupos amina das cadeias principal e lateral, e
também no grupo hidroxilo da cadeia lateral. Investigou-se a estabilidade do fluor6foro
da funcdo amina em condi¢des que sdo usadas frequentemente nas reac¢des de clivagem
quimica em sintese peptidica.

A derivatizacdo de aminodcidos a, N-protegidos (benziloxicarbonilo e tosilo),
com 1-clorometil-3-0x0-3H-benzo[f]benzopiranos originou derivados de aminoécidos
fluorescentes marcados no C-terminus.

Todos os compostos obtidos foram caracterizados pelas técnicas espectroscopicas
habituais. Estudos de fluorescéncia dos heterociclos e dos derivados fluorescentes foram
também efectuados.

Com o objectivo final de investigar a possivel aplicagdo dos 1-clorometil-3-oxo-
3H-benzo[f]benzopiranos como grupos protectores fotoclivaveis, efectuaram-se estudos
de fotolise (lampada de mercurio de média pressao de 150 W) dos derivados
fluorescentes de fenilalanina. Testes de estabilidade e de remog¢ao quimica do marcador

foram também efectuados.
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Abstract

The first purpose of this work was the synthesis of new oxygen heterocyclic
derivatives, naphtho[2,1-b]furan-1-yl ethanoic acids and 1-chloromethyl-3-oxo0-3H-
benzo[f]benzopyrans, and their application to amino acids as representative models of
biomolecules.

It was possible to obtain fluorescent a-amino acids labelled at their amino N-
terminus or at their amino or hydroxyl side-chain groups by coupling reaction between
o-amino acid methyl esters and naphtho[2,1-b]furan-1-yl ethanoic acids. The stability of
these compounds under deprotection conditions usually used in peptide synthesis was
evaluated.

Derivatisation of N-protected (benzyloxycarbonyl and tosyl) a-amino acids with
I-chloromethyl-3-0x0-3H-benzo[f]benzopyrans gave fluorescent amino acid derivatives
at their C-terminus.

All compounds were fully characterised by the usual techniques and the
fluorescence properties were also evaluated.

The last objective of this work was to investigate the use of the 1-chloromethyl-
3-ox0-3H-benzo[f]benzopyrans as photocleavable protecting groups. Thus, photolysis
studies (medium pressure mercury arc lamp of 150 W) with fluorescently labelled
phenylalanine were carried out. Stability tests and chemical removal of the label were

also done.



Nota Introdutoria

1. Comentario a2 nomenclatura usada

Segundo as regras da [IUPAC (IUPAC, 1993), as cumarinas sdo designadas por 2-
benzopiranonas. Nesta dissertacdo usaram-se ambas as designacdes; a designacdo
IUPAC para o trabalho experimental efectuado e apresentado, e a designacdo comum

sempre que eram referidos os resultados de outros autores.

2. Utilizacdo de termos técnicos na forma original

Dado que alguns termos técnicos utilizados tém ampla divulga¢do e utilizagdo na
forma original (inglé€s), ao contrario da forma em portugués, optou-se por ndo efectuar a
sua tradugdo. Assim sendo figuram ao longo do texto na forma original entre aspas.

Os termos sao os seguintes:

- caged

- caging groups

- linker

- phototriggers

- quenching

- self-quenching

3. Sistema de referéncias

Ao longo do texto a referéncia ¢ indicada do seguinte modo: € referido o apelido
do primeiro autor (ou editor) seguido do ano da publicagdo.
A lista de referéncias apresenta-se organizada por ordem crescente do ano e,

dentro de cada ano, por ordem alfabética do apelido do primeiro autor ou editor.

4. Numeracao

A numeracao dos compostos, esquemas e tabelas apresentados no Capitulo 1 ¢

independente daquela que se utilizou nos capitulos seguintes.
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Abs absorc¢ao

Ac grupo acetilo: CH3CO-

ATP adenosina - trifosfato

Boc grupo ferc-butiloxicarbonilo
BOP hexafluorofosfato de 1-il-oxibenzotriazole
Bzl grupo benzilo

cAMP monofosfato de adenosina ciclica
cGMP monofosfato de guanosina ciclica
CDCl cloroformio deuterado
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DCC dicicloexilcarbodiimida

dd duplo dupleto

DEAEA dietilaminoetilamina
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DIEA diisopropiletilamina

DIPCDI diisopropilcarbodiimida

DMF N, N-dimetilformamida

DMSO-d¢ dimetilsulféoxido hexadeuterado

DNA acido desoxirribonucleico

dt duplo tripleto

) desvio quimico

A aquecimento

e electrao

Et;N trietilamina

€ coeficiente de extingdo molar expresso em M'cm’™
() rendimento quantico de fluorescéncia

FTIR infravermelho com transformada de Fourier

GC cromatografia gasosa



et al. et alia (do Latim, referéncia a outras pessoas)

EI impacto electronico

HMBC correlagdo espectroscopica heteronuclear bidimensional, a longa
distancia (“Heteronuclear Multiple Bond Coherence”)

HMQC correlagdo espectroscopica heteronuclear bidimensional

(“Heteronuclear Multiple Quantum Coherence”)

HOBt 1-hidroxibenzotriazole

HPLC cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia

Hz hertz

IUPAC Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (“International Union

of Pure and Applied Chemistry”)

v infravermelho

J constante de acoplamento (em hertz)

Amax comprimento de onda de absor¢ao maxima

m mutipleto

min. minuto

m/ z relacdo massa/ carga (espectrometria de massa)
M’ ido molecular

MeOH metanol

us microssegundo

Nth-OH acido 8-hidroxi-nafto[2,1-b]furan-1-il etanodico
Nfm-OH acido 8-metoxi-nafto[2,1-b]furan-1-il etandico
Nfu-OH acido nafto[2,1-b]furan-1-il etandico

% frequéncia

Obb-C1 1-clorometil-3-o0x0-3 H-benzo[f]benzopirano

Obh-C1 1-clorometil-9-hidroxi-3-o0x0-3 H-benzo[f]benzopirano
Obm-Cl I-clorometil-9-metoxi-3-oxo0-3H-benzo[f]benzopirano
PdC paladio em carvao activado

p.f. ponto de fusdo

ppm partes por milhao

Rf factor de retengao

RMN ressonancia magnética nuclear
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TFA
THF
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TR
uv
VIH

rendimento (em %)
singleto

sintese em fase solida
tripleto
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temperatura ambiente
acido trifluoroacético
tetraidrofurano
cromatografia em camada fina
tempo de retencao
ultravioleta

virus da imunodeficiéncia humana
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CAPITULO 1

INTRODUCAO




Grupos protectores fotoclivaveis

1. Introducio

Os grupos protectores sdo uma “ferramenta” importante em Quimica Organica,
nomeadamente em sintese peptidica, apesar dos inconvenientes inerentes a sua
utilizagdo incluindo a sintese eficiente, a estabilidade quimica e a remog¢ao selectiva
(Schelhaas, 1996).

Estudos nesta area tém conduzido ao desenvolvimento de uma diversidade grande
de grupos sendo a ortogonalidade (possibilidade de remocao selectiva de um grupo na
presenca de outros numa determinada sequéncia) um dos maiores desafios (Greene,
1999). Desta forma, a fotdlise (reac¢do na presenca de luz), apresenta-se como uma
alternativa aos métodos classicos de clivagem quimica (Bochet, 2001). A auséncia de
reagentes quimicos no processo de fotoclivagem dos grupos protectores, torna esta via
mais compativel com uma variedade elevada de grupos protectores ja existentes (Pillai,
1987; Pillai, 1980).

Os grupos protectores fotoclivaveis foram reportados com sucesso, pela primeira
vez, por Barltrop e Schofield em 1962 (Baltrop, 1962), os quais verificaram que a N -
benziloxicarbonilglicina era convertida no aminoécido livre por irradiagdo com luz
ultravioleta. Desde essa altura tém sido desenvolvidos grupos protectores sensiveis a
radiagdo para os diferentes grupos funcionais.

Actualmente, os grupos protectores fotoclivaveis sdo explorados para a sintese de
péptidos, de polissacarideos e de nucledtidos. A sua utilizagdo na obtengdo de
compostos “caged” confere-lhes um estatuto de destaque em bioaplicagdes. Com efeito,
estes grupos podem ser usados na fotolibertacdo de materiais bioactivos tais como,
neurotransmissores, ATP ou simplesmente ides calcio, em intervalos de tempo muito
reduzidos permitindo seguir acontecimentos fisioldgicos em tempo real.

Neste capitulo, pretende-se abordar de forma simples e actualizada alguns dos

grupos protectores fotoclivaveis mais importantes. E dado maior destaque ao



nitroveratroiloxicarbonilo (NVOC) e analogos, por serem de longe os grupos mais
usados.

Os derivados e “andlogos” do alcool benzilico sdo também referidos com algum
pormenor, principalmente os que possuem um nucleo de cumarina. Com efeito, os
grupos protectores sintetizados e testados neste trabalho podem considerar-se andlogos
desta classe de compostos.

Apds algumas consideragdes ao método experimental de fotdlise, esta revisdo

termina com as perspectivas futuras de investiga¢do neste dominio.

2. Derivados do alcool o-nitrobenzilico

O grupo protector fotoclivdvel mais conhecido ¢ sem davida o 6-
nitroveratroiloxicarbonilo (NVOC), introduzido por Patchornick, Amit ¢ Woodward em
1970 (Patchornick, 1970).

A desproteccdo ¢ baseada na fotoisomerizagdo dos derivados do alcool o-
nitrobenzilico no o-nitrosobenzaldeido correspondente (Esquema 1). Assim, os
carbamatos, os carbonatos e os ésteres sdo convertidos num derivado acetal que origina
espontaneamente um aldeido e a molécula inicial. No caso dos carbamatos, a

descarboxilagdo espontanea conduz a amina livre.

NO, " NO o x
0__X * b
\[Or CHO

O
J o~
l toX
@I@ @(I)@
0 X 0. X
T b
0) O |X=NR!R%ZR,OR

Esquema 1



O estudo inicial baseou-se nos derivados NVOC (tipo carbamato) de aminoacidos
(Esquema 2). Os dois grupos metoxilo foram introduzidos para aumentar a absorvancia
a comprimentos de onda superiores a 320 nm. Nestas condigdes, nem mesmo o

triptofano, o aminoacido mais fotossensivel, foi afectado.

+ 0]
O R - €0, R . MeO
'
N-NVOC aminoacidos produtos secundarios

MeO N02
H
IIO N._COOH hnv@350nm) H,N._COOH MeO NO
MeO hhd he

Esquema 2

Contudo, a recuperagdo dos aminoacidos foi significativamente menor do que
era esperada. Este facto deveu-se a formacdo de uma imina, resultante da reac¢ao entre
a amina libertada e o fotoproduto aldeido. A adicdo a mistura reaccional de um
sequestrador do grupo carbonilo tal como, o cloridrato de semicarbazida, permitiu evitar
reacgOes paralelas, conduzindo aos aminoacidos com rendimentos quantitativos.

Outra solucdo, para evitar o uso de aditivos, ¢ substituir o grupo metileno do
benzilo com outro grupo, o-nitrofenilo (a simetria previne a formacdo de
diastereoisomeros). Nesse caso, a fotdlise origina uma cetona, muito menos propensa a
formagdo de iminas do que os aldeidos. Assim, o grupo di(nitrobenzil)oxicarbonilo

(DNBOC) conduziu a rendimentos de fotodesprotec¢do superiores a 70% (Esquema 3).

NO,

H
O\ﬂ/N\rCOOH NO,
H
O,N O R ©/\/O\n/ NYCOOH
O R
N- DNBOC aminoacidos N-NBOC aminoacidos

Esquema 3

Este grupo foi também testado na protec¢do de acidos carboxilicos via éster, tendo
sido recuperados os acidos de partida com rendimentos quantitativos.
Pirrung propds um outro método interessante para a “captura” do fotoproduto

nitroso reactivo. Nesse método, o centro benzilico era substituido por uma cadeia de



pentadienilo. A reac¢do intramolecular de Diels-Alder, entre o dieno e o grupo nitroso,
mostrou ser eficiente na inactivagdo do produto secundario (Pirrung, 1999).

Num estudo dirigido para a fotogeracdo de bases, Cameron e Fréchet (Cameron,
1991) examinaram em detalhe os efeitos dos substituintes no  grupo
nitrobenziloxicarbonilo (NBOC) (Esquema 3). Apesar das expectativas, devido a
estabilidade elevada de um radical benzilico tercidrio, a introdu¢do de um grupo metilo
o, nao aumentou o rendimento quantico (@ =0,11; @ = 0,13 para o ndo substituido).

Por outro lado, a introdu¢do de um grupo nitro na outra posi¢do orfo aumentou
drasticamente o rendimento quantico (@ = 0,62). Este facto resultou de estarem
presentes mais espécies capazes de promover a abstra¢do de hidrogénio. O rendimento
quantico do DNBOC foi também mais elevado do que o do composto andlogo (@ =
0,26). Em geral, os rendimentos quanticos sdo maiores para os carbamatos do que para
os ésteres. A influéncia no rendimento quantico dos substituintes em centros benzilicos
foi descrita como uma combinagao complexa de efeitos estéreos e electronicos.

Os efeitos dos substituintes foram igualmente estudados em ésteres (em vez de
carbamatos) e foi observada uma tendéncia semelhante, excepto no rendimento quantico
do derivado a-metilico que registou um aumento significativo (Reichmanis, 1985).

Outros estudos mecanisticos de fotoclivagem tém sido efectuados, alguns com
recurso a técnica de fotdlise de relampago a escala do picossegundo (Schupp, 1987;
Zhu, 1987).

Com efeito, a maioria dos estudos reportados centra-se na eficiéncia da fotdlise.
No entanto, a facilidade de introdugdo de um grupo protector € tdo importante quanto a
sua remo¢do. Em muitos casos, o cloreto de NVOC (um cloroformiato) ¢ usado na
protec¢do de aminas ou dalcoois; quando outros andlogos ndo estdo comercialmente
disponiveis ou sdo instaveis, pode usar-se a 1,1’- carbonildiimidazola sob condigdes
experimentais suaves (D Addona, 2001).

A introdugdo deste grupo protector ¢ mais dificil de efectuar quando o
impedimento estereoquimico ¢ elevado. Por exemplo, os métodos convencionais
falharam na preparagdo do carbamato de 2,2,6,6—tetrametilpiperidina (Martina, 1994).
Contudo, foi possivel pela primeira vez tratar com fosgénio a amina e depois adicionar o

alcool o-nitrobenzilico.



2.1. Proteccio do atomo de azoto de heterociclos

O grupo fotoclivavel o-nitrobenzilo foi usado directamente na protec¢do do
imidazole da cadeia lateral da histidina, por alquilagao do atomo de azoto do heterociclo

com o brometo correspondente, originando o composto 1 (Esquema 4) (Kalbag, 1975).

_ COOH
ON N_N NHBoc oo V-BocHis
1
COOH

N \en  NHBoc

Esquema 4

A fotolise (lampada de média pressdao de mercurio de 450 W com filtro de pirex)
permitiu a recuperagdo da histidina quantitativamente sem a ocorréncia de racemizagao.

Mais recentemente, o grupo o-nitrobenzilo foi usado como grupo protector do
atomo azoto nos indoles 2, 5, 6 ¢ 7, no benzimidazole 8 e no 6-cloroacilo 9 (Voelker,
1998).

No Esquema 5 mostra-se a sintese dos indoles protegidos 3 e a recuperacdao dos

indoles 2 de partida acompanhados do subproduto 4.

R R

XX X<
R M-H,DMF, ta. | | I
X — BrCH,Ph-2-NO, N AN,
“ -
R
dioxano O,N ON
4

2 3

M-H = LiH ou NaH
Esquema 5

P

Os rendimentos de obtencdo dos restantes heterociclos, apods fotdlise, surgem no
Esquema 6. E de notar que os tempos de fotorreacgdo sdo superiores para 0s compostos

7, 8 € 9, no entanto, os rendimentos sdo bons.



N" R,
H
5
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2.2. Proteccio do grupo fosfato

0
|
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H
7

(14h; 79%)

Os derivados do 4lcool o-nitrobenzilico foram usados na protec¢do do grupo

fosfato em sintese de polinucledtidos (Esquema 7) (Rubinstein, 1975). A proteccao e a

desprotec¢ao foram ambas eficientes. Nas tentativas iniciais, os produtos secundarios

derivados de nitrosoaldeido causaram um escurecimento significativo da solugdo,

actuando como filtros internos, impedindo uma absorc¢ao de luz eficiente. No entanto, a

aplicacao de uma resina sequestradora do tipo semicarbazida permitiu a recuperacao dos

nucledtidos com rendimentos superiores a 70%.
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Esquema 7
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2.3. Proteccio do grupo hidroxilo

Os grupos NVOC e NBOC foram igualmente usados para a protec¢do dos grupos
hidroxilo em hidratos de carbono (Zehavi, 1972 a e b). Por exemplo, o hemiacetal da
glucose foi protegido como um acetal misto. Em ambos os casos, a fotolise originou a

glucose quantitativamente (Esquema 8)

R
R
OH OH
h
AR T A
HO O NO, 100% HO OH
OH OH

R =0OMe, H

Esquema 8

Eteres deste tipo foram igualmente usados para a protecgdo do grupo 2"-OH em
ribonucledsidos. A proteccao foi efectuada por reaccdo de um alcool livre com o o-
nitrofenildiazometano na presenca de dicloreto de aluminio (foi obtida uma mistura dos
¢teres 3'e 2 sendo necessaria a sua separagao) (Bartholomew, 1975). O rendimento da
fotdlise foi também quantitativo.

Esta proteccao do 2°-OH foi muito 1til na preparacao de oligorribonucleétidos, em
solucdao e em fase s6lida (Ohtsuka, 1978, a e b; Ohtsuka, 1977 e Tanaka, 1988). Um
esquema de protec¢do ortogonal interessante para a sintese de RNA usando um analogo
de um acetal foi desenvolvido por Pitsch e Gough (Pitsch, 1997; Stutz, 1999; Schwartz,
1992).

O grupo funcional a proteger pode igualmente ser ligado ao grupo o-nitrobenzilo
na posicdo [, como se mostra no trabalho recente de Hasan com carbonatos de
nucledsidos (Esquema 9) (Hasan, 1997).

0°
ol

Cl R~ [T
O)J\OR X"07 SoR

NO,
@/ + ROH + CO,
/

Esquema 9



A variacao dos rendimentos quanticos em func¢ao dos substituintes ¢ comparavel a
obtida no caso dos carbonatos ligados na posicdo a. Este facto, torna improvavel a
abstrac¢do directa do hidrogénio 3, pelo que foi proposto um mecanismo alternativo.

O mesmo trabalho mostrou a influéncia de substituintes no anel aromatico, no
rendimento quantico, para os carbonatos ligados nas posi¢des o e . Os compostos o-
halogenados mostraram um aumento no rendimento quantico, excepto com o fluor.
Grupos electrorretiradores como o grupo metoxilo (por exemplo, o padrio 4,5-
dimetoxilo) reduzem drasticamente o rendimento quantico (@ = 0,0013, enquanto no
andlogo NBOC ndo substituido, @ = 0,033). Salienta-se o facto destas medicdes terem
sido efectuadas nos carbonatos timidina e ndo nos de cicloexilo como anteriormente
(Cameron, 1991). A elevada reactividade observada por Patchornik a 320 nm, foi
certamente devida a um aumento significativo na absorvincia, compensando o
decréscimo no rendimento quantico.

O 2-(3,4-metilenedioxi-6-nitrofenil)propanol, MNPPOH foi usado como grupo
protector fotoclivavel na protecgio do grupo hidroxilo (5°-OH) de nucledsidos T e dA™"
(Berroy, 2001). Apesar dos rendimentos modestos da sintese, por irradiagdo a 365 nm
(lampada de mercurio de 500 W) os nucledsidos de partida foram obtidos com bons
rendimentos (95-99%). O grupo MNPPOH mostrou ser compativel com os reagentes

usados na sintese de oligonucledtidos (Esquema 10).

O NO NO
Ao = ST o - S,
O C;O 67% O Céo 16% 0

' [

CH; CH,

CHCH,OH

MNPPOH CHs

NO °
<O 2 )(1 ,/42%(T)
, ) iBu
0 o0 50 L 30%dA
R

,

a) 70% HNOs3, 10-15 °C, 1h; b — i) MeOCH,P Ph;CI’, BuLi, THF, 0°C, 20 min., ii) 0°C,
1,5h; ¢) HCI 6N/ CH3CN v/v 1/1, t.a., 1h; d) NaBH4, MeOH, t.a., 1h; e - 1)
Cl;COCO,CCl3, CH,Cl,, 0°C, 1h, ii) piridina, -15°C, 45 min. e t.a. durante a noite.

Esquema 10



2.4. Proteccio do grupo carbonilo

Gravel (Gravel, 1983) propos o o-nitrofeniletilenoglicol (10) como protector do
grupo carbonilo de cetonas, via cetal (11) (Esquema 11). A clivagem por fotolise (A =
350 nm, em benzeno) foi eficiente, tendo sido recuperada a cetona de partida num
rendimento superior a 97%.

Um dos problemas deste grupo protector ¢ a sua baixa estabilidade em vérios
reagentes. Os cetais 11 mostraram-se instaveis em agentes redutores, tais como o
hidreto de sodio e o hidreto de aluminio e litio. Por outro lado, foi registada estabilidade
elevada a 4acidos, e inclusivé resisténcia perante breves exposi¢cdes a HCI em THF ou
acido sulfurico. O mecanismo de fotolise proposto, idéntico ao da clivagem do grupo
NVOC, foi confirmado pelo isolamento e pela identificagao do intermediario nitroso de

hidroxiacetona 12.

NO, N 0O TsOH / benzeno NO,
OH A -H,0 O R
R R, 70-97% X!
10 OH 11 0O R,
hv (250 nm)

benzeno 31-90%

/OH
0 N NO N‘O
A 0 0
R R, R
12 OH 04; : !
Esquema 11

Recentemente, Kantevari e seus colaboradores (Kantevari, 2005) descreveram a
sintese de wum grupo protector fotoclivdvel novo, o bis-(4,5-dimetoxi-2-
nitrofenil)etilenoglicol 16, a partir do alcool 4,5-dimetoxi-2-nitrobenzilico 13, em trés

passos, com bom rendimento (Esquema 12).
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o,N NO,
HO OH
16
55 - 959, \17a-f
0

R R!
18a-f

a) PCls/ CHCls; b) KOH/ DMSO - etanol; ¢) OsO4/ 6xido de N-metilmorfolina; d) p-
toluenossulfonato de piridinio, benzeno.

Esquema 12

Com o objectivo de estudar a eficiéncia deste grupo protector, foi efectuada a
reac¢do do composto 16 com os aldeidos 17a-b ¢ as cetonas 17¢-f tendo sido obtidos os
acetais 18a-b e os cetais 18¢-f, respectivamente (Esquema 12).

Estes compostos eram estaveis em condigdes reaccionais acidas e basicas,
clivando por irradiacdo a 350 e 400 nm regenerando o composto carbonilico em

rendimentos elevados (Tabela 1).
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Tabela 1 - Protecgdo e desproteccao de aldeidos e cetonas com o diol 16.

Rendimento (%)

Composto 17 Composto Fotéli
18 Sintese otofise
350 nm 400 nm
A @CHO a 77 80 58
CHO
B Q/ b 95 82 62
CH;0
0
D ﬁx d 65 74 -
/
Y 0"™Ph
E <:>:o e 90 92 75
F @zo f 73 81 .

Os resultados da Tabela 1 mostram que a fotolise foi mais eficiente a 350 nm e

que apenas o cetal 18e clivou a 400 nm.

2.5. Proteccao do grupo amina

Em 1991, Fodor e seus colaboradores (Fodor, 1991) demonstraram pela primeira
vez que segmentos peptidicos podiam ser sintetizados em superficies de vidro usando o
NVOC como grupo protector fotoclivavel do terminal da cadeia em crescimento. Nesta
estratégia, os grupos amino protegidos com NVOC eram ligados a uma placa de vidro
através de um aminoécido ligante. A desprotec¢do fotoquimica seguida de reac¢do com
¢ésteres activados de aminodcidos protegidos com NVOC, permitiu o acoplamento de
aminoacidos na placa apenas em certas posigdes. A variacao na posi¢ao de desproteccao
e varias interagdes permitiram a sintese de um numero elevado de péptidos diferentes

(em tamanho e sequéncia) (Esquema 13).

12



X X
1 hv X X X A A X X X
protecgo 2. AX-OBY ?IH |NH?IH |NH |NH |NHI|“H |NH
X X X X X X X X
II\IH NHNH NH Il\IH NHII\IH NH
X=NVOC
?( hv
X B X X
IR T T L hv
X X X A A B B X :
R 2. BX-OBt
| NANH A NH NHINH NH protecgao A
X X
X X X A A X X X
II\IH NHII\IH NH II\IH NHII\IH NH
Esquema 13

A mesma estratégia foi aplicada na sintese de oligonucleotidos, usando um grupo
a-Me-NVOC ligeiramente modificado (Pease, 1994; McGall, 1997; Pirrung, 1998;
Pirrung, 1995).

Nos ultimos anos tem aumentado o interesse na sintese de segmentos de
oligonucledtidos e de péptidos em vidro e noutras superficies, usando processos
fotolitograficos para estudos em gendmica e protedmica, respectivamente (Housemen,
2002; Vernet, 2002).

Liu e seus colaboradores (Liu, 2005) descreveram a sintese eficiente de
monomeros de  acidos  peptidicos nucleicos (PNA), wusando o o-
nitroveratroiloxicarbonilo (NVOC) como grupo protector fotoclivavel. A escolha deste
grupo baseou-se no facto de ser bastante usado em sintese peptidica e do nicleo de o-
nitrobenzilo ser removido por irradiagdo, geralmente a comprimentos de onda
superiores a 300 nm, sem danificar os acidos nucleicos (Fordor, 1991; Robertson,
1991). Na estratégia de sintese usada, o intermediario chave era o composto 19, que foi

preparado de acordo com o que € apresentado no Esquema 14.
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H

0]

H

NH, a N b N
AN P \)J\OtBu NVOC—E/\/ \/U\

HoN H,oN OtBu

19

a) bromoacetato de tert-butilo, diclorometano;
b) cloreto de o-nitroveratroiloxicarbonilo, DIEA.

Esquema 14

O composto 19 reagiu com as bases nucleicas, originando os mondémeros de PNA
respectivos (20 e 21) protegidos com o grupo NVOC. A estratégia de proteccao usada €
compativel com a sintese em fase solida fotolitografica de PNA, de DNA e de DNA —

PNA (Esquema 15).

H H H
Nvoc—N\k Nvoc—NI o NVOC—NI o
B
- ) NJ\/B i NJ\/
OrBu OrBu OH
19 20 21
B= 0) HN-An HN-An 0]
HN N7 N7 >N HN N
A ;ﬁ YO
0~ "N 0~ "N N~ N ZBH—E N~ N
20a, 21a 20b, 21b 20¢, 21¢ 20d, 21d

a) B-CH,-CO,H, anidrido propilfosfonico para 20a e 21b;
B-CH,-CO;H, reagente BOP, HOBt, DIEA, para 20c¢ e 21¢;
b) TFA, diclorometano.

Esquema 15

A molécula de insulina consiste em duas cadeias polipeptidicas, A e B, ligadas por
duas ligacdes dissulfureto. Para além dos grupos amina terminais, Al e BI, esta
molécula possui também a amina € no residuo de lisina da cadeia B (Esquema 16). Até a
data, a maior parte das “prodrugs” e derivados tém sido sintetizados protegendo as

aminas primarias Al, B1 ou B29 (Gershonov, 2000).

14



]
(N*AD G—I—V—E—Q—C—C\—T—S—I—C—S—L—Y—Q—L—E—N—Y—(lj—N T

|
(N*B) F-V-N-Q-H-L-C-G-S-H-L-V-E-A-L-Y-L-V-C-G-E-A-G-F-F-Y-T-P-K (N%B%?)

(NuAl)NHZ

NH2 (N8B29)
Ph

(N*BIYNH, Insulina

Esquema 16

Os pro-farmacos fotoclivaveis de insulina 2P e 3P, foram desenvolvidas pela
protec¢do do grupo amina dos aminoacidos GlyAl (N**') ¢ um ou os dois PheBl
(N“B1) ¢ LysB29 (N*®**) da insulina original usando o composto 22 como grupo

protector (Esquema 17).

4 O e
NO, piridina, 0°C O NO,

Insulina, DMSO, t.a.

NO,

R
O
<0 O)J\NH
O No2
o NHR(H) o A‘;)\/\A
NHR(H)
Insulina 2P Insulina 3P
Esquema 17
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Os derivados de insulina foram activados eficientemente por exposi¢ao a radiagao

de UV (A =365 nm) para produzirem a insulina de partida quantitativamente (Esquema

18) (Li, 2005).

NHR
hv O
@)
(365 nm)
NHR(H) < +CO;
Ph O N
NHR(H) N
Insulina 2P
NH,
NH
Ph 2
NH,
Insulina
NHR
/ <O 0
+CO
Ph NHR v o N 2
(365 nm) I
NHR O

Insulina 3P
Esquema 18

O 2-(2-nitrofenil)propiloxicarbonilo (NPPOC) mostrou ser um grupo protector
fotoclivavel eficiente na protec¢ao de nucledtidos (Beier, 2000). Consequentemente,
Bhushan et al. (Bushan, 2003) decidiram usar este grupo na sintese de aminoacidos,
para posterior utilizacdo em sintese peptidica em fase solida fotolitografica.

Na sintese dos derivados N-protegidos de aminoacidos (24) os autores partiram do
composto nitro 23 e seguiram a via de sintese apresentada no Esquema 19. Os

compostos 24 pretendidos foram obtidos com rendimentos entre 78 e 86%.
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T O

COOH
NO, H2N<

O—( COOH
HN%
24

a) (HCHO),, Triton B (40% em MeOH), refluxo (6h)
b) COCl,, THF, 0°C (3h)
¢) Na,COs, 1,4-dioxano/ H,O (1:1), 25°C (~20h)

Esquema 19

Os resultados dos estudos de fotolise com os compostos 24 (irradiacao a 365 nm)
mostraram que a velocidade de desprotecgdo era pelo menos duas vezes superior a dos

derivados NVOC correspondentes (25), nas mesmas condi¢des (Esquema 20).

ON O
R, %oJ@[

04 COOH g_ .~ NH o~
"R Q HOOC

24 25

NO, HOOC_ (R

Esquema 20

2.6. Compostos “caged”

Grupos protectores, também designados por ‘“caging groups” em Biologia,
originam compostos bioactivos inertes até serem removidos por fotdlise.

A aplicagdo de grupos protectores fotoclivaveis na proteccdo da actividade
biologica foi referida pela primeira vez por dois grupos. Em 1977, Engels e Schalaeger
(Engels, 1977) reportaram o éster 2-nitrobenzilico do 3°,5"-monofosfato de adenosina
ciclica (NB-cAMP), como um derivado de cAMP fotoclivavel, com capacidade de

atravessar membranas biologicas.
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Kaplan e seus colaboradores (Kaplan, 1978), reportaram no ano seguinte a sintese
fotoquimica e os testes bioldgicos de dois andlogos de ATP, os ésteres 2-nitrobenzilo e

1-(2-nitrofenil)etilo de ATP, designados por ATP “caged” (Esquema 21).

NH,
N AN
OPOPOPO—| o N

CHj; O@ O@ O@ OH OH

lhv

+ ATP

NO
0)

CH;4
Esquema 21

Desde essa altura, os compostos “caged” tém sido introduzidos em Biologia
Celular, Fisiologia e Farmacologia (Rothman, 2005).

A estrutura dos compostos “caged” consiste geralmente num grupo protector
fotoclivavel, ligado a um grupo polar da substidncia biologicamente activa
transformando-a desta forma numa molécula inactiva (Esquema 22).

Da exposicdo dos compostos ‘“caged” a radiacdo UV ocorre uma reaccao
fotoquimica que regenera rapidamente, entre micro a milissegundos, a molécula original

biologicamente activa.

Grupo funcional Grupo protector
1mportante fotochvavel
@ Transmissao sinaptica
"Caging" hv
@ —e ‘/ |:> Transducc¢do de sinal
Activagdo de gene

Biomolécula Composto ' caged"
Esquema 22

Os grupos 2-nitrobenzilo e nitroveratroilo tém sido muito utilizados em compostos
“caged”. Adams desenhou ligandos quelantes, baseados em dlcoois o-nitrobenzilico
substituidos, que libertavam Ca®" quando irradiados (Esquema 23) (Adams 1988;
Adams 1989).
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Esquema 23

A fotolibertagdo de fosfatos tais como, o ATP, o cAMP ou o cGMP (Kaplan,
1978; Walker, 1988; Nerbonne, 1984) ¢ de neurotransmissores foi também testada
(Wilcox, 1990).

A sintese e aplicagdo de péptidos e proteinas “caged” com propriedades biologicas
importantes foi revista por Shigeri et al., recentemente (Shigeri, 2001). E possivel
verificar a importancia do grupo nitrobenzilo, no método de sintese em fase sélida

(Esquema 24).

O No,

@ 0 NO,
HNJJ\OA©

Fmoc- Fmoc-
N~ COOH N~ COOH
H H

N-Fmoc-O-(2-nitrobenzilo)-Tyr N-Fmoc-N-(2-nitrobenziloxicarbonilo)-Lys
SPPS

" hv

L

Esquema 24

A urotensina-II (U-IT) ¢ um péptido ciclico com onze aminoacidos, conhecido
como um potente vasoconstrictor em mamiferos. Para estudar algumas accdes
intracelulares do U-II, Bourgault et al. (Bourgault, 2005) desenvolveram, ja em 2005,

alguns anédlogos “caged” deste péptido os quais se tornavam biologicamente activos por
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irradiacdo com UV. Estes andlogos foram obtidos por derivatizagcdo das cadeias laterais
dos aminoacidos Lys-8 e Tyr-9 com o grupo 4,5-dimetoxinitrobenzilo.

Neste trabalho, para além da sintese dos novos derivados “caged” da U-II, os
autores demonstraram que a vasoconstri¢ao da U-II pode ser controlada pela proteccao e

desprotecgao de dois residuos chave.

3. Derivados do alcool benzilico

3.1. Protecciao do grupo amina

A primeira observacdo do processo de fotoclivagem reporta-se a Barltrop e
Schofield, em 1962 (Barltrop, 1962; Barltrop, 1965). Estes autores verificaram que a N-
benziloxicarbonil (Cbz) glicina era desprotegida por irradiacdo a 254 nm (Esquema 25),

em rendimentos quimico e quantico significativos (1 =75%, @ =0,15).

Ccoo®
H hv R g—/
O\n/ N._COO~  254nm & 0

O

R.

J H,O
R = H, NO,, Br, MeO

©
@ COO
+ HN— + CO,
OH
Esquema 25

Foi proposto um mecanismo heterolitico baseado principalmente na obtencao de
alcoois benzilicos como subprodutos. Esta proposta mecanistica era sustentada na forte
dependéncia do pH e no aumento do rendimento quantico quando o anel era substituido
com grupos dadores de electrdes. O rendimento quantico também mostrou um aumento
significativo quando era adicionada 4gua ao solvente.

Chamberlin verificou que a introducdo de dois grupos metoxilo nas posi¢des meta
conduzia a um aumento acentuado na reactividade (Chamberlin, 1966). Neste estudo

foram testados varios aminoacidos e péptidos (Esquema 26).
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Esquema 26

Os rendimentos tipicos (com lampada de mercurio de alta pressao e filtro
“Vycor”, em dioxano aquoso) variaram entre 42 e 85%. Curiosamente, os grupos Cbz
nao foram clivados a mais de 10%, nestas condi¢des. Com efeito, a lisina protegida na
amina oo com o grupo 3,5-dimetoxibenziloxicarbonilo e na amina € com o Cbz sofreu
clivagem selectiva na amina o.

Relativamente ao mecanismo, nada foi dito explicitamente, tendo apenas sido
mencionado um estudo de Zimmerman, onde foi investigado o efeito de um grupo
metoxilo em posicdo meta (Zimmerman, 1963, a e b). A natureza heterolitica da
clivagem foi reforgada pela presenca de um alcool benzilico como subproduto, o qual
foi considerado altamente improvavel de se formar pela recombinacdo de um radical
benzilico e de um radical hidroxilo.

Mais tarde, Pincock (Pincock, 1997) propdés uma revisao detalhada deste
mecanismo, sugerindo que o passo fotoquimico dominante seria antes a clivagem
homolitica da ligagdo do heteroatomo benzilico, conduzindo a um par radicalar no
estado fundamental. Ocorreria subsequentemente uma transferéncia electronica para dar
0 par i6nico proposto nos mecanismos anteriores. Contudo, permanece a controvérsia
devido a calculos teoricos efectuados, que confirmam o mecanismo inicial
(Zimmerman, 1995).

Independentemente da natureza exacta do mecanismo, ou seja, de se formar no
passo determinante um radical benzilico ou um carbocatido, espera-se que grupos
estabilizadores  facilitem a reac¢do. Por exemplo, no o,a-dimetil-3,5-
dimetoxibenziloxicarbonilo (Ddz), os dois grupos metilo o, foram introduzidos por Birr

em 1972 (Birr, 1972) e usados em aminoacidos (Esquema 27).
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Este grupo mostrou ser muito interessante, uma vez que clivou quantitativamente

Esquema 27

por acc¢ao de acido (5% de TFA em diclorometano) e fotoquimicamente os aminoacidos
protegidos com Ddz foram mais reactivos que os derivados de 3,5-dimetoxibenzoina. A
remocdo do grupo Ddz do aminoacido protegido (26) originou o aminoécido dipolar 27

conjuntamente com o produto 28 (Esquema 28).

OMe
OMe H
| @ e
R—C— —c—o—| —hv, R—c|: NH; + €O, + McO <\ OMe
CO,H 58 Ve
OMe 2
26 27 OMe  ,g

Esquema 28

A reactividade deste grupo foi mais tarde explorada por Cameron e Fréchet, em
bases fotogeradas para sistemas de imagem (Fréchet, 1990).

Outros grupos fotoclivaveis via carbocatides benzilicos tém sido desenvolvidos. O
composto 29, por exemplo, foi proposto por Du e Boyd (Du, 2001) como um grupo

protector fotoclivavel para aminas (Esquema 29, Tabela 2).
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Piridina 0]
CH,Cl o )—O—@—X
0 0
H_ CH,0” ~NHR H_ CH,0~ ~0< )X
o
1, 1, 1ii
O 31a-e ©
32a-e 30a-b

30a X =H, 30b X = NO,, 31a-c i) DMF, 31d ii) Na,CO;/ THF, 31e iii) Et3;N / THF.
Esquema 29

A desproteccao fotoquimica ocorreu por irradiagdo a 300 nm (lampada de baixa
pressao de mercurio) dos derivados 32a-e em solugdo aquosa de acetonitrilo. As aminas
31a-c¢ foram recuperadas com bons rendimentos, o que torna este composto um bom
grupo protector fotoclivavel para aminas primarias (Tabela 2). No entanto, as aminas
31d ¢ 31e foram recuperadas com rendimentos inferiores devido a reacgdes

fotoquimicas secundéarias entre estas e a xantona (produto secundario da irradiacao).

Tabela 2: Rendimentos de protecgdo e de desprotec¢ao das aminas.

Rendimento Rendimento de
Substratos
de proteccio (%) desprotecc¢ao (%)
31a cicloexilamina &1 90
31b benzilamina 68 72
31c fenetilamina 77 79
31d fenilamina 62 52
31le glicinato de benzilo 84 65
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3.2. Proteccao do grupo hidroxilo

Compostos aromaticos policiclicos contendo grupos metilbenzilicos tém sido
reportados como grupos protectores fotoclivaveis para alcoois (Esquema 30) (Furuta,

2001; Iwamura, 1991).

’ OR

RO O
Agmoc Pmoc Phmoc

Esquema 30

O 9-fenilxantilo (Esquema 31) e o 9-feniltioxantilo foram também reportados
como protectores fotoclivaveis para alcoois (Misetic, 1998; Coleman, 1999). A fotolise

ocorre via carbocatido benzilico.

Ph.__Cl Ph.__OR Ph.__OH
MeCN / H,O
O O O
Esquema 31

As condigoes moderadamente acidicas utilizadas para clivar o 9-fenilxantilo da
posicdo 5° de nucledsidos, originou a desproteccdo parcial dos grupos THP na posicao
2°. Este facto limita a sua aplicagdo em sintese de oligorribonucledtidos. Contudo, em
trabalhos recentes foi possivel efectuar a fotdlise em acetonitrilo aquoso, com uma
lampada de merctrio de baixa pressdo, em células de quartzo. A fotoclivagem foi
bastante eficiente (78-97%), enquanto os rendimentos da protec¢do foram ligeiramente

mais baixos (66-74%).

3.3. Compostos “caged”

Os ésteres benzilicos sdo potenciais candidatos a obten¢do de compostos “caged”.

Contudo, os ésteres benzilicos simples apresentam uma absor¢do maxima a
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aproximadamente 254 nm. Por esta razdo, a fotdlise sera efectuada a comprimentos de
onda inadequados para aplicagdes em biologia celular. Apenas os ésteres benzilicos
possuindo cromoforos com absor¢ao superior a 350 nm poderdo ser usados nesta area
como grupos fotoclivaveis.

Com efeito, derivados de cumarina tém sido sugeridos e usados como grupos

protectores fotoclivaveis em biomoléculas (Esquema 32).

® ©
X CH, X OH
X
iy [ 2O xu +
MeO 00 |MeO 070 MeO 00

Esquema 32

O Esquema 33 mostra as estruturas destes compostos agrupados em quatro
categorias, de acordo com o respectivo padrdo de substituicdo: 7-alcoxi (33), 6,7-

dialcoxi (34), 6-bromo-7-alcoxi (35) e 7-dialquilamino (36) coumarinas.

X X X X
RO § Br «
RO 0”0 RO 0 S0 RO 00 RN 0”0
33 34 35 36
MCM (R = CH;) DMCM (R = CH;) Bhe (R = H) DEACM (R = CH;CH,)
HMC (R = H) BCMCM (R = CH,CO,H)  Bhce/ Ac (R=CH;CO)  DMACM (R = CH;)

ACM (R=CH;CO)  BECMCM (R = CH,CO,Et)
PCM (R = CH;CH,CO)
CMCM (R = CH,CO,H)

Esquema 33

Estes grupos protectores satisfazem os requisitos seguintes:

1) possuem bandas de absorcao largas entre 330 e 400 nm;
i1) elevados rendimentos quanticos de fotolise;

ii1) possuem estabilidade suficiente para aplicagdes praticas;
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iv) originam derivados protegidos soliveis em d4gua ou permedveis a
membranas.

Por outro lado, as caracteristicas espectroscopicas e fotoquimicas das cumarinas
podem ser facilmente alteradas pela adigdo de substituintes que perturbem as
propriedades electronicas destes cromoforos. Até certo ponto, a permeabilidade em
membranas e a solubilidade em 4gua podem ser melhoradas pela introducao,
designadamente, de grupos funcionais.

A Tabela 3 compara as propriedades espectroscopicas e fotoquimicas da 4-il-
metilcumarina com as de outros dois grupos (2-nitrobenzilo e p-hidroxifenacilo) que

tém sido usados na preparacdo de compostos “caged”.

Tabela 3: Propriedades espectroscopicas e fotoquimicas de compostos “phototriggers”.

R! NO, Rl o X
X 1
R
(13 b 2 ﬁ( X D)‘\/ \
Phototriggers R HO

R R2 R? 0”0
2-nitrobenzilo p-hidroxifenacilo 4-il-metilcumarina
Amax (nm) 260-350 280-370 330-400
Q° ~0,7 ~0,3 ~0,2
kP (s ~10* ~ 108 ~10°
X* P, C, S, Am, Al, Fe, Ti, CO P,C P, C, S, Am, Al, Fe, CO

a - Rendimento quantico para o desaparecimento do material de partida por irradiagao.

b - Constante de velocidade da fotolise.

¢ - Grupos funcionais que formam compostos “caged”. P, fosfatos; C, carboxilatos; S,
sulfatos; Am, aminas; Al, alcoois; Fe, fenois; Ti, tidis e CO, carbonilos.

Da observacao dos dados da Tabela 3, pode verificar-se que os derivados de
cumarina sdo os compostos com velocidades de fotolise e comprimentos de onda de
absor¢ao maxima mais elevados, o que os torna muito atractivos em aplicagcdes como
“phototriggers”.

As propriedades espectroscopicas de quatro acetatos de cumarina ‘“caged”
confirmam o efeito de halogéneos como substituintes. A presenga dos &tomos de cloro e
de bromo provocam desvios hipsocromicos no comprimento de onda de absorcao

maxima de 45 nm (HCM-OAc versus Chc-OAc e Bhc-OAc) (Tabela 4) (Furuta, 1999).
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Tabela 4: Propriedades espectroscopicas e fotoquimicas dos acetatos de cumarinas
“caged”.

OAc
OAc OAc OAc
Acetatos B Br B
ce N Cl SN r A o
(13 2 O O O
caged HO o %o oS o oo

Br
HCM-OAc Che-OAc Bhe-OAc /Bhe-Oac
Amax (NM) 325 370 370 397
Emax (M cm™) 11600 16000 15000 15900
®s50° 0,025 0,010 0,037 0,065

a - Rendimento quéantico para o desaparecimento do material de partida por irradiacdo a
350 nm.

Dos derivados de cumarinas destaca-se o grupo Bhc que tem sido usado na
preparacdo de compostos “caged” de carboxilatos (Furuta, 1999), aminas (Furuta, 1999;
Montgomery, 2002), fosfatos (Ando, 2001), alcoois (Lin, 2002; Robu, 2003; Suzuki,
2003), fenodis (Suzuki; 2003) e compostos carbonilo (Lu, 2003) (Esquema 34).

As aplicagdes destes compostos “caged” surgem ao nivel dos neurotransmissores,

do RNA e do DNA (Furuta, 2004).

NH,
t ° iRy SN
O_N co '- 0 NN
g j/g/ 2 O\[]/\/\CO? o-h_ % N
Br X (6] C02 Br (o) \ _0
o o Br XN Y
0 0" 0 S o o
RO O 0
R = H: Bhc-cAMP
Bhcmoc-Glu Glu(y-Bhe) R = Ac: Bhc-cAMP/Ac
NH,
NoA
“5 N | N
0 OH
0-P=0 <,Nf NH
O N A (0)
)
—p_°
O—fl’ (@) O\n/\/\/\/
Os¢ 0
Bhe “caged” mRNA Bhcemoc-diCg
Esquema 34



Ja em 2005, Shembekar et al. (Shembekar, 2005) reportaram a sintese da
cumarina 37 e a sua aplicagdo na proteccdo do grupo carbonilo y do acido glutamico,
que € um neurotransmissor, originando o derivado 38 (Esquema 35).

Este derivado era soluvel em agua, estavel a pH 7,4 e a 22°C. A sua fotdlise na
regido do visivel, em solucdo aquosa, originou o 4cido glutdmico em 3 wus. O

fotoproduto secundario 39 mostrou ser biologicamente inerte.

.OH
m Se0,, p-Xileno NaBH, N
~N o0 A, 24h EtOH SN o0 0
L N
o g ° pCC
HO)K/\( \n/ N— N/
Buooc  © /\\:/>_ '
NH, N. O
0] O
. CF;CO0 -0
H,C CoH 3 H,C™ tgyooc O
N AN
CF;COOH
N O "0 ‘ﬁ N O O
38 \
h
\ OH
H,C
X 0 2
NH
R + HOJ\/\( 3
I\LI O "0 COOH
39 Acido glutamico
Esquema 35

Para além dos derivados de cumarina, compostos aromaticos policiclicos tém sido
sugeridos como “phototriggers”. Recentemente, Singh e Khade (Singh, 2005)

reportaram o uso do composto 40 na proteccao de acidos carboxilicos (Esquema 36).
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CH,Cl, XOH
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41e
\H/C\NOZ m
L O a1c ama

Esquema 36

A fotolise dos derivados protegidos em acetonitrilo - agua (3:2 v/v) com uma
lampada de média pressdo de mercurio (filtro de vidro, transmitancia a 370 nm (47%) e
a 420 nm (96%)), originou os dacidos carboxilicos respectivos em rendimentos de
moderados a bons (43 — 100%).

Estudos de fotolise, em etanol, foram também efectuados com o composto 41a
(100%). Com base nesses estudos e nos produtos 40 ¢ 42 da fotélise (HPLC), os autores

propuseram o mecanismo provavel para o processo fotoquimico (Esquema 37).

.__"OCOR
CH,

hv l tranferéncia de electrdes
—_—

®cH,

41 5
Clivagem heterolitica OOO * "OCOR
Hiy \EEOH
OH OCH,CH,

seol e

40 42

Clivagem homolitica

%OCOR

Esquema 37
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Nesta proposta mecanistica sdo sugeridas ambas as clivagens, homolitica e

heterolitica, conduzindo a um par radicalar ou i6nico, respectivamente.

4. Derivados de benzoina

A benzoina apresenta propriedades interessantes como grupo protector
fotoclivavel. As vantagens da utilizacdo deste grupo incluem rendimentos quénticos e
de fotoclivagem elevados e a formacdo de um benzofurano inerte como subproduto.

A absor¢ao mais importante dos derivados de benzoina ocorre a 300 nm (Corrie,
1992; Cameron, 1996) o que facilita a monitorizagdo do avango da reac¢ao de fotodlise
por espectroscopia de UV. Por outro lado, esta propriedade pode ser uma desvantagem
(possivel absor¢dao de luz pelo subproduto). O mesmo pode dizer-se da elevada
fluorescéncia exibida pelo benzofurano (Pirrung, 1994).

A capacidade de ésteres de benzoina originarem o acido de partida, apds fotolise,
foi verificada por Sheehan em 1964. O autor verificou que o acetato de benzoina quando
irradiado podia ciclizar originando um benzofurano substituido na posi¢do 2 (lampada

de merctrio de pressao elevada e filtro de pirex) (Esquema 38) (Sheehan, 1964).

X
F \ — -HX S - —
o \ 2 § \ 2
Rl/\ © "R Rl/\HO TR

Esquema 38

O rendimento do benzofurano estava dependente ndo s6 do solvente (15% em
benzeno, 10% em dioxano ou isopropanol), mas também do grupo de saida X (mais de
70% se fosse uma amina). O mecanismo proposto compreendia um processo

birradicalar, iniciado por uma transi¢cdo n-n* do grupo carbonilo.
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Mais tarde, Sheehan e Wilson (Sheehan, 1971) reportaram que o acetato de 3°,5'-
dimetoxibenzoina (3°-5-DMB) clivava de forma eficiente originando o benzofurano
correspondente (@ = 0,64). Desde essa altura, os investigadores tém tentado outros
padrdes de substituigdo de forma a optimizarem os rendimentos quanticos e de produto
fotoclivado, os quais sdo fortemente dependentes do grupo de saida (Corrie, 1992;
Cameron, 1996; Pirrung, 1994; Sheehan, 1971; Baldwin, 1990).

Estudos de “quenching” mostraram que a fotoclivagem dos derivados ndo
substituidos de benzoina e de 3’-metoxibenzoina ocorriam através de um estado de
tripleto excitado (Givens, 1992; Gee, 1996).

Outras sugestdes mecanisticas foram propostas, algumas vezes em aparente
contradicao, baseadas em dados experimentais dependentes de factores tais como, os
substituintes, o solvente e o grupo de saida. Por exemplo, Lewis (Lewis, 1975), Turro
(Turro, 1996) e outros investigadores, mostraram que as benzoinas ndo substituidas
reagiam via clivagem o do birradical resultante da excitacdo do carbonilo (Esquema

39).

OCORPh OCOR O
Ph
S Ph Ph + Ph
OCOR O
'recombinag:io
OCOR OCOR
Ph . Ph
clivagem a .
- o
. O O

Esquema 39

Baldwin (Baldwin, 1990), Corrie (Corrie, 1992), Pirrung (Pirrung, 1994) e Givens
(Givens, 1993, a e b) investigaram extensivamente aplicacdes destes grupos em fosfatos
“caged”. Por exemplo, no Esquema 40 ¢ mostrada a libertagio de cAMP e de ATP
(Givens, 1996).
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B O O O \ﬂ _hv mPh + ATP
O

HO OH
Esquema 40

Por outro lado, a proteccdo de aminas na forma de carbamatos foi mais
problematica, por diversas razdes. A primeira foi a dificuldade em preparar os
carbamatos; ocorreu ciclizagdo durante ou mesmo depois do passo de acoplamento

(Esquema 41) (Cameron, 1997; Pirrung, 1995, b e ¢).

0 0 0
X,CO H,NR
Ph/ﬂ\T/Ph . Ph/ﬂ\T/Ph : Ph/ﬂ\T/Ph
OH OTX o\[r NHR
e o)
f i
0
Ph Ph
O HO
~ O NW12/<0
Ph R— \\(
Ph 0

Esquema 41

Para além disso, as benzoinas assimétricas apresentaram tendéncia para a

isomerizacdo em meio basico (Esquema 42) (Pirrung, 1995, b; Armesto, 1988; Corrie,

1998; Papageorgiou, 1997).
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NaOH 0,2 M
3h/ta.

Esquema 42

Estes problemas poderiam eventualmente ser ultrapassados (Cameron, 1997;
Papageorgiou, 1997; Cameron, 1995). A pior desvantagem para aplicacdes em
neurotransmissores foi a velocidade inevitavelmente lenta da reac¢do de
descarboxilagdo dos acidos carbamicos (muito mais lenta do que a fotdlise). Assim, os
sistemas que necessitam de uma libertacdo rdpida da amina (geralmente as espécies
responsaveis pela resposta bioldgica) ndo podem basear-se em carbamatos de benzoina.

Andlogos de benzoinas, as furoinas, foram propostas como grupos fotoclivaveis
(Peach, 1995) (Esquema 43). A fotolise dos ésteres de furoina ocorreu, mas muito mais

lentamente do que a de 3,5 -dimetoxibenzoina (de uma ordem de magnitude).

OCOR OCOR
0
/N W_,\/ \ O~ + RCOOH
O \ 4 O O \ I

Esquema 43

Para além das aplicagdes de benzoinas, tém sido reportados processos de
preparagdo eficientes de benzoinas ndo simétricas, em solugdo e em fase solida

(Esquema 44) (Stowell, 1996; Routledge, 1997).

33



0 OH OH

Ph
| N H SYS n-BuLi N <g _0] | \ Ph
7 99% / O
R Ph R R
Esquema 44

5. Esteres de fenacilo

A irradiacdo de ésteres de fenacilo conduziu a libertagdo do acido de partida

(Anderson, 1962; Sheehan, 1973) (Esquema 45).

O O

O\[(R hv . HO\”/RI
R © R 0

Esquema 45

O uso de derivados de fenacilo como grupos protectores em sintese organica nao ¢
muito comum. No entanto, estes compostos, nomeadamente o p-hidroxifenacilo (pHP),
¢ apresentado como uma alternativa promissora aos derivados do nitrobenzilo na
preparacdo de compostos “caged”.

Os ésteres de fenacilo sao soluveis em meio aquoso e estaveis em tampdes
biologicos durante 24h. O produto secundario principal € o acido p-hidroxifenilacético,
que também ¢ solivel em dgua e ndo € toxico, ao contrario dos produtos formados na
fotolise de derivados de nitrobenzilo.

A absor¢ao UV do acido p-hidroxifenilacético ocorre a comprimentos de onda
superiores aos do precursor. Pela escolha adequada do comprimento de onda de
irradiagdo ¢ possivel evitar a interferéncia do subproduto na absor¢ao da radiacao.

Por outro, ao contrario dos derivados de benzoina, a ligacdo do grupo pHP ao
substrato ndo introduz um centro quiral, eliminando os problemas relacionados com a
obtencao de misturas diastereoméricas.

O uso do grupo pHP numa grande variedade de moléculas biologicamente activas
incluindo o ATP (Givens, 1996), fosfato (Park, 1997), o 4cido glutdmico (Givens,
1997), o dipéptido Ala-Ala (Givens, 1997; Givens, 2000) e o péptido bradiquinina

(Givens, 2000) foi proposto por Givens e seus colaboradores (Tabela 5).
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Tabela 5: Compostos “caged” obtidos a partir do grupo pHP.

Compostos “caged” Substrato Referéncia
NH,
0 0 J SN Givens, 1996;
o | ) ATP
opromproh NN Park, 1997
(0) (0) O >
HO e o o
OH OH
0]
R0
0—F O@N Fosfato Park, 1997
@O@ !
HO NH,
0 0 o ,
0 NH Givens, 1997;
N o Ala-Ala .
o H CF,;CO, Givens, 2000
HO
@

HO
R = Arg-Phe-Pro-Ser-Phe-Gly-Pro-Pro-Arg-NH,

Glutamato  Givens, 1997

Bradiquinina  Givens, 2000

Estudos mecanisticos da reac¢do de fotoclivagem tém sido desenvolvidos. No

Esquema 46 apresenta-se uma proposta de mecanismo para esse processo (Park, 1997).

3

O
O e
HO
O OH O 3
o e
H

Esquema 46
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0
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IS,

0
Z ™+ HL

35



Atendendo a este mecanismo, a clivagem do ligando L ¢ simultinea ao

decaimento do estado de tripleto excitado (10°- 10° s™).

6. Transferéncia fotoelectronica

Falvey introduziu uma estratégia interessante baseada na transferéncia electronica
fotoinduzida (Banerjee, 1997). O sistema consiste num grupo protector P ligado ao
substrato M e num sensibilizador S, que pode ser ligado ao grupo protector ou pode

simplesmente ser adicionado a solucao (Esquema 47).

% + . — e + . —
SeeP—M W, 'S p—M _TE, S P—M — » SP M

S = fotossensibilizador

P = grupo protector

M = substrato

TE = transferéncia electronica

Esquema 47

Por irradiagdo, S absorve luz e transfere um electrdo para a molécula protegida,
originando o anido radicalar, P™* — M, que se dissocia libertando o substrato livre na sua
forma anionica. Para evitar a formacdo de radicais livres, o sensibilizador devera ser
ligado covalentemente ao grupo protector.

A principal vantagem desta estratégia ¢ a possibilidade de utilizacdo de radiacao
de comprimento de onda elevado ou mesmo na regido do visivel por variacdo apenas do
sensibilizador, sem afectar o mecanismo e o rendimento da clivagem.

Um exemplo desta via de protec¢do usa o grupo fenacilo em combinacdo com
varios sensibilizadores tais como, a N,N-dimetilanilina, a tetrametilbenzidina ou a
tetrametilfenilenodiamina (Esquema 48). A fotolise foi efectuada em acetonitrilo, com
uma lampada de vapor de merctrio de 150 W.

Virios acidos carboxilicos aromaticos e alifaticos foram desprotegidos por este
método com rendimentos quantitativos. Derivados N-Boc dos aminoécidos glicina,
fenilalanina, 4-clorofenilalanina e do dipéptido isoleucina-glicina originaram resultados

razoaveis.
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TE = transicao electronica

Esquema 48

A desproteccao de alcoois foi também efectuada a partir de carbonatos de fenacilo
(Banerjee, 1999). Neste caso o rendimento quantico da desprotec¢do foi 5 a 6 vezes
inferior ao que foi obtido com os acidos carboxilicos.

Em todos os casos anteriores os substratos protegidos com fenacilo foram
fotolisados em solucao (habitualmente de acetonitrilo) na presenca de sensibilizadores.

Lee e Falvey (Lee, 2000) descreveram também um sistema no qual o
fotossensibilizador e o grupo protector estavam ligados covalentemente. No caso da
N,N-dimetilanilina obtiveram eficientemente os acidos carboxilicos. Contudo, o uso do
cromoéforo antraceno nao originou os acidos correspondentes.

Uma desvantagem deste método relaciona-se com as limitagdes de substratos.
Quando a molécula a ser protegida se reduz mais facilmente que o grupo fenacilo,

ocorrem reacgdes secundarias indesejaveis.

7. Aspectos experimentais

As reaccdes fotoquimicas sd@o em geral muito ficeis de efectuar em tubos de pirex
normais. No entanto, para casos especificos requerendo comprimentos de onda de
radiagdo baixos, ¢ necessario usar tubos de quartzo. Como o oxigénio dissolvido pode
actuar como um bom supressor, ¢ recomenddvel que as misturas reaccionais sejam
desarejadas (borbulhar argon na solucdo por uns minutos €, na maioria dos casos,

suficiente) antes de serem irradiadas.
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Quanto as formas de radiagdo, existe uma vasta variedade disponivel no mercado,
desde o laser, mais caro, aos projectores de slides, mais baratos (Pitsch, 1997). Em
muitas aplicagdes, a fonte de radiacdo mais simples ¢ uma lampada de mercario de
média ou elevada pressdo com um filtro apropriado. Para um controlo mais rigoroso do
comprimento de onda da radiagdo € necessario um sistema equipado com feixes de luz

monocromatica a 254, 300, 350 ou 419 nm (Bochet, 2001).

8. Perspectivas futuras

Todo o trabalho anteriormente discutido mostra que existe uma grande variedade
de grupos protectores fotoclivaveis, que podem fornecer uma solucdo atractiva sempre
que a ortogonalidade seja necessaria.

No entanto, ha um aspecto que sé recentemente foi referido (Bochet, 2000). Sera
possivel usar os comprimentos de onda da radiacdo para explorar o conceito de
ortogonalidade dentro do conjunto dos grupos protectores fotoclivaveis, e remover
selectivamente cada um dos grupos num determinado comprimento de onda?

Com efeito, a possibilidade de clivagem selectiva de grupos protectores
fotoclivaveis pela escolha adequada do comprimento de onda da radiagdo
(ortogonalidade cromatica) (Esquema 49) (Bochet, 2001; Blanc, 2002) apresenta-se

como uma estratégia inovadora na proteccao de grupos funcionais.

R O (ﬁ @ R
hv, hv,

AN A . NN
R | auséncia
de luz

R @ nao ocorre R

reacg¢ao

S = substrato;
Py, P, = grupos fotoclivaveis a v; € vy;
R = espécies reactivas (por exemplo, H).

Esquema 49

Contudo, antes da aplicacdo desta estratégia ¢ necessario considerar diferentes

aspectos:
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1) a estabilidade intrinseca de cada grupo protector devera ser bastante

diferente a varios comprimentos de onda;

i1) a transferéncia de energia entre um cromoforo excitado e o estado

fundamental do vizinho deve ser evitada;

ii1) a clivagem a energia elevada (por exemplo, a A = 254 nm) devera ser muito

rdpida, para evitar a fotodegradacdo de outros grupos sensiveis.

Bochet (Bochet, 2001) mostrou que os ésteres 3°,5'-dimetoxibenzoina 43 ¢ os

derivados de nitrobenzilo 44 (Esquema 50) eram dois bons candidatos para a protecc¢ao

de moléculas bifuncionais, podendo ser seguida uma estratégia de desproteccdo

ortogonal cromatica.

44 O
Esquema 50
No Esquema 51 ¢ exemplificada esta nova metodologia.
MeO
1 hv (420 nm)
70% 2 TMSCHN,
0 0 Ph
MeO NN OMe
MeO NO,
o, 1. Av (254 nm)
92 A’l 2. TMSCHN, OMe
0O 0
Meojij 0NN oM
MeO N02

TMSCHN, - trimetilsilildiazometano
Esquema 51

OMe NO,
OMGII/O\H/ Cl 1H23
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Na sequéncia de estudos preliminares anteriores, Kessler et al. (Kessler, 2002)
usaram uma estratégia de ortogonalidade cromatica em sintese de fase sdlida recorrendo
a um “linker” de tert-butilcetona (45) (sensivel a irradiagdo a A = 305 nm) e ao grupo

NVOC (46) (sensivel a A = 360 nm) (Esquema 52).

'Bu '‘Bu
HO H HO H
o) 46d, DIC, i o)
HO N\O HOBL, DMAP NVOC -L N\O
45 O 0]
/<1. hv (L > 360 nm) >
2. NVOC-AA-OH / HOBY, DIC)
‘Bu NVOC-AA-OH = 46a - ¢
HO 0 H
NVOC - Try-Gly-Gly-Phe-Leu N\O
47 O
1. hv (A > 360 nm)
2. hv (A > 305 nm) q
N CO,H
N2
H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH Nvoc” Y
(55 %) a6 }
aR=H
b R = CH,-C4H,-OH
¢ R =CH,-Ph
d R = CH,CH(CH3),
Esquema 52

Esta possibilidade abre claramente novas perspectivas em quimica de protecgao de
grupos funcionais, em sintese organica em fase solida, na libertacdo de compostos

“caged” além de constituir material cientifico muito importante.
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CAPITULO 2

APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS




1. Introducio

As aplicagdes da espectroscopia de fluorescéncia tém registado, nos ultimos anos,
um aumento drastico, sendo esta técnica actualmente muito importante em areas como,
a biologia celular, a imunologia, a bioquimica, a biofisica, a microbiologia, a genética e
a neurociéncia (Gatti, 2004; Song, 2004).

Os avancos registados ao nivel da instrumentagdo conjugados com o
desenvolvimento de novos ligandos fluorescentes sdo os responsaveis pela importancia
desta técnica. A utilizagdo de biomoléculas marcadas com fluoréforos organicos
(Haugland, 2002) em aplicagdes analiticas ¢ uma area de investigacdo interessante. Um
péptido ou uma proteina ligados a um sistema fluorescente constituem uma ferramenta
importante para o estudo bioquimico e bioldogico das interac¢des proteina-proteina e
ligando receptor, em estudos conformacionais, entre outras aplicacdes, uma vez que
permitem determinagdes qualitativas e quantitativas através de métodos rapidos e
econdmicos.

Por outro lado, os grupos protectores fotocliviveis sdo um assunto muito
importante em Quimica Organica, uma vez que ndo ¢ necessario nenhum reagente para
a sua clivagem, apenas luz. Esta categoria de grupos protectores permite trabalhar com
moléculas extremamente sensiveis, incompativeis com acidos ou bases (Capitulo 1).
Neste trabalho procurou-se conjugar estes dois aspectos fundamentais. Assim,
sintetizaram-se heterociclos fluorescentes funcionalizados com nucleos de nafto[2,1—
b]furanos e de oxobenzo[f]benzopiranos e aplicaram-se na derivatizacdo de aminoacidos
nos terminais N, O e C. Atendendo aos bons resultados da sintese e do acoplamento

com aminodcidos, e aos aspectos anteriormente referidos, os fluoroforos de 1-
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clorometil-3-oxo0-3H-benzo[f]benzopiranos 1a-¢ foram também estudados quanto a sua

eventual utilizacdo como grupos protectores fotoclivaveis fluorescentes.

2. Sintese dos acidos nafto[2,1-b]furan-1-il etandicos 2a-c e
aplicacao a aminoacidos

Na marcagdo fluorescente de biomoléculas por ligacdo covalente, ¢ essencial no
fluoréforo a presenca de um grupo funcional adequado, o qual ird reagir com outros
grupos funcionais presentes no substrato (Hovius, 2000; Berthelot, 2004).

O objectivo principal no design de marcadores biologicos ¢ a identificacdo de um
sistema que possa oferecer uma emissao intensa e de longa duracdo, para proporcionar
uma detec¢do altamente sensivel, estabilidade elevada e desvios de Stokes largos de
forma a minimizar os efeitos de “self-quenching”.

Atendendo ao interesse crescente no desenvolvimento de novos fluoréforos
principalmente funcionalizados, decidiu-se iniciar este trabalho com a sintese de novos
heterociclos de oxobenzo[f]benzopirano e de nafto[2,1-b]furano possuindo os grupos
clorometilo e acido carboxilico, respectivamente.

Admitindo a eventual aplicagdo destes compostos em biomarcagdo, usaram-se
varios aminoacidos como modelo de biomoléculas e investigou-se a sua ligacdo aos
heterociclos referidos.

Estudos de fluorescéncia de todos os compostos sintetizados foram efectuados e
sao apresentados nesta dissertagao.

Considerando também a possivel utilizagdo dos fluoréforos de nafto[2,1-b]furano
em sintese sequencial de péptidos, decidiu-se avaliar a estabilidade do marcador da
funcdo amina, em condigdes que sdo usadas habitualmente nas reaccdes de clivagem

quimica de grupos protectores do terminal carboxilo dos residuos peptidicos.

2.1. Importancia de benzofuranos e de naftofuranos

Os benzofuranos e os naftofuranos sao elementos estruturais chave presentes num

numero elevado de produtos naturais biologicamente importantes, relacionados
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principalmente com as classes de sesquiterpeno e de arilquinona (Jakupovic, 1990;
Miles, 1991).

Muitos dos naftofuranos naturais tais como, () lavigatina (Bohlmann, 1977;
Braga de Oliveira, 1978), (+) eritol (Miles, 1987; Zubaidha, 1991; Irie, 1990) e
balsaminona (Ishiguro, 1998) possuem propriedades farmacoldgicas e citotoxicas
interessantes (Esquema 1).

Alguns compostos sintéticos possuindo o heterociclo naftofurano estao associados
a diversas actividades bioldgicas tais como, fungicida, bactericida (Einhorn, 1984),
antivirica (Giovanninetti, 1974), B-adrenolitica (Gaggi, 1982), antitumoral (Hranjec,

2003) e antielmintica (Mahadevan, 2001; Mahadevan, 2003).

Me _ Me O 0) OMe

oY vyt Cr

Me HO 0 O
Me Me O

lavigatina eritol balsaminona

Esquema 1

Le e Huang (Lee, 2002) prepararam os derivados triciclicos de nafto[2,1-b]furano
(Esquema 2) e verificaram que apresentavam perfis de citotoxicidade unicos. Nos casos
de leucemia, estes compostos mostraram ter uma especificidade elevada para as células

cancerigenas relativamente as células normais.

R 0_0
oy
R= CH3, C6H5

Esquema 2

Os derivados nitro de nafto[2,1-b]furanos tém sido estudados extensivamente
devido as suas actividades mutagénicas, por exemplo, o 7-metoxi-2-nitronafto[2,1-

blfurano ¢ um dos mutagénicos descritos mais fortes para bactérias (Quillardet, 2000;
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Hofnung, 2002) e também para células de mamiferos (Arrault, 2002; Quillardet, 2000;
Hofnung, 2002).

Estes heterociclos sdo também mencionados com potenciais aplicagdes como
corantes, sondas fluorescentes e como fotossensibilizadores (Abdul-Aziz, 1995;
Frederiksen, 2001; Poulsen, 2001).

No entanto, apesar da sua importancia, muito pouco tem sido referido acerca das
propriedades fluorescentes e da sua aplicagdo como marcadores fluorescentes.

O interesse destes heterociclos, principalmente ao nivel farmacologico, referido
anteriormente, tem levado quimicos organicos e medicinais ao desenvolvimento de vias
de sintese cada vez mais eficientes para a obtencao de compostos de nafto[2,1-b]furano
(Goel, 2004; Park, 2005).

De entre as inimeras metodologias de sintese de naftofuranos que tém sido
descritas na literatura, nos ltimos anos, neste trabalho decidiu-se preparar o precursor
correspondente, o oxobenzo[f]benzopirano através da reaccao de Pechmann e efectuar
posteriormente a sua conversao no nafto[2,1-b]furano pretendido por contrac¢ao do anel

em meio alcalino (Furuta, 1999).

2.2. Sintese dos acidos nafto[2,1-b]furan-1-il etandicos 2a-c

O processo de sintese dos heterociclos iniciou-se pela preparagao dos 1-
clorometil-3-oxo-3H-benzo[f]benzopiranos la-¢ por reaccdo entre o 2-naftol
correspondente e o 4-cloroacetoacetato de etilo, em meio acido (solucdo aquosa de

H,S0O4 a 70%), a temperatura ambiente (Esquema 3).

R

O CH,Cl

CICH,COCH,COEt O N
R OH H,S0,4 a 70%, t.a. - o0 >0

1
aR=H

b R=0OH

¢ R=0CH,

Esquema 3
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Apods purificagdo por cromatografia “seca”, em silica gel, seguida de
recristalizacdo (1a e 1c¢), obtiveram-se os oxobenzo[f]benzopiranos 1a-¢ na forma de
solidos com rendimentos entre 71 € 92% (Tabela 1).

Os compostos la-c foram caracterizados por espectroscopia de IV e de RMN ('H
e 1°C), analise elementar (1¢) ou espectrometria de massa de alta resolucio (1a,b).

Nos espectros de infravermelho dos compostos la-¢ observaram-se bandas de
absor¢do na zona entre 1739 ¢ 1624 cm™ correspondentes as vibragdes de alongamento
do grupo carbonilo do heterociclo.

Os espectros de RMN de 'H mostraram além dos sinais esperados para os protdes
do anel de naftaleno, os singletos correspondentes ao protdo 2 (H-2) do anel de piranona
(8 entre 6,62 e 6,76 ppm) e aos protdes do grupo clorometilo (6 entre 4,98 € 5,30 ppm).

Nos espectros de *C dos compostos 1a-¢ destacam-se os sinais tipicos do anel de
piranona, ou seja, C-1 (& de 150,96 a 152,27 ppm), C-2 (6 de 115,77 a 117,37 ppm) e C-
3 (C=0) (6 de 159,38 a 159,99 ppm), e também o sinal correspondente ao grupo
clorometilo (& de 45,60 a 46,17 ppm).

Tabela 1: Sintese dos compostos 1a-c e 2a-c.

Composto Rendimento (%) p-f. °C)
la= Obb-Cl 71 179,5-182,7
1b  Obh-ClI 92 250,0-250,7
1c Obm - C1 83 179,2-180,7
2a  Nfu-OH 94 171,4-173,0
2b  Nth-OH 96 167,8-169,0
2¢  Nfm- OH 98 176,8-178,9

Por aquecimento (80 °C) dos oxobenzo[f]benzopiranos 1a-¢ numa solu¢ao aquosa
de hidroxido de sédio 2M (18 horas) obtiveram-se os acidos nafto[2,1-b]furan-1-il

etanodicos 2a-c com rendimentos entre 94 e 98%. (Esquema 4, Tabela 1).
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Esquema 4

Os espectros de IV dos compostos 2a-¢ mostraram as bandas de absorgdo
correspondentes as vibracdes de alongamento dos grupos hidroxilo entre 3550 e 3103
cm’ e carbonilo entre 1703 e 1715 cm™.

Nos espectros de RMN de protao destacam-se os sinais tipicos do protao 2 (H-2)
do anel de furano, singletos entre 7,91 e 8,01 ppm e do protdo do grupo carboxilo,
singletos alargados, a valores de 0 elevados (12,40 a 12,60 ppm).

Os espectros de RMN de "*C permitem confirmar a transformaco ocorrida no
anel heterociclico, surgindo os sinais correspondentes aos carbonos 1 e 2 (C-1 e C-2) a d
entre 115,62 e 115,94 ppm e 6 entre 142,79 e 143,64 ppm, respectivamente. Salienta-se
o facto do sinal devido ao C-3 nos compostos 1a-c que surgia entre 159,38 e 159,99
ppm nao estar presente nos heterociclos 2a-¢, tal como era esperado. A presenca do

grupo carbonilo ¢ também confirmada pelos sinais caracteristicos entre 172,13 e 172, 62

2.3. Derivatizacdo de aminoacidos nos N- e O- ferminus com 0s

acidos 2a-c

Com o objectivo de investigar a possibilidade de marcagdo de biomoléculas com
os derivados de nafto[2,1-b]furanos 2a-c¢ sintetizados, decidiu-se estudar a ligagdo
covalente entre esses compostos e alguns L-aminoacidos naturais.

Assim, escolheu-se o cloridrato do éster metilico da L-valina como modelo para
efectuar a ligacdo dos heterociclos carboxilicos 2a-c¢ ao grupo amina de aminoacidos o
e comparar a influéncia dos substituintes do nafto[2,1-b]furano nos valores dos
comprimentos de onda de absorc¢ao e de emissao maximas dos derivados marcados.

Com efeito, efectuou-se a derivatizacao do cloridrato do éster metilico da valina

3a com os compostos 2a-c, seguindo um método de acoplamento mediado por DCC
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com HOBt como aditivo, a temperatura ambiente, ¢ usando como solvente DMF
(Esquema 5). Apds purificagdo por cromatografia “seca” em silica gel, obteve-se o éster
da valina correspondente, Nfu-, Nth- ¢ Nfm-Val-OMe 4a-c¢ na forma de um s6lido, com

rendimentos entre 57 e 89% (Tabela 2).

R R

O | + H,N-CHR,-CO,CH, —2CC/HOBL O |
o) DMF
2 O

3 4
aR=H a R'= CH(CH;), aR =H, R'= CH(CH;),
bR =OH bR!=H b R = OH, R'= CH(CH3),
¢R=OCH; Ri—cH, ¢ R=OCH;, R'= CH(CHj;),
d R'= CH,-Ph d R=0CH;,R'=H
e R'= CH,CO,CH,4 e R=0CH;, R!=CH,
f R'= CH,CH,CO,CH; f R=0OCH;, R'= CH,-Ph
g R =0OCH;, R'= CH,CO,CHj
h R = OCHj;, R!= CH,CH,CO,CH;
Esquema 5

Por comparagao dos rendimentos das reacgdes de acoplamento (Tabela 2) e
principalmente dos resultados de fluorescéncia, que posteriormente serdo mencionados,
obtidos nos trés derivados sintetizados 4a-c, decidiu-se usar o composto 2¢ nas reacgoes

seguintes.

Tabela 2: Sintese dos compostos 4, 6 ¢ 8.

Composto Rendimento (%) p.f. °C)
4a  Nfu- Val- OMe 83 141,5-143,0
4b  Nfh- Val - OMe 57 145,3-145,9
4c  Nfm- Val- OMe 89 159,0-161,0
4d Nfm- Gly - OMe 95 171,9-174,0
4e  Nfm- Ala- OMe 90 190,1-192,0
4f  Nfm - Phe - OMe 72 146,3-148,4
4g  Nfm- Asp(OMe) - OMe 98 136,8-137,7
4h  Nfm - Glu(OMe) - OMe 98 166,3-169,0

Ac - Lys(Nfm) - OMe 71 185,7-186,9
Boc - Ser(Nfm) - OMe 54 Oleo
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Na tentativa de alargar este estudo a marcacdo do N-terminus dos principais
aminoacidos naturais, usaram-se outros aminoacidos representativos. Assim, seguiu-se
o método anteriormente referido, usando os cloridratos dos ésteres dos aminoacidos
glicina (3b), alanina (3¢), fenilalanina (3d), 4cido aspartico (3e) e 4acido glutdmico (3f).

Os derivados fluorescentes dos aminoacidos 4d-h foram isolados como solidos
com rendimentos entre 72 e 98% (Tabela 2).

Para além da derivatizacdo de aminoacidos no terminal &, foi estudada também a
marcacdo alternativa no grupo amina ¢ da lisina. Deste modo, o éster metilico da N-
acetil-L-lisina 5 foi acoplado (DCC/ HOBt) com o composto 2¢, e obteve-se o produto 6

como um solido branco com um rendimento de 71% (Esquema 6, Tabela 2).

2¢ + Ac-Lys-OMe DCC/HOBt _ Ac-Lys(Nfm)-OMe
5 6

2¢ + Boc-Ser-OMe DCC /HOBt Boc-Ser(Nfm)-OMe
7 8

Nfm = OCH,

O CH,—
(]
(0)

Outra forma de marcacdo na cadeia lateral foi conseguida por reacc¢do entre o éster

Esquema 6

metilico da tert-butiloxicarbonil-L-serina 7 com o heterociclo 2¢ originando o éster
fluorescente correspondente 8 em 54% (Esquema 6, Tabela 2).

Com efeito, foi possivel obter derivados fluorescentes de aminoacidos o apolares
alifaticos (valina e alanina), apolares aromaticos (fenilalanina), polares neutros (glicina
e serina), acidos (4cido aspartico e acido glutdmico) e basicos (lisina), marcados nas
cadeias principal e lateral através das fungdes amina e hidroxilo via ligagdo amida e
éster, respectivamente,

Os compostos 4a-h, 6 ¢ 8 foram caracterizados por espectroscopia de IV e de

RMN ('H e "°C), analise elementar ou espectrometria de massa de alta resolucéo.
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Nos espectros de IV destes compostos surgiram as bandas de absorc¢ao
correspondentes as vibracdes de alongamento do grupo carbonilo das ligagdes amida
entre 1658 ¢ 1628 cm™ e éster entre 1761 e 1707 cm™.

Os espectros de RMN de protao apresentaram para além dos sinais dos protdes do
anel heterociclico, os sinais correspondentes aos residuos de aminoacidos, destacando-
se os protdes do éster metilico, que surgiram na forma de um singleto (o entre 3,45 e
3,94 ppm), do protdo do a-CH que surgiu como um multipleto (6 entre 4,35 e 4,87 ppm)
ou como um dupleto a 3,97 ppm (4d) e do protdo a-NH que surgiu na forma de um
dupleto (d entre 5,18 e 6,69 ppm).

Nos espectros de RMN de °C salientam-se os sinais correspondentes ao grupo
carbonilo, tipo amida a & entre 169,70 e 171,01 ppm e tipo éster a o entre 170,50 e
172,86 ppm.

Para facilitar a interpretacdo dos espectros de RMN recorreu-se as técnicas de

dupla ressonancia (‘H), de HMQC e de HMBC (*°C).

2.4. Estudos de absorc¢ao e de fluorescéncia

Os estudos de UV e de fluorescéncia dos compostos 1, 2, 4, 6 ¢ 8 foram
efectuados usando solucdes de concentragio 10° a 10° M em etanol absoluto
desarejado. Os comprimentos de onda de absor¢do e de emissdo maximas, assim como
os rendimentos quanticos de fluorescéncia foram obtidos para estes compostos e sao
apresentados na Tabela 3.

Os valores dos rendimentos quanticos de fluorescéncia foram calculados usando o
9,10-difenilantraceno como padrao (@ = 0,95, em etanol), tendo sido excitado aos
comprimentos de onda de excitagdo maxima dos diferentes compostos testados (Morris,
1976).

Os compostos 1 e 2 apresentaram rendimentos quanticos de fluorescéncia de
baixos a moderados (2¢, @ = 0,20), na sua forma isolada. A interpretacao dos valores
obtidos (Tabela 3) permite dizer que o efeito electrodador do substituinte no nicleo de
oxobenzo[f]benzopirano (la-c¢) estd relacionado com um desvio de Stokes elevado.

Contudo, esta observacao nao se aplica aos nafto[2,1-b]furanos 2a-¢, uma vez que os
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seus valores ndo variaram significativamente. Apos reac¢do do heterociclo 2a-¢ com os

aminoacidos, a fluorescéncia aumentou, tal como se verifica nos derivados 4a-h, 6 ¢ 8.

Por comparagao dos rendimentos quanticos de fluorescéncia dos compostos 4a-c,

verifica-se que o melhor resultado foi obtido para o derivado 9-metoxilo (4c).

Com efeito, os aminoacidos marcados 4a-h, 6 ¢ 8 exibem rendimentos quanticos

de fluorescéncia de moderados a bons (0,10 <@ < 0,44) e desvios de Stokes moderados

(33 a51 nm).

Tabela 3: Dados de UV e de fluorescéncia dos compostos 1,2, 4, 6 ¢ 8.

Composto N U(\;m) Fluorescéncia Dgiz:?ege
- Aem (nMm) @ (nm)
la. Obb-Cl 352 418 0,08 66
1b  Obh-Cl 361 462 0,02 101
lc Obm - ClI 354 472 0,03 118
2a  Nfu-OH 293 340 0,07 47
2b  Nfh- OH 301 349 0,06 48
2¢ Nfm-OH 298 349 0,20 51
4a  Nfu-Val- OMe 292 325 0,13 33
4b  Nfh- Val- OMe 300 350 0,10 50
4¢  Nfm- Val- OMe 298 346 0,37 49
4d  Nfm- Gly- OMe 297 343 0,24 46
4e  Nfm- Ala- OMe 298 349 0,24 49
41 Nfm - Phe - OMe 298 349 0,32 52
4g  Nfm- Asp(OMe) - OMe 298 346 0,14 48
4h  Nfm - Glu(OMe) - OMe 298 347 0,14 49
6  Ac- Lys(Nfm) - OMe 297 347 0,44 50
8 Boc - Ser(Nfm) - OMe 298 349 0,13 51

Na Figura 1, mostram-se os espectros de fluorescéncia do nafto[2,1-b]furano 2¢ e

dos derivados fluorescentes obtidos com os aminoacidos alanina (4e), lisina (6) e serina

(8).
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Figura 1: Espectros de fluorescéncia dos compostos 2c, 4e, 6 ¢ 8.

2.5. Estudos de estabilidade quimica do sistema fluorescente

Considerando a eventual utilizagdo dos compostos 2a-¢ como marcadores em
sintese peptidica, investigou-se a estabilidade do fluor6foro a condicdes que sdo
habitualmente usadas na clivagem quimica de grupos protectores da funcdo carboxilo.
Assim, o Nfm-Phe-OMe (4f) foi submetido a condigdes de hidrogenacao catalitica (PdC
e 1,4-cicloexadieno) (Jackson, 1976), acidolise (TFA e HCl 6M, a temperatura
ambiente) (Bodansky, 1984), amindlise (N, N-dietilaminoetilamina - DEAEA) (Grehn,
1987) e redugdo com metais (Mg/ MeOH) (Maia, 2001).

Os resultados obtidos mostram que nas condigdes experimentais testadas, o
composto 4f ¢ estavel, tendo sido recuperado com rendimentos entre 95 a 100% (PdC,
TFA, HCI, e Mg) e 85% (DEAEA), tal como foi confirmado por RMN de protao.

Foi também efectuado o tratamento com base (NaOH 1M) tendo sido isolado o
composto 9 resultante da hidrolise quantitativa do éster metilico, ndo tendo sido

afectado o fluordforo.
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3. Aplicaciao de 1-clorometil-3-0x0-3H-benzo|[f]benzopiranos
la-c a aminoacidos

3.1. Introducio

A marcagao fluorescente permite a deteccao rapida e eficiente das moléculas
ligadas a fluoroforos, de forma qualitativa e quantitativa com sensibilidade e
selectividade elevadas, sendo a sua aplicagdo amplamente reportada em diversas areas,
incluindo a sintese peptidica.

Sendo o objectivo final deste trabalho o desenvolvimento de grupos protectores
fotoclivaveis fluorescentes e atendendo ao estudo de marcacdo fluorescente
anteriormente referido, decidiu-se usar os 1-clorometil-3-oxo0-3H-benzo[f]benzopiranos
(1a-c) na derivatizacao de L-aminoécidos via ligacdo éster.

Estudos das propriedades de absorvancia e de fluorescéncia dos derivados
marcados dos aminodcidos foram efectuados e serdo discutidos.

Foi avaliada a estabilidade e a remog¢ao do marcador fluorescente do C-terminus
dos aminoacidos, em condi¢des usadas habitualmente na clivagem quimica de grupos
protectores do grupo carboxilo em sintese peptidica.

Usando os derivados fluorescentes de N-p-toluenossulfonilo e de N-
benziloxicarbonilo da fenilalanina, Tos-Phe-Obm (11g), Z-Phe-Obb (11a) e Z-Phe-Obh

(11b), investigou-se o comportamento deste sistema a condi¢cdes de fotoclivagem.

3.2. Derivatiza¢ao de aminoacidos no C-terminus com os cloretos
de metilo 1a-c

As a-benzopiranonas, habitualmente designadas por cumarinas, representam uma
das classes de compostos organicos fluorescentes mais extensivamente investigados e
comercialmente significativos.

Por outro lado, os nucleos de o-benzopiranona sao a unidade estrutural de um
elevado numero de produtos naturais (Murray, 1991) apresentando muitos deles niveis
de actividade biolégica elevados.

Estes heterociclos de oxigénio sdo também usados como aditivos na alimentacao,

cosméticos, branqueadores Opticos (Siegrist, 1987), corantes fluorescentes dispersos
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(para o tingimento de fibras sintéticas) e em pigmentos fluorescentes sendo, em parte,
responsdveis pelo brilho nitido de uma gama elevada de tintas (Valizadeh, 2005;
Christie, 1999).

Exemplos da importincia bioldgica e medicinal de a-benzopiranonas (Shobini,
2001; Madhavan, 2003), incluem as capacidades de inibicdo da agregacdo das plaquetas
(Mitra, 1998; Cravotto, 2001), as actividades antibactericida (Kayser, 1997),
anticancerigena (Wang, 2002), e também a inibicdo da protease do VIH-1
(Kirkiacharian, 2002). Além disso, as técnicas analiticas envolvendo o uso de derivados
fluorescentes de o-benzopiranonas sao “ferramentas” importantes na pesquisa de novos
compostos biologicamente activos e no desenvolvimento de novos métodos de
diagnostico.

As propriedades das a-benzopiranonas tornam estas moléculas muito
interessantes, pelo que os quimicos orgéanicos tém desenvolvido diferentes estratégias de
sintese. Estes heterociclos podem ser sintetizados pelas reac¢des de Perkin, Pechmann,
Knoevenagel, Reformatsky e Wittig (Valizadeh, 2005).

A reaccdo de Pechmann tem sido o método mais usado uma vez que ocorre a
partir de reagentes muito simples e origina bons rendimentos na preparacdo de uma
gama elevada de cumarinas substituidas.

Com efeito, atendendo apenas aos ultimos dois anos, tém sido reportadas sinteses
via condensagdo de Pechmann, substituindo a catalise dcida convencional por diferentes
catalisadores tais como, TiCly (Valizadeh, 2005), heteropoliacidos (Romanelli, 2004),
ZrCly (Sharma, 2005), resinas de troca ionica (Sabou, 2005) e liquidos i6nicos (Potdar,
2005; Singh, 2005).

Nos ultimos anos, o uso de a-benzopiranonas como marcadores fluorescentes
numa variedade alargada de compostos, tem sido reportado (Gikas, 2003; Ammar,
2003; Sastri, 2001). Contudo, o uso de oxobenzo[f]benzopiranos tem sido muito menos
estudado.

Neste trabalho, a sintese dos 1-clorometil-3-0x0-3H-benzo[f]benzopiranos 1a-c,
foi efectuada pela reaccao de Pechman, tal como foi referido anteriormente (2.2).

Na sequéncia do trabalho realizado com os acidos nafto[2,1-b]furan-1-il etanoicos

2a-c¢, decidiu-se iniciar este estudo investigando a possibilidade de utilizacdo dos
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oxobenzo[f]benzopiranos la-¢ na biomarcacdo. Deste modo, efectuou-se a ligagdo
covalente entre os compostos 1a-c¢ e alguns L-aminoécidos naturais.

A N-benziloxicarbonil-L-fenilalanina, Z-Phe-OH (10a) foi usada como modelo
para estudar a ligacao dos heterociclos 1a-c a funcdo acido carboxilico dos aminoacidos
o através da ligagdo éster e comparar a influéncia dos substituintes do
oxobenzo[f]benzopirano nas propriedades de absorcdo e de emissdo dos derivados
obtidos.

A derivatizacdo do Z-Phe-OH (10a) com os fluoréforos la-c¢, foi mediada por
fluoreto de potassio, em DMF, a temperatura ambiente (Esquema 7).

Apods purificagdo por cromatografia ‘“seca” em silica gel, seguida de
recristalizacdo (11a), obtiveram-se os derivados fluorescentes da fenilalanina 11a-c
como s6lidos com rendimentos entre 71 a 96% (Tabela 4).

O composto 1¢ foi usado posteriormente na marcagao da fungdo acido carboxilico
de outros aminoacidos naturais. Deste modo, seguiu-se o método anteriormente referido
(KF/ t.a.), usando o derivado N-benziloxicarbonilo dos aminodcidos glicina (10b),
alanina (10¢) e valina (10d). Partindo da N-p-toluenossulfonilfenilalanina (10e) e
usando o mesmo heterociclo, sintetizou-se também o composto 11g que foi usado como

modelo nos estudos de fotoclivagem.

R

O CH,-Cl O CH,-0-CO-CHR?-NHR!
KF/ DMF
X, + R'HN-CHR*:-CO,H ———— X

g =0
O O o 0

1 10 11
aR=H aR!=Z, R?>=CH,Ph aR=H,R'=27 R?=CH,Ph
bR =OH bR'=Z,R?>=H bR =OH,R'=7, R?= CH,Ph
¢R=0CH;  ¢Rl=7 R2=CH, ¢R=0CH; R!=Z, R?=CH,Ph
dR' =27, R?=CH(CH;), dR=0CH;, R'=Z R>=H
e R!' = Tos, R? = CH,Ph eR =0CH;, R'=Z7,R>=CH;,

fR = OCH;, R! = Z, R?= CH(CHj,),

Z = Benziloxicarbonilo ! )
g R =0CH;, R =Tos, R“= CH,Ph

Tos = p-toluenossulfonilo

Esquema 7
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Os derivados fluorescentes 11a-g foram isolados como s6lidos com rendimentos
de bons a excelentes (71 - 96%, Tabela 4) e foram caracterizados por espectroscopia de
IV e de RMN ('H e "°C), analise elementar ou espectrometria de massa de alta

resolucgao.

Tabela 4: Sintese dos compostos 11a-g.

Composto Rendimento (%) p-f. °C)
11a  Z - Phe - Obb 96 127,8-129,8
11b  Z - Phe - Obh 81 189,6-190,7
11¢  Z - Phe - Obm 71 180,8-182,1
11d Z-Gly-Obm 86 181,6-184,0
1le Z-Ala-Obm 83 132,8-134,0
11f Z-Val-Obm 94 122,6-124,0
11g  Tos - Phe - Obm 82 184,8-186,6

Nos espectros de IV dos compostos 11a-g, surgiram as bandas de absorcdo de
alongamento dos grupos carbonilo entre 1757 ¢ 1619 cm™.

Os espectros de RMN de 'H apresentavam os sinais esperados para os protdes do
fluor6foro e dos residuos de aminoacidos, destacando-se os protdes do o-CH que
surgiram como multipletos ( entre 4,29 e 4,82 ppm) ou como um dupleto a 4,18 ppm
(11d).

Nos espectros de RMN de °C destacam-se os sinais correspondentes ao grupo
carbonilo, CONH (6 entre 155,58 e 156,9 ppm), C-3 do heterociclo (6 entre 159,84 ¢
160,1 ppm) e O-CO da ligacao éster entre o heterociclo e os aminacidos (J entre 169,4 e
172,31 ppm).

A interpretacio dos espectros de RMN de 'H e de "*C foi confirmada pelas
técnicas de dupla ressonancia, de HMQC e de HMBC.

3.3. Estudos de absorciao e de fluorescéncia

Os estudos de UV e de fluorescéncia dos compostos 11a-g foram efectuados

usando solucdes de concentragdo 10° a 10° M em etanol absoluto desarejado. Os
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comprimentos de onda de absor¢do e de emissdo maximas, assim como os rendimentos
quanticos de fluorescéncia foram obtidos e sdo apresentados na Tabela 5.

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia foram calculados usando o 9,10-
difenilantraceno como padrao (@ = 0,95, em etanol), tendo sido excitado nos
comprimentos de onda de excitagdo maxima dos diferentes compostos testados (Morris,
1976). Os derivados dos aminodcidos 1la-g exibem rendimentos quanticos de
fluorescéncia de moderados a muito bons (0,13 < @ < 0,70) e desvios de Stokes entre 66

e 131 nm.

Tabela 5: Dados de UV e de fluorescéncia dos compostos 11a-g.

c . uv Fluorescéncia Dgivi? de
omposto
p M (o) T tokes

11a  Z - Phe - Obb 345 411 0,42 66
11b  Z - Phe - Obh 360 456 0,13 96
11c  Z - Phe - Obm 347 478 0,59 131
11d Z-Gly-Obm 347 471 0,70 124
11e Z-Ala-Obm 348 477 0,66 129
11f Z-Val-Obm 348 478 0,58 130
11g  Tos - Phe - Obm 347 475 0,53 128

Na Figura 2, mostram-se os espectros de fluorescéncia dos compostos 11a, 11b,
11d e 11g.

6,00E+06 -
o 11d
=}
£ = 450E+06 -
= g
2 £ 3,00E+06 -
s S
T =
2 11a
g 1,50E+06 |
—= 11b

0,00E+00 -

350 400 450 500 550 600 650

Comprimento de onda (nm)

Figura 2: Espectros de fluorescéncia dos compostos 11a, 11b, 11d e 11g.
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3.4. Estudos de estabilidade/ clivagem quimicas do sistema
fluorescente

Os estudos de estabilidade do fluor6foro foram efectuados a condigoes
experimentais usadas na clivagem quimica de grupos protectores da fungdo 4acido
carboxilico.

Assim, o Tos-Phe-Obm (11g) usado como modelo, foi submetido a condigdes de
hidrogenagdo catalitica (PdC/ cicloexadieno), aciddlise a temperatura ambiente e a
refluxo (TFA, HC1 6M, HBr aquoso ¢ HBr em CH;COOH) (Bodansky, 1984), reducgao
com metais (Mg/ MeOH) (Maia, 2001) e hidrolise alcalina (NaOH 1M) (Tabela 6).

Os resultados obtidos mostram que nas condi¢des de hidrogenacdo catalitica o
derivado 11g ndo ¢ estavel, tendo-se isolado o Tos-Phe-OH (10e) e o composto 12
(Obm-H) com rendimentos baixos. Nas condigdes de acidolise testadas, a temperatura
ambiente, o composto 11g ¢ estavel tendo sido recuperado quantitativamente (TFA, HCI1
6M e HBr aquoso) ou em 90% (HBr/ CH;COOH).

A temperatura de ebuli¢io este composto ¢ estavel em TFA (8 h 30 min, 100%), e
foi recuperado em 83% em HCl 6M (17 h). Contudo, em HBr, a refluxo (5h) ocorreu a
clivagem da ligacdo éster, fluordéforo - fenilalanina, tendo sido isolado o Tos-Phe-OH
(10e) em rendimentos moderados (57 %, HBr aquoso e 68 %, HBr/ CH;COOH).

Da reaccdo do Tos-Phe-Obm (11g) com magnésio nas condigdes experimentais
testadas, isolou-se o composto pretendido, Tos-Phe-OH (10e) com um rendimento de
56%. Estudou-se também o comportamento do Tos-Phe-OH (10e) com magnésio, nas
mesmas condicdes experimentais do ensaio do Tos-Phe-Obm (11g). O composto 10e
mostrou ser estavel, tendo sido recuperado quantitativamente, tal como se previa.

O tratamento com NaOH 1M (9 h) provocou também a clivagem da ligagdo éster,
tendo sido isolado o Tos-Phe-OH (10e) com rendimento quantitativo.

Em conclusdo, pode dizer-se que o fluor6foro 1c¢ pode ser usado como grupo
protector da fungdo acido carboxilico de aminoacidos, em sintese peptidica, sendo
removido por clivagem quimica de forma quantitativa por hidrélise alcalina e em

rendimentos moderados por aciddlise com HBr a refluxo e com magnésio.
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Tabela 6: Ensaios de estabilidade/ clivagem quimicas de Tos-Phe-Obm (11g).

Rendimento (%)
Método de clivagem Tempo (h)

Tos-Phe-Obm (11g)  Tos-Phe-OH (10e)

PdC/ cicloexadieno 6 36 11%°
TFA (t.a.) 2,5 100 ]
TFA (refluxo) 8,5 100 -
HCI 6M (t.a.) 4,5 100 ]
HCI1 6M (refluxo) 17 83 -
HBr aq (t.a.) 4,5 100 -
HBr aq (refluxo) 5 - 57%
HBr/ CH;CO,H (t.a.)° 4,5 90 ]
HBr/ CH;CO,H (refluxo)° 5 - 68*
Mg/ MeOH 3 - 56"
NaOH 1M 9 - 100

a — Rendimento de produto isolado por cromatografia “seca”. b — Obteve-se também
Obm-H (12) (25%). ¢ — HBr/ CH3CO,H (45% m/v).

3.5. Estudos de fotoclivagem do sistema fluorescente

3.5.1. Introducio

Os estudos de fotoclivagem foram efectuados com os compostos Z-Phe-Obb
(11a), Z-Phe-Obh (11b) e Tos-Phe-Obm (11g) e visavam a clivagem da ligagcdo éster
fluoréforo — aminoéacido e consequentemente a obtencdo da fenilalanina N-protegida, Z-

Phe-OH (10a) e Tos-Phe-OH (10e) (Esquema 8).
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7 = Benziloxicarbonilo
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Esquema 8

Nestes estudos, as solu¢des dos compostos 11a, 11b e 11g, em acetonitrilo (9,69 x
10° M) foram irradiadas com uma lampada de média pressdo de merctrio de 150 W,
usando um reactor fotoquimico, modelo APQ 40. O processo foi seguido por HPLC nas

condicdes referidas no Capitulo 3.

3.5.2. Fotolise de Tos-Phe-Obm (11g)

Para investigar o comportamento dos derivados fluorescentes dos aminoacidos
(11a-g) a radiacdo, comegou-se por usar o Tos-Phe-Obm (11g). Uma solugdo deste
composto foi irradiada durante 35 minutos e foram efectuados os estudos respectivos
por HPLC.

Iniciaram-se esses estudos pela monitorizacdo do desaparecimento do reagente de
partida (11g), usando como eluente acetonitrilo/ dgua 3:1. Com base no tragado dos
valores médios das areas do pico correspondente (TR = 6,86 min.) em fun¢ao do tempo
de irradiacdo (Figura 3), verificou-se que ocorreu uma diminui¢cdo gradual do Tos-Phe-

Obm (11g) com o tempo, atingindo apds 35 minutos 2,3% do valor da érea inicial.
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Figura 3: Valor médio das areas (4) versus tempo de irradiacdo para a fotdlise do
composto Tos-Phe-Obm (11g): consumo do reagente a TR = 6,86 min.

Como o objectivo de avaliar o comportamento da ligacdo éster heterociclo
fluorescente — tosilaminoacido e consequentemente a obtencdo do Tos-Phe-OH (10e),
decidiu-se estudar o aparecimento deste composto. Assim, injectaram-se no HPLC as
amostras recolhidas, usando como eluente acetonitrilo/ 4gua 3:1 com TFA 0,1%, nas
condicdes especificadas no Capitulo 3. Com os valores médios das areas do sinal com
TR = 3,3-3,4 minutos em fun¢do do tempo de irradiacdo, tragou-se o grafico
correspondente (Figura 4).

Pela observacdo da Figura 4, verifica-se que no intervalo entre 5 e 20 minutos de
reac¢do ocorreu um aumento linear dos valores das areas, com o tempo de irradiagao.
Apds 20 minutos de reac¢do, ndo ocorreu alteracdo significativa nos valores das areas.

Atendendo a equacdo da recta de calibracdo, concentragdao versus areas, obtida
para o Tos-Phe-OH (10e) (TR = 3,2 min.) nas mesmas condi¢des de HPLC, verificou-se
que apds 20 minutos de irradiagdao, o composto pretendido (10e) estava presente numa
concentragio de 6,54 x 10° M, o que corresponde a um rendimento de fotoclivagem de

67,5%.
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Figura 4: Valor médio das areas (A4) versus tempo de irradiagdo para a fotolise do
composto Tos-Phe-Obm (11g): aparecimento do produto Tos-Phe-OH (10e) a TR =
3,3-3,4 min.

O grupo p-toluenossulfonilo ndo tem sido referido como sendo particularmente
sensivel a fotoclivagem. Contudo, para uma avaliacdo correcta da reac¢do de fotdlise do
Tos-Phe-Obm (11g), decidiu-se estudar o comportamento do Tos-Phe-OH (10e) em
condicdes experimentais idénticas.

Com os valores médios das areas (TR = 3,2 min.; eluente acetonitrilo/ agua 3:1 e
TFA 0,1 %) em funcdo do tempo de irradiacdo, tragou-se o grafico correspondente
(Figura 5).

Pela andlise da Figura 5, verifica-se que ocorreu consumo do reagente de partida
(10e) ao longo do processo, registando-se o valor maximo de desaparecimento do
composto (91,4 %), apds 35 minutos de irradiacao.

Os cromatogramas obtidos neste ensaio permitiram identificar dois sinais
principais com TR 2,0 e 3,8 minutos, cujos valores das areas aumentavam de forma
gradual com o tempo de reaccdo. Supde-se que o sinal a TR 2,0 minutos esteja
relacionado com a fenilalanina (TR = 2,70 min. para uma amostra pura nas mesmas
condigdes cromatograficas).

Com efeito, os resultados do ensaio com o Tos-Phe-OH (10e) mostraram que
ocorreu consumo do composto tendo provavelmente ocorrido clivagem do grupo tosilo

nas condi¢des testadas durante o processo. Com base neste facto, supde-se que na

62



fotolise de Tos-Phe-Obm (11g) possa ter ocorrido também clivagem do grupo tosilo,

antes ou apos a clivagem do fluoroforo.
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Figura 5: Valor médio das areas (A4) versus tempo de irradiagdo para a fotdlise do
composto Tos-Phe-OH (10e): consumo do reagente a TR = 3,2 min.

Atendendo a este resultado decidiu-se estudar por HPLC a presenca de H-Phe-OH
(13) no processo de fotolise de Tos-Phe-Obm (11g).

Nos cromatogramas obtidos era visivel um sinal ndo resolvido a TR entre 2,0 e 2,7
minutos, que podera estar relacionado com H-Phe-OH (13), no entanto nao foi possivel

a sua quantificacao.

3.5.3. Fotolise de Z-Phe-Obb (11a) e de Z-Phe-Obh (11b)

Usando condi¢cdes experimentais semelhantes as dos estudos anteriores,
irradiaram-se solugdes dos compostos Z-Phe-Obb (11a) (65 min.) e Z-Phe-Obh (11b)
(55 min.).

Em ambos os casos analisou-se o consumo dos compostos por HPLC (acetonitrilo/
agua 3:1), a tempos de retencdo de 7,2 minutos (11a) e 5,2 minutos (11b) (Figura 6).

Pela andlise da Figura 6 verifica-se que em ambos o0s casos ocorreu uma
diminui¢do progressiva do composto, atingindo apds 55 minutos de reac¢do um

consumo de 92,9 % (11a) e de 98,4 % (11b).
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Estudos por HPLC do aparecimento do produto Z-Phe-OH (10a) foram também
efectuados. Contudo, ndo foi possivel a sua quantificagdo, devido a formacao de outros

produtos de reac¢do que apresentavam tempos de retencdo iguais ou muito proximos do

valor do Z-Phe-OH (10a).
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Figura 6: Valor médio das areas (4) versus tempo de irradiacdo para as fotdlises dos
compostos Z-Phe-Obb (11a) (-e-) e Z-Phe-Obh (11b) (- #-): consumo dos reagentes.

Para estudar o comportamento do Z-Phe-OH (10a), irradiou-se uma solug¢ao deste
aminoacido em condigdes experimentais idénticas as usadas nos compostos 11a e 11b.

Por HPLC verificou-se que apds 55 minutos de irradiagdo nao houve alteragao da
area do reagente, indicando que o composto 10a ¢ fotoquimicamente estavel nestas
condigoes.

Atendendo a que ¢ fundamental que as ligagdes amida sejam estaveis nas
condigdes de clivagem do composto em estudo, decidiu-se irradiar uma solugdo do
dipéptido H-Phe-Ala-OMe.HCI (14) nas condigdes experimentais usadas anteriormente.
Apds 60 minutos de irradiagdo verificou-se que ndo ocorreu a clivagem da ligacdo

amida nas condicoes testadas.

3.5.4. Cinética da fotoclivagem

Com base nas andlises por HPLC efectaram-se também estudos cinéticos das
reaccoes de fotoclivagem dos compostos, Tos-Phe-Obm (11g), Tos-Phe-OH (10e), Z-
Phe-Obb (11a) e Z-Phe-Obh (11b).
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O tragado dos logaritmos das concentracdes em funcdo do tempo de fotolise para
os compostos estudados mostrou tratar-se de uma correlagcdo linear, o que sugere uma
reaccao de 1* ordem, com constantes de velocidade a variar entre 0,0502 e 0,1045 min.”
(Tabela 7). Exemplificam-se os resultados obtidos para o caso do Tos-Phe-Obm (11g)
(Figura 7).
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Figura 7: Logaritmo do valor médio das areas (Ln A) versus tempo de irradiagcdo para
o desaparecimento do composto Tos-Phe-Obm (11g).

No ensaio com Tos-Phe-Obm (11g) foi também possivel verificar que o
aparecimento do produto Tos-Phe-OH (10e) obedecia a uma cinética de 1* ordem,

durante os primeiros 20 minutos (Tabela 7).

Tabela 7: Cinética de consumo e aparecimento dos compostos 11g, 11a, 11b e 10e.

Composto fotolisado k (min.™) r
11g Tos - Phe - Obm 0,1045 0,9969
10e*  Tos - Phe - OH 0,0556 0,9403
11a Z - Phe - Obb 0,0502 0,9888
11b Z - Phe - Obh 0,0765 0,9797
10e Tos - Phe - OH 0,0580 0,9403

* Dados correspondentes ao aparecimento deste composto na fotélise de Tos-Phe-Obm
(11g). k — Constante de velocidade. 1> — Quadrado do coeficiente de correlacdo.
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4. Conclusoes e perspectivas futuras

Ao longo deste trabalho foram sintetizados e identificados pelos métodos habituais
seis  heterociclos  funcionalizados de  oxigénio; 1-clorometil-3-oxo-3H-
benzo[f]benzopiranos (1a-c¢) (trés) e acidos nafto[2,1-b]furan-1-il etandicos (2a-c) (trés).
Estes compostos foram usados na marcagao de L-aminoacidos representativos tendo
sido obtidos os derivados fluorescentes correspondentes.

Os estudos efectuados com a fenilalanina marcada no grupo amina com o acido 8-
metoxi-nafto[2,1-b]furan-1-il etandico (2¢) nas condi¢des usadas na clivagem quimica
de grupos protectores da funcdo carboxilo mostraram que o Nfm ¢é estavel nessas
condigoes.

O fluoréforo de oxobenzo[f]benzopirano quando ligado ao C-terminus de
aminoacidos mostrou ser estavel a aciddlise em TFA, HCI 6M, HBr aquoso ¢ HBr/
CH;CO;H, a temperatura ambiente, ¢ em TFA a refluxo. A clivagem quimica foi
quantitativa por hidrolise alcalina, em condigdes suaves (NaOH 1M, 0 °C).

Os estudos de fotoclivagem dos derivados fluorescentes de fenilalanina com os
trés oxobenzo[f]benzopiranos (11a, 11b e 11g) mostraram que a fotoclivagem da
ligagdo éster fluoréforo — aminoacido ocorreu entre 35 a 65 minutos nas condi¢cdes
experimentais testadas.

Os resultados obtidos nesta dissertagdo permitem concluir que os heterociclos
funcionalizados sintetizados sao potenciais candidatos a marcagao de biomoléculas. Por
outro lado, atendendo aos bons rendimentos da sintese e das reac¢des de derivatizagao, e
também aos resultados promissores dos estudos preliminares de fotoclivagem, os 1-
clorometil-3-ox0-3H-benzo[f]benzopiranos 1a-c¢ poderdo ainda ser usados como grupos
protectores fotoclivaveis em sintese organica ou em aplica¢des bioldgicas tais como, na
obtenc¢do de compostos “caged”. Este fluor6foro podera ser também usado como grupo
protector clivavel quimicamente por hidrdlise alcalina, aciddlise e redugdo com
magnésio.

Os ensaios de fotoclivagem efectuados constituiram apenas um estudo muito
preliminar do comportamento dos compostos sintetizados. Pretende-se num futuro

muito proximo aferir as melhores condigdes de fotodesprotecgao, estudando o efeito de
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varios factores tais como, o comprimento de onda da radiagdo, o tempo de reacgao, o
solvente e a concentragdo das solugdes.
E também fundamental melhorar as condi¢des de detec¢do por HPLC, de forma a

ser possivel quantificar todos os aminoacidos obtidos.
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CAPITULO 3

PARTE EXPERIMENTAL




1. Procedimentos gerais

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H foram determinados num
aparelho Varian Unity Plus a 300 MHz, usando o pico de solvente como referéncia
interna. Os espectros de ressonancia magnética nuclear de '>C foram determinados no
mesmo aparelho, a 75,4 MHz, usando o pico de solvente como referéncia interna. Os
solventes deuterados usados foram cloroférmio (Merck) e dimetilsulfoxido (DMSO-dg)
(Aldrich), com grau de deuteragdo superior a 99,7%.

Os espectros de infravermelho foram registados num espectrofotometro Perkin-
Elmer FTIR-1600. As amostras foram preparadas com Nujol em células de cloreto de
sodio ou em pastilhas de KBr 1%.

Os espectros de ultravioleta foram obtidos num espectrofotometro Hitachi U-
2000.

Os espectros de fluorescéncia foram registados num espectrofluorimetro Spex
Fluorolog 1680.

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

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

Nas cromatografias em coluna e “seca” utilizou-se Kieselgel Merck 60 (230-400
mesh — cat. n® 9385).

As andlises por TLC foram efectuadas em placas Merck de silica gel com 0,25

mm de espessura (DC-Fertigplatten Kieselgel 60F,s4 — cat. n° 5715).
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Os processos de revelagdo usados para as placas de TLC foram:

1)  revelacdo no ultravioleta (Amax = 254 nm € Ayax = 365 nm) numa camara
CN-6 de luz ultravioleta;

il)  exposicao a vapores de iodo;

ii1) pulverizacdo com uma solucdo de ninidrina a 0,2% em acetona seguida

de aquecimento a 105 °C.

Os reagentes utilizados foram produtos “pro analysis” ou para sintese das firmas
Merck, Sigma, Aldrich e Senn Chemicals. Os cloridratos dos ésteres metilicos da
glicina, valina e fenilalanina, assim como, o Boc-Ser-OMe e o Tos-Phe-OH existiam no
laboratorio, tendo sido sintetizados a partir dos respectivos aminoacidos livres por
outros investigadores.

Os solventes usados de grau p.a. foram fornecidos pela LabScan, Merck, Vaz

Pereira e Pronalab.
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2. Sintese dos acidos nafto[2,1-b]furan-1-il etandicos 2a-c e
aplicacio a aminoacidos

2.1. Sintese dos 1-clorometil-3-oxo0-3H-benzo|[f]benzopiranos 1a-c

[1a] 1-Clorometil-3-0x0-3H-benzo[f]benzopirano (Obb-Cl)

A uma solucdo de 2-naftol (1,00 g; 6,98 x 10 mol) em 4cido sulfirico aquoso a

70% (5mL), adicionou-se com agitacdo, a temperatura ambiente, 4-cloroacetoacetato de
etilo (1,4 mL; 1,05 x 102 mol). A mistura reaccional foi mantida nestas condigdes
durante 48 horas. Seguiu-se a reaccdo por TLC (acetato de etilo/ n-hexano 2:8).
Adicionou-se gelo (1 g) a mistura reaccional e agitou-se durante 2 horas. Filtrou-se o
precipitado obtido por succdo, lavou-se com dgua fria e purificou-se por cromatografia “
seca” (acetato de etilo/ n-hexano 3:7). Apos recristalizacdo de acetato de etilo/ n-
hexano, obteve-se o composto Obb-Cl (1a) na forma de um s6lido amarelado.

n=71%

p.f. 179,5-182,7 °C

Rf 0,36 (acetato de etilo/ n-hexano 2:8)

Amax 352 nm (etanol) (¢ 11449 M! cm'l)

vmax (KBr) 3550, 3070, 1716, 1693, 1588, 1550, 1520, 1457, 1433, 1416, 1345,
1323, 1285, 1254, 1212, 1166, 1144, 1124, 1013, 1002, 918, 877, 862, 828 cm™.

du (CDCly) 5,09 (2H, s, CH,), 6,76 (1H, s, H-2), 7,52 (1H, d J 8,7 Hz, H-5), 7,61
(1H, dt J 7,6 e 1,0 Hz, H-8), 7,72 (1H, dt J 7,6 e 1,5 Hz, H-9), 7,96 (1H, dd J 8,1 ¢ 1,2
Hz, H-7), 8,04 (1H, d J 9,0 Hz, H-6), 8,49 (1H, d alargado J 9,0 Hz, H-10) ppm.
Atribuicao confirmada com base na técnica de dupla ressonancia.

d¢ (CDCl3) 45,79 (CH,), 112,50 (C-4b), 117,37 (C-2), 117,78 (C-5), 124,90 (C-
10), 125,80 (C-8), 128,51 (C-9), 128,75 (C-6b), 129,88 (C-7), 131,29 (C-6a), 134,33 (C-
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6), 151,22 (C-1), 155,10 (C-4a), 159,97 (C-3) ppm. Atribui¢ao confirmada com base em
técnicas de HMQC e de HMBC.
m/z (EI) Valor obtido: M, 244,0290. Valor tedrico para C14H9023 Cl 244,0291.
m/z (EI) Valor obtido: M, 246,0267. Valor tedrico para C14H9023 el 246,0262.

[1b] 1-Clorometil-9-hidroxi-3-o0x0-3H-benzo[f]benzopirano (Obh-Cl)

Partiu-se de 2,7-diidroxinaftaleno (0,320 g; 2,0 x 107 mol) e procedeu-se de modo
semelhante ao descrito na preparagao do Obb-Cl (1a). Com o solido obtido efectuou-se
uma cromatografia “seca” (acetato de etilo/ n-hexano 6:4). Obteve-se o Obh-Cl (1b) na
forma de um sélido bege.

n=92%

p.f. 250,0-250,7 °C

Rf 0,35 (cloroférmio/ metanol 5,8: 0,2)

Amax 361 (etanol) (e 12190 M cm™)

vmax (KBr) 3287, 2930, 1689, 1624, 1597, 1542, 1467, 1438, 1406, 1363, 1306,
1256, 1234, 1218, 1195, 1138, 1044, 1001, 968, 850, 840, 773, 731, 702 cm™.

du (DMSO) 5,30 (2H, s, CH»), 6,76 (1H, s, H-2), 7,16 (1H, dd J 8,7 e 2,1 Hz, H-
8), 7,32 (1H, d J 8,7 Hz, H-5), 7,81 (1H, d J 2,1 Hz, H-10), 7,92 (1H, d J 9,0 Hz, H-7),
8,09 (1H, d J 9,0 Hz, H-6), 10,21 (1H, s, OH) ppm. Atribui¢cao confirmada com base na
técnica de dupla ressonancia.

d¢c (DMSO) 46,17 (CH,), 108,66 (C-10), 110,67 (C-4b), 113,90 (C-5), 115,77 (C-
2), 117,25 (C-8), 125,22 (C-6a), 130,31 (C-6b), 131,33 (C-7), 134,35 (C-6), 152,27 (C-
1), 155,35 (C-4a), 157,80 (C-9), 159,38 (C-3) ppm. Atribuicao confirmada com base em
técnicas de HMQC e de HMBC.

m/z (EI) Valor obtido: M, 260,0246. Valor tedrico para C14H9033 Cl 260,0240.

m/z (EI) Valor obtido: M, 262,0206. Valor tedrico para C14H9033 el 262,0211.
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[1¢] 1-Clorometil-9-metoxi-3-0x0-3H-benzo[f]benzopirano (Obm-Cl)
OCH;4

Partiu-se de 7-metoxi-2-naftol (0,348 g; 2,0 x 10~ mol) e procedeu-se de um modo
semelhante ao descrito na preparagao de Obb-Cl (1a). Com o so6lido obtido efectuou-se
uma cromatografia “seca” (acetato de etilo/ n-hexano 3:7), seguida de recristalizacdo de
acetato de etilo/ n-hexano. Obteve-se 0 Obm-Cl (1¢) na forma de um s6lido amarelo.

n=283%

p.f. 179,2-180,7 °C

Rf 0,58 (acetato de etilo/ n-hexano 3:4)

Amax 354 nm (etanol) (¢ 12826 M cm™)

vmax (KBr) 3068, 1739, 1626, 1585, 1548, 1521, 1445, 1430, 1346, 1286, 1242,
1218, 1168, 1148, 1054, 1021, 912, 899, 863, 837, 734 cm™.

du (CDCl) 4,02 (3H, s, OCH3), 4,98 (2H, s, CH»), 6,62 (1H, s, H-2), 7,24 (1H, dd
J9,0 e 2,4 Hz, H-8), 7,31 (1H, d J 9,0 Hz, H-5), 7,79-7,90 (2H, m, H-10 e H-7), 7,92
(1H, d J 9,0 Hz, H-6) ppm. Atribuicdo confirmada com base na técnica de dupla
ressonancia.

d¢ (CDCl3) 45,60 (CH>), 55,55 (OCH3), 105,71 (C-10), 111,80 (C-4b), 115,11 (C-
5), 117,02 (C-8), 117,24 (C-2), 126,29 (C-6a), 130,23 (C-6b), 131,15 (C-7), 133,93 (C-
6), 150,96 (C-1), 155,76 (C-4a), 159,69 (C-9), 159,99 (C-3) ppm. Atribuigdo
confirmada com base em técnicas de HMQC ¢ de HMBC.

Valores obtidos: C, 65,50; H, 4,21. Valores teoricos para C;sH;;0;Cl: C, 65,58; H,
4,04 %.
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2.2. Sintese dos acidos nafto[2,1-b]furan-1-il etandicos 2a-c

[2a] Acido nafto [2,1-b] furan-1-il etanodico (Nfu-OH)

Agitou-se, a temperatura de 80 °C, uma suspensdao de Obb-Cl (1a) (0,207 g; 8,46 x
10* mol) numa solucdo aquosa de NaOH 2M (5mL) durante 18 horas. Seguiu-se a
reac¢do por TLC (acetato de etilo/ n-hexano 3:7). Acidificou-se a mistura reaccional
com HCl 6M até reac¢ao do papel azul de Congo (pH = 2). O precipitado obtido
solubilizou em acetato de etilo. Extraiu-se a mistura com o mesmo solvente. Secou-se a
fase organica (MgSO,) e apds evaporacdo do solvente obteve-se um soélido que se
recristalizou de acetato de etilo/ n-hexano. O composto Nfu-OH (2a) surgiu como um
solido bege.

n=94%

p.f. 171,4-173,0 °C

Rf 0,28 (cloroférmio/ metanol 5.8: 0.2)

Amax 293 nm (etanol) (e 7442 M cm™)

vmax (KBr) 3550-3000, 2900, 1707, 1623, 1583, 1524, 1413, 1387, 1323, 1286,
1232, 1197, 1177, 1158, 1120, 1110, 1024, 992, 949, 939, 857, 830 cm™.

du (DMSO) 4,04 (2H, s, CH), 7,51 (1H, dt J 8,0 e 1,2 Hz, H-8), 7,60 (1H, dt J 8,0
e 1,2 Hz, H-7), 7,77 (1H, d J 9,0 Hz, H-4), 7,84 (1H, d J 9,0 Hz, H-5), 8,01 (1H, s, H-2),
8,04 (1H, d alargado J 8,1 Hz, H-9), 8,18 (1H, d alargado J 8,1 Hz, H-6), 12,60 (1H, s
alargado, OH) ppm.

d¢ (DMSO) 31,08 (CHy), 112,74 (C-4), 115,94 (C-1), 121,18 (C-3b), 123,14 (C-
6), 124,44 (C-8), 125,67 (C-5), 126,49 (C-7), 127,96 (C-5a), 129,01 (C-9), 130,36 (C-
5b), 143,64 (C-2), 152,69 (C-3a), 172,50 (CO,H) ppm.

m/z (EI) Valor obtido: M, 226,0634. Valor tedrico para C14H;003 226,0630.
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[2b] Acido 8-hidroxi-nafto [2,1-b] furan-1-il etandico (Nfh-OH)

Partiu-se de Obh-Cl (1b) (0,205 g; 7,86 x 10* mol) e procedeu-se de um modo
semelhante ao descrito na preparagao de Nfu-OH (2a). Seguiu-se a reac¢do por TLC
(cloroférmio/ metanol 5,8: 0,2). Obteve-se o Nfth-OH (2b) na forma de um solido
castanho.

n=96%

p.f. 167,8-169,0 °C

Rf 0,36 (cloroférmio/ metanol 5:2)

Amax 301 nm (etanol) (¢ 7970 M cm™)

vmax (KBr) 3365, 3107, 2926, 2860, 1715, 1636, 1533, 1471, 1419, 1388, 1360,
1334, 1286, 1259, 1239, 1193, 1173, 1107, 1033, 883, 860, 833 cm™.

Sy (DMSO) 3,97 (2H, s, CH»), 7,05 (1H, dd J 8,7 e 2,4 Hz, H-7), 7,44 (1H, d J 2,4
Hz, H-9), 7,49 (1H, d J 8,7 Hz, H-4), 7,67 (1H, d J 9,0 Hz, H-5), 7,85 (1H, d J 9,0 Hz,
H-6), 7,91 (1H, s, H-2), 9,84 (1H, s, OH), 12,57 (1H, s alargado, CO,H) ppm.
Atribuicao confirmada com base na técnica de dupla ressonancia.

d¢ (DMSO) 30,75 (CHy), 105,71 (C-9), 109,25 (C-4), 115,62 (C-1), 116,07 (C-7),
119,91 (C-3b), 124,49 (C-5a), 125,60 (C-5), 129,64 (C-5b), 130,44 (C-6), 142,79 (C-2),
153,11 (C-3a), 156,04 (C-8), 172,13 (CO,H) ppm. Atribuicdo confirmada com base em
técnicas de HMQC e de HMBC.

m/z (EI) Valor obtido: M, 242,0586. Valor tedrico para Ci4H;0O4 242,0579.
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[2¢] Acido 8-metoxi-nafto [2,1-b]furan-1-il etandico (Nfm-OH)

OCH,

Partiu-se de Obm-Cl (1¢) e procedeu-se de um modo semelhante ao descrito na
preparacao de Nfu-OH (2a). Seguiu-se a reaccdo por TLC (acetato de etilo/ n-hexano
6:4). Obteve-se o Nfm-OH (2¢) na forma de um so6lido acastanhado.

n=98%

p.f. 176,8 — 178,9 °C

Rf 0,51 (cloroférmio/ metanol 9,8: 0,2)

Amax 298 nm (etanol) (¢ 8436 M™' cm™)

vmax (KBr) 3442, 3103, 3016, 2966, 2922, 1703, 1627, 1602, 1523, 1468, 1409,
1383, 1358, 1281, 1259, 1232, 1201, 1179, 1135, 1120, 1107, 1040, 1023, 947, 876,
838, 833 cm™.

du (DMSO) 3,90 (3H, s, OCH3), 4,04 (2H, s, CH>), 7,14 (1H, dd /9,0 ¢ 2,5 Hz, H-
7), 7,56 (1H, s, H-9), 7,58 (1H, d J 9,0 Hz, H-4), 7,75 (1H, d J 9,0 Hz, H-5), 7,93 (1H, d
J 9,0 Hz, H-6), 7,96 (1H, s, H-2), 12,60 (1H, s alargado, OH) ppm. Atribuicdo
confirmada com base na técnica de dupla ressonancia.

d¢ (DMSO) 31,03 (CHy), 55,06 (OCHs), 102,99 (C-9), 110,09 (C-4), 115,74 (C-
1), 115,87 (C-7), 120,52 (C-3b), 125,21 (C-5a), 125,45 (C-5), 129,13 (C-5b), 130,41 (C-
6), 143,20 (C-2), 153,22 (C-3a), 157,78 (C-8), 172,62 (CO,H) ppm. Atribuigdo
confirmada com base em técnicas de HMQC ¢ de HMBC.

Valores obtidos: C, 70,48; H, 4,81. Valores teoricos para C;sH;,04: C, 70,30; H,
4,72%.
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2.3. Derivatizacdo de aminoacidos no N- e O- terminus com o0s
acidos 2a-c

[4a] Nfu-Val-OMe

CH(CH53),

Arrefeceu-se a 0 °C (banho de gelo), uma solugdo de Nfu-OH (2a) (0,090 g; 3,71 x
10* mol) em DMF (2 mL). Adicionou-se-lhe, com agitacdo HOBt (0,100 g; 7,42 x 10
mol). Deixou-se a solucdo a agitar durante 10 minutos, apds o que se adicionou DCC
(0,16 g; 7,80 x 10* mol) mantendo a temperatura a 0 °C. Apds 10 minutos juntou-se o
cloridrato do éster metilico da valina (3a) (0,137 g; 8,16 x 10* mol) em DMF (1 mL) e
trietilamina (0,114 mL; 8,16 x 10 mol). A mistura reaccional foi mantida sob agitacao,
a temperatura ambiente, durante 72 horas. Seguiu-se a reaccdo por TLC (acetato de
etilo/ n-hexano 4:6). O s6lido formado foi separado por filtracdo, a solug¢ao foi levada a
secura no vacuo e o residuo foi retomado de acetona. Depois de algumas horas no frio
separou-se a dicicloexilureia que ainda ndo tinha precipitado. O solvente foi evaporado
e com o residuo efectuou-se uma cromatografia “seca” (cloroformio/ n-hexano 9:1).
Isolou-se o Nfu-Val-OMe (4a) na forma de um sélido amarelo.

n=283%

p.f. 141,5-143,0 °C

Rf 0,85 (acetato de etilo/ n-hexano 1:1)

Amax 292 nm (etanol) (¢ 1758 M cm™)

vmax (KBr) 3290, 3279, 2960, 2929, 2852, 1809, 1742, 1658, 1651, 1584, 1538,
1464, 1437, 1388, 1372, 1312, 1266, 1205, 1151, 1107, 1022, 990, 931, 857, 804 cm".

du (CDCls) 0,56 (3H, d J 6,9 Hz, y-CH; Val), 0,66 (3H, d J 6,9 Hz, y-CH3 Val),
1,89-2,01 (1H, m, B-CH Val), 3,51 (3H, s, OCH; Val), 4,03 (2H, s, CH»), 4,5-4,60 (1H,
m, o-CH Val), 6,24 (1H, d J 9,0 Hz, a-NH Val), 7,45 (1H, dt J 7,2 ¢ 1,0 Hz, H-8), 7,57
(1H, dtJ 7,2 e 1,2 Hz, H-7), 7,65 (1H, d J 9,0 Hz, H-4), 7,75 (1H, d J 9,0 Hz, H-5), 7,76
(1H, s, H-2), 7,95 (1H, d J 8,7 Hz, H-9), 8,16 (1H, d J 8,4 Hz, H-6) ppm.
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d¢ (CDCl3) 17,4 (y-CH3 Val), 18,6 (y-CHs Val), 31,0 (B-CH Val), 33,8 (CH»), 51,9
(OCHs), 57,2 (a-CH Val), 112,6 (C-4), 115,3 (C-1), 120,5 (C-3b), 123,0 (C-6), 124,5
(C-8), 126,3 (C-5), 126,7 (C-7), 128,04 (C-5a), 129,0 (C-9), 130,7 (C-5b), 143,1 (C-2),
153,8 (C-3a), 169,8 (CONH), 171,9 (CO,CH3) ppm. Atribuicdo com base em técnicas
de HMQC e de HMBC.

m/z (EI) Valor obtido M", 339,1471. Valor tedrico para CyoH,1NO4 339,1471.

[4b] Nfh-Val-OMe

CH(CH5;),

Partiu-se de Nth-OH (2b) (0,090 g; 3,71 x 10 mol) e procedeu-se de um modo
semelhante ao descrito na preparacao de Nfu-Val-OMe (4a). Obteve-se o Nth-Val-OMe
(4b) na forma de um s6lido castanho claro.

n=57%

p.f. 145,3-145,9 °C

Rf 0,65 (acetato de etilo/ n-hexano 1:1)

Amax 300 nm (etanol) (¢ 17650 M cm™)

vmax (KBr) 3427, 3313, 2961, 2929, 1723, 1658, 1629, 1537, 1468, 1441, 1410,
1387, 1289, 1261, 1219, 1195, 1155, 1136, 1120, 1102, 1032, 994, 847, 834 cm’".

du (CDCl) 0,62 (3H, d J 6,9 Hz, y-CH; Val), 0,74 (3H, d J 6,9 Hz, y-CH; Val),
2,00-2,10 (1H, m, B-CH Val), 3,57 (3H, s, OCH; Val), 4,04 (2H, s, CH>), 4,52-4,62
(1H, m, a-CH Val), 6,45 (1H, d J 8,7 Hz, a-NH Val), 7,13 (1H, dd J 8,7 ¢ 2,4 Hz, H-7),
7,47 (1H, d J 8,7 Hz, H-4), 7,54 (1H, d J 2,4 Hz, H-9), 7,66 (1H, d J 9,0 Hz, H-5), 7,69
(1H, s, H-2), 7,82 (1H, d J 8,7 Hz, H-6), 8,16 (1H, s alargado, OH) ppm. Atribuicdo
confirmada com base na técnica de dupla ressonancia.

d¢ (CDCly) 17,43 (y-CH3 Val), 18,71 (y-CH; Val), 30,73 (B-C Val), 33,56 (CH,),
52,27 (OCHj3 Val), 57,57 (a-C Val), 105,78 (C-9), 109,72 (C-4), 114,68 (C-1), 116,20
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(C-7), 119,36 (C-3b), 125,29 (C-5a), 126,32 (C-5), 129,21 (C-5b), 130,79 (C-6), 142,74
(C-2), 154,39 (C-3a), 155,67 (C-8), 171,01 (CONH), 172,53 (CO,CH3) ppm. Atribuigdo
com base em técnicas de HMQC e de HMBC.

m/z (EI) Valor obtido: M, 355,1416. Valor tedrico para CyoH,NOs355,1420.

[4c] Nfm-Val-OMe
OCH;4

CH(CH5;),

Partiu-se de Nfm-OH (2¢) (0,095 g; 3,71 x 10 mol), usou-se o cloridrato do éster
metilico da valina (3a) (0,075 g; 4,45 x 10 mol) e procedeu-se de um modo semelhante
ao usado na preparacdo do Nfu-Val-OMe (4a). Com o sélido obtido efectuou-se uma
cromatografia “seca” (cloroférmio/ n-hexano 9:1). Obteve-se o Nfm-Val-OMe (4c¢)
como um solido castanho.

n=89%

p.f. 159,0-161,0 °C

Rf 0,48 (acetato de etilo/ n-hexano 4:6)

Amax 298 nm (etanol) (¢ 10196 M cm™)

vmax (KBr) 3442, 3295, 3116, 3078, 2998, 2964, 1739, 1658, 1630, 1603, 1545,
1525, 1474, 1432, 1410, 1383, 1358, 1290, 1232, 1202, 1183, 1120, 1038, 1027, 832
cm™.

ou (CDCls) 0,54 (3H, d J 6,9 Hz, y-CH;3 Val), 0,63 (3H, d J 6,9 Hz, y-CH; Val),
1,85-2,00 (1H, m, B-CH Val), 3,48 (3H, s, OCHs Val), 4,02 (3H, s, OCHj3), 4,03 (2H, s,
CH,), 4,46-4,56 (1H, m, a-CH Val), 6,11 (1H, d J 8,4 Hz, a-NH Val), 7,13 (1H, dd J
9,0 e 2,4 Hz, H-7), 7,50 (1H, s, H-9), 7,52 (1H, d J 9,0 Hz, H-4), 7,70 (1H, d J 8,7 Hz,
H-5), 7,74 (1H, s, H-2), 7,84 (1H, d J 9,0 Hz, H-6) ppm.

dc (CDCly) 17,47 (y-CHs Val), 18,55 (y-CHs Val), 30,91 (B-CH Val), 34,05 (CHa),
51,84 (OCHj; Val), 55,49 (OCHj3), 57,27 (a-CH Val), 102,43 (C-9), 110,00 (C-4),
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115,23 (C-1), 116,55 (C-7), 119,87 (C-3b), 125,54 (C-5a), 126,24 (C-5), 129,30 (C-5b),

130,34 (C-6), 142,65 (C-2), 155,45 (C-3a), 158,49 (C-8), 170,00 (CONH), 171,77

(CO,CHj3) ppm. Atribuigao confirmada com base em técnicas de HMQC e de HMBC.
m/z (EI) Valor obtido: M, 369,1560. Valor tedrico para C,;H23NOs 369,1576.

[4d] Nfm-Gly-OMe

Partiu-se de Nfm-OH (2¢) (0,177 g; 6,91 x 10* mol) e do cloridrato do éster
metilico da glicina (3b) (0,13 g; 1,04 x 10? mol) e procedeu-se de um modo semelhante
ao descrito na preparagao de Nfu-Val-OMe (4a). Com o s6lido obtido efectuou-se uma
cromatografia “seca” (acetato de etilo/ n-hexano 3:7). Obteve-se o Nfm-Gly-OMe (4d)
na forma de um solido branco.

n=95%

p.f. 171,9-174,0 °C

Rf 0,46 (acetato de etilo/ n-hexano 7:3)

Amax 297 nm (etanol) (¢ 7965 M cm™)

Vmax (nujol) 3280, 2954, 2924, 2854, 1741, 1652, 1628, 1556, 1522, 1463, 1435,
1413, 1377, 1272, 1259, 1247, 1228, 1197, 1176, 826 cm’.

du (CDCH) 3,57 (3H, s, OCHs Gly), 3,96 (3H, s, OCH3), 3,97 (2H, d J 4,5 Hz,
CH; Gly), 4,04 (2H, s, CH>), 6,18 (1H, s alargado, o-NH Gly), 7,15 (1H, dd J 9,0 e 2,4
Hz, H-7), 7,50-7,55 (2H, m, H-4 ¢ H-9), 7,70 (1H, d J 8,7 Hz, H-5), 7,74 (1H, s, H-2),
7,85 (1H, d J 9,0 Hz, H-6) ppm.

d¢ (CDCls) 33,74 (CHp), 41,27 (CHz Gly), 52,12 (OCH;3 Gly), 55,51 (OCHj3),
102,37 (C-9), 110,01 (C-4), 115,01 (C-1), 116,61 (C-7), 119,96 (C-3b), 125,53 (C-5a),
126,23 (C-5), 129,33 (C-5b), 130,34 (C-6), 142,75 (C-2), 154,40 (C-3a), 158,55 (C-8),
169,73 (CONH), 170,45 (CO,CHj3) ppm. Atribuigao confirmada com base em técnicas
de HMQC e de HMBC.

m/z (EI) Valor obtido: M", 327,1100. Valor tedrico para C;3sH;7NOs 327,1107.
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[4e] Nfm-Ala-OMe

Partiu-se de Nfm-OH (2¢) (0,104 g; 4,06 x 10 mol), usou-se o cloridrato do éster
metilico da alanina (3¢) (0,054 g; 3,90 x 10* mol) e procedeu-se de um modo
semelhante ao usado na preparacao de Nfu-Val-OMe (4a). Com o soélido obtido
efectuou-se uma cromatografia “seca” (acetato de etilo/ n-hexano 3:7). Obteve-se o
Nfm-Ala-OMe (4e) na forma de um sélido branco.

n=90%

p.f. 190,1-192,0 °C

Rf 0,32 (acetato de etilo/ n-hexano 4:6)

Amax 298 nm (etanol) (¢ 6456 M cm™)

vmax (KBr) 3435, 3299, 2961, 2926, 1741, 1654, 1630, 1601, 1543, 1475, 1454,
1407, 1384, 1359, 1261, 1232, 1201, 1185, 1154, 1021, 829, 802 cm’".

du (CDCl3) 1,20 (3H, d J 7,2 Hz, B-CHs Ala), 3,50 (3H, s, OCH3 Ala), 3,95 (3H,
s, OCH3), 3,99 (2H, s, CH>), 4,50-4,65 (1H, m, a-CH Ala), 6,22 (1H, d J 7,5 Hz, a-NH
Ala), 7,14 (1H, dd J 9,0 e 2,7 Hz, H-7), 7,52 (2H, d J 9,0, H-9 e H-4), 7,66 (1H, d J 9,0
Hz, H-5), 7,72 (1H, s, H-2), 7,84 (1H, d J 9,0 Hz, H-6) ppm.

d¢ (CDCl3) 18,00 (B-CH; Ala), 33,90 (CH,), 48,08 (a-CH Ala), 52,16 (OCHj3
Ala), 55,49 (OCH3), 102,42 (C-9), 110,02 (C-4), 115,09 (C-1), 116,55 (C-7), 119,97 (C-
3b), 125,55 (C-5a), 126,19 (C-5), 129,33 (C-5b), 130,32 (C-6), 142,66 (C-2), 154,41 (C-
3a), 158,48 (C-8), 169,71 (CONH), 172,74 (CO,CHs3) ppm. Atribui¢do confirmada com
base em técnicas de HMQC ¢ de HMBC.

m/z (EI) Valor obtido: M, 341,1265. Valor tedrico para C19H;oNOs 341,1263.

[4f] Nfm-Phe-OMe

Partiu-se de Nfm-OH (2¢) (0,095 g; 3,71 x 10 mol), usou-se o cloridrato do éster
metilico da fenilalanina (3d) (0,096 g; 4,45 x 10* mol) e procedeu-se de um modo
semelhante ao usado na preparacao de Nfu-Val-OMe (4a). Com o soélido obtido
efectuou-se uma cromatografia “seca” (acetato de etilo/ n-hexano 4:6). Obteve-se o
Nfm-Phe-OMe (4f) na forma de um s6lido branco.

n="72%

p.f. 146,3-148,4 °C
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Rf 0,38 (acetato de etilo/ n-hexano 4:6)

Amax 298 nm (etanol) (¢ 8261 M cm™)

vmax (KBr) 3284, 2958, 2927, 2852, 1750, 1662, 1625, 1543, 1524, 1468, 1431,
1362, 1262, 1224, 1199, 1174, 1099, 1017, 823, 792 cm™.

du (CDCls) 2,80-2,96 (2H, m, B-CH; Phe), 3,57 (3H, s, OCH3 Phe), 3,93 (3H, s,
OCH3), 3,96 (2H, s, CH,), 4,80-4,90 (1H, m, a-CH Phe), 6,05 (1H, d J 8,1 Hz, a-NH
Phe), 6,47 (2H, d alargado J 7,5 Hz, H-2 e H-6 Phe), 6,79 (2H, t alargado J 7,5 Hz, H-3
e H-5 Phe), 6,96 (1H, t alargado J 7,5 Hz, H-4 Phe), 7,14 (1H, dd J 9,0 e 2,1 Hz, H-7),
7,48 (1H, d J 2,1 Hz, H-9), 7,52 (1H, d J 9,0 Hz, H-4), 7,62 (1H, s, H-2), 7,73 (1H, d J
9,0 Hz, H-5), 7,85 (1H, d J 9,0 Hz, H-6) ppm. Atribuicdo confirmada com base na
técnica de dupla ressonancia.

d¢ (CDCls) 33,97 (CHy), 37,57 (B-CH; Phe), 52,15 (OCHs Phe), 52,87 (a-CH
Phe), 55,56 (OCHs), 102,32 (C-9), 109,99 (C-4), 115,04 (C-1), 116,77 (C-7), 120,00 (C-
3b), 125,63 (C-5a), 126,26 (C-5), 126,85 (C-4 Phe), 128,13 (C-3 e C-5 Phe), 128,52 (C-
2 e C-6 Phe), 129,41 (C-5b), 130,37 (C-6), 134,90 (C-1 Phe), 142,66 (C-2), 154,44 (C-
3a), 158,65 (C-8), 169,75 (CONH), 171,38 (CO,CH3) ppm. Atribuigdo confirmada com
base em técnicas de HMQC ¢ de HMBC.

m/z (EI) Valor obtido: M", 417,1588. Valor tedrico para CsH,3NOs 417,1576.

[4g] Nfm-Asp(OMe)-OMe

Partiu-se de Nfm-OH (2¢) (0,10 g; 3,90 x 10 mol), usou-se 0 H-Asp(OMe)-OMe
(3e) (0,193 g; 9,75 x 10* mol) e procedeu-se de um modo semelhante ao usado na
preparacdo de Nfu-Val-OMe (4a). Com o sélido obtido efectuou-se uma cromatografia
“seca” (acetato de etilo/ n-hexano 4:6). Obteve-se o Nfm-Asp(OMe)-OMe (4g) na
forma de um solido branco.

n=98 %

p.f. 136,8-137,7 °C

Rf 0,46 (acetato de etilo/ n-hexano 6:4)

Amax 298 nm (etanol) (¢ 7856 M cm™)

vmax (KBr) 3333, 2954, 2924, 2854, 1739, 1648, 1627, 1598, 1519, 1463, 1436,
1400, 1378, 1304, 1228, 1200, 1178, 1120, 1107, 1060, 1040, 1024 cm™.
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'H (CDCl) 2,60-2,70 (1H, m, p-CH Asp), 2,80-2,90 (1H, m, B-CH Asp), 3,15
(3H, s, OCHs Asp, cadeia lateral), 3,49 (3H, s, OCHj3; Asp, cadeia principal), 3,95 (3H,
s, OCH3), 4,00 (2H, s, CH,), 4,78-4,87 (1H, m, a-CH Asp), 6,69 (1H, d J 7,5 Hz, a-NH
Asp), 7,13 (1H, dd J 2,40 e 8,9 Hz, H-7), 7,45 (1H, d J 2,4 Hz, H-9), 7,50 (1H, d J 9,0
Hz, H-4), 7,66 (1H, d J 8,7 Hz, H-5), 7,72 (1H, s, H-2), 7,82 (1H, d J 9,0 Hz, H-6) ppm.

C (CDCl) 33, 86 (CH,), 35,60 (B-CH, Asp), 48,45 (a-CH Asp), 51,49 (OCH;
Asp, cadeia lateral), 52,50 (OCH3 Asp, cadeia principal), 55,48 (OCH3), 102,34 (C-9),
110,12 (C-4), 114,91 (C-1), 116,47 (C-7), 119, 90 (C-3b), 125,51 (C-5a), 126,06 (C-5),
129,30 (C-5b), 130,28 (C-6), 142,75 (C-2), 154,43 (C-3a), 158,45 (C-8), 170,00
(CONH), 170,58 (CO,CHj3 Asp, cadeia principal), 170,70 (CO,CH3 Asp, cadeia lateral)
ppm. Atribui¢do confirmada com base em técnicas de HMQC e de HMBC.

m/z (EI) Valor obtido: M, 399,1319. Valor tedrico para C;;H;NO7 399,1318.

[4h] Nfm-Glu(OMe)-OMe

Partiu-se de Nfm-OH (2¢) (0,10 g; 3,90 x 10 mol), usou-se 0 H-Glu(OMe)-OMe
(3f) (0,193 g; 9,75 x 10* mol) e procedeu-se de um modo semelhante ao usado na
preparacdo de Nfu-Val-OMe (4a). Com o sélido obtido efectuou-se uma cromatografia
“seca” (acetato de etilo/ n-hexano 2:8). Obteve-se o Nfm-Glu(OMe)-OMe (4h) na
forma de um sélido branco amarelado.

n=98 %

p.f. 166,3-169,0 °C

Rf 0,48 (acetato de etilo/ n-hexano 7:3)

Amax 298 nm (etanol) (¢ 6716 M cm™)

vmax (nujol) 3311, 2954, 2925, 2854, 1761, 1715, 1651, 1628, 1531, 1463, 1377,
1271, 1230, 1177, 1134, 1120, 1035, 1018, 829 cm™.

du (CDCly) 1,60-1,80 (2H, m, B-CH; Glu), 1,82-2,00 (2H, m, y-CH, Glu), 3,49
(3H, s, OCH; Glu), 3,50 (3H, s, OCH3 Glu), 3,94 (3H, s, OCHs), 3,99 (2H, s, CH»),
4,52-4,64 (1H, m, a-CH Glu), 6,42 (1H, d J 7,8 Hz, a-NH Glu), 7,12 (1H, dd J 8,9 Hz e
2,4 Hz, H-7), 7,44-7,55 (2H, m, H-9 e H-4), 7,65-7,75 (2H, m, H-5 e H-2), 7,82 (1H, d J
9,0 Hz, H-6) ppm.
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d¢ (CDCly) 26,63 (B-CHz Glu), 29,34 (y-CH, Glu), 33,93 (CHy), 51,58 (OCHs3
Glu, cadeia principal), 51,72 (a-CH Glu), 52,23 (OCHs Glu, cadeia lateral), 55,46
(OCHs), 102,28 (C-9), 110,02 (C-4), 115,00 (C-1), 116,52 (C-7), 119,94 (C-3b), 125,53
(C-5a), 126,19 (C-5), 129,28 (C-5b), 130,35 (C-6), 142,74 (C-2), 154,43 (C-3a), 158,55
(C-8), 170,31 (CONH), 171,61 (CO,CH3 Glu, cadeia principal), 172,86 (CO,CHj; Glu,
cadeia lateral) ppm. Atribuicdo confirmada com base em técnicas de HMQC e de
HMBC.

m/z (EI) Valor obtido: M, 413,1476. Valor tedrico para Cy,H,3NO7 413,1475.

[6] Ac-Lys(Nfm)-OMe

Partiu-se de Nfm-OH (2¢) (0,10 g; 3,90 x 10* mol), usou-se Ac-Lys-OMe (5)
(0,093 g; 3,90 x 10* mol) e procedeu-se de um modo semelhante ao usado na
preparacdo de Nfm-Val-OMe (4a). Com o s6lido obtido efectuou-se uma cromatografia
“seca” (acetato de etilo/ n-hexano 3:7). Obteve-se o Ac-Lys(Nfm)-OMe (6) na forma de
um sélido branco.

n="71%

p.f. 185,7-186,9 °C

Rf 0,46 (cloroférmio/ metanol 5,8: 0,2)

Amax 297 nm (etanol) (¢ 5333 M cm™)

vmax (KBr) 3289, 3077, 2951, 2931, 2859, 1748, 1651, 1633, 1601, 1550, 1525,
1474, 1464, 1454, 1434, 1415, 1375, 1359, 1290, 1258, 1231, 1200, 1180, 1146, 830
cm™.

ou (CDCl) 0,95-1,15 (2H, m, y-CH; Lys), 1,20-1,50 (4H, m, B-CH; Lys e 6-CH>
Lys), 1,97 (3H, s, CH; Ac), 3,00-3,60 (2H, m, e-CH; Lys), 3,69 (3H, s, OCHj3 Lys), 3,96
(5H, s, OCH; e CH,), 4,35-4,45 (1H, m, a-CH Lys), 5,82 (1H, t J 6,0 Hz, NH Lys,
cadeia lateral), 5,95 (1H, d J 7,8 Hz, a-NH Lys), 7,15 (1H, dd J 9,0 ¢ 2,4 Hz, H-7), 7,49
(1H, d J 2,4 Hz, H-9), 7,52 (1H, d J 9,0 Hz, H-4), 7,70 (1H, s, H-2), 7,72 (1H, d J 9,0
Hz, H-5), 7,85 (1H, d J 9,0 Hz, H-6) ppm. Atribuicao confirmada com base na técnica
de dupla ressonancia.

dc (CDCl3) 22,23 (y-CH; Lys), 23,00 (CHs Ac), 28,84 (B-CH» Lys), 31,65 (6-CH>
Lys), 33,97 (CH»), 39,07 (e-CH, Lys), 51,73 (a-CH Lys), 52,28 (OCHj3 Lys), 55,57
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(OCHs), 102,50 (C-9), 110,05 (C-4), 115,36 (C-1), 116,55 (C-7), 119,98 (C-3b), 125,52
(C-5a), 126,25 (C-5), 129,32 (C-5b), 130,40 (C-6), 142,72 (C-2), 154,41 (C-3a), 158,58
(C-8), 169,90 (CONH Ac), 170,32 (CONH), 172,84 (CO,CH3) ppm. Atribuigdo
confirmada com base em técnicas e HMQC ¢ de HMBC.

m/z (EI) Valor obtido: M", 440,1948. Valor tedrico para C4H3N,>Og 440,1947.

[8] Boc-Ser(Nfm)-OMe

Partiu-se de Nfm-OH (2¢) (0,095 g; 3,71 x 10 mol), usou-se Boc-Ser-OMe (7)
(0,097 g; 445 x 10* mol) e procedeu-se de um modo semelhante ao usado na
preparacdo de Nfu-Val-OMe (4a). Com o sélido obtido efectuou-se uma cromatografia
“seca” (acetato de etilo/ n-hexano 2:8). Obteve-se o Boc-Ser(Nfm)-OMe (8) na forma
de um 6leo incolor.

n=>54%

Rf 0,47 (acetato de etilo/ n-hexano 4:6)

Amax 298 nm etanol (¢ 12705 M! cm'l)

vmax (KBr) 3376, 2977, 2839, 1745, 1720, 1707, 1629, 1598, 1519, 1505, 1474,
1436, 1367, 1232, 1161, 1121, 1060, 1022, 950, 876, 830 cm".

du (CDCl) 1,42 (9H, s, C(CH3)3) 3,45 (3H, s, OCHs; Ser), 3,99 (3H, s, OCH3),
4,07 (2H, s, CH,), 4,40-4,48 (2H, m, B-CH; Ser), 4,50-4,60 (1H, m, a-CH Ser), 5,18
(1H, d J 7,5 Hz, a-NH Ser), 7,16 (1H, dd J 8,9 e 2,7 Hz, H-7), 7,51 (1H, d J 9,0 Hz, H-
4), 7,58 (1H, d J 2,7 Hz, H-9), 7,67 (1H, d J 9,0 Hz, H-5), 7,69 (1H, s, H-2),7,86 (1H, d
J 9,0 Hz, H-6) ppm. Atribui¢cdo confirmada com base em técnicas de dupla ressonancia.

d¢ (CDCl3) 28,20 (C(CHjs)3), 31,73 (CHy), 52,42 (OCH3; Ser), 52,78 (a-CH Ser),
55,42 (OCH3), 65,06 (B-CH; Ser), 80,31 (C(CHj3)s), 103,08 (C-9), 110,22 (C-4), 114,23
(C-1), 115,65 (C-7), 120,15 (C-3b), 125,70 (C-5a), 125,77 (C-5), 129,36 (C-5b), 130,51
(C-6), 142,45 (C-2), 153,99 (C-3a), 155,07 (CO,(CHs)s), 158,27 (C-8), 169,73
(CO,CH3), 170,43 (CO,CH;) ppm. Atribuicdo confirmada com base em técnicas de
HMQC e de HMBC.

m/z (EI) Valor obtido: M", 457,1736. Valor tedrico para C4H,7NOg 457,1737.
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2.4. Estudos de estabilidade quimica do sistema fluorescente

2.4.1. Hidrogenacio catalitica

A uma suspensido de Nfm-Phe-OMe (4f) (4,0 x 107 g; 9,58 x 10 mol) em
metanol (1,0 mL) adicionou-se 1,4-cicloexadieno (9,6 x 102 mL; 2,58 x 10 mol) e PdC
(0,014 g). A mistura reaccional refluxou durante 7 horas. Seguiu-se a reac¢dao por TLC
(acetato de etilo/ n-hexano 4:6). Filtrou-se o so6lido, evaporou-se a solugao no vacuo e

surgiu um sélido branco que se verificou (RMN de 'H, CDCl;) ser o composto de

partida (3,8 x 107 g; 95%).

2.4.2. Acidélise
i) TFA

Agitou-se, a temperatura ambiente, durante 4 horas, uma solucdo de Nfm-Phe-
OMe (4f) (2,2 x 107 g; 5,27 x 10” mol) em TFA (0,49 mL). Adicionou-se mais TFA
(0,25 mL) e manteve-se nas condi¢des descritas durante mais 1 hora. Seguiu-se a
reac¢ao por TLC (acetato de etilo/ n-hexano 6:4)

Evaporou-se o TFA no vacuo e surgiu um s6lido branco que se verificou (RMN de

'H, CDCls) ser o composto de partida (2,2 x 107 g; 100%).

ii) HC1 6M

Agitou-se a temperatura ambiente, durante 1 hora, Nfm-Phe-OMe (4f) (2,01 x 107
g; 4,36 x 10” mol) em HCI 6M (0,2 mL). Seguiu-se a reacgdo por TLC (acetato de etilo/
n-hexano 4:6) Evaporou-se o HCI no véacuo e surgiu um s6lido branco (2,01 x 107 g

100%) que se verificou (RMN de 'H, CDCls) ser o composto de partida.

2.4.3. Aminolise

A uma solu¢do de Nfm-Phe-OMe (4f) (2,0 x 107 g 4,79 x 10° mol) em
acetonitrilo seco (1,5 mL), adicionou-se N, N-dietilaminoetilamina (DEAEA) (4,1 x 10

mL; 2,87 x 10 mol) e manteve-se com agitacdo, a temperatura ambiente, durante 27
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horas. Seguiu-se a reaccdo por TLC (acetato de etilo/ n-hexano 4:6). Evaporou-se o
solvente e com o residuo obtido efectuou-se cromatografia em coluna (cloroférmio/ n-
hexano 6:1). Obteve-se um sélido oleoso (1,7 x 107 g; 85%) que se verificou (RMN de
'H, CDCl) ser o composto de partida.

2.4.4. Reducao quimica

A uma solu¢do de Nfm-Phe-OMe (4f) (2,0 x 107 g; 4,33 x 10” mol) em metanol
seco (2 mL), adicionou-se magnésio (1,0 x 107 g; 4,11 x 10° mol) e sonicou-se durante
2 horas e 30 minutos. Adicionou-se mais magnésio (3,2 x 102 g 1,32 x 10° mol), em
pequenas porcdes (1,0 x 107 g cada) e sonicou-se durante mais 7 horas. Seguiu-se a
reac¢ao por TLC (acetato de etilo/ n-hexano 4:6).

Adicionou-se a mistura reaccional uma solucao saturada de cloreto de amonia (4
mL). Extraiu-se com acetato de etilo, secou-se a camada orgéanica (MgSO.) e apds
remogio do solvente por evaporagio obteve-se um 6leo incolor (1,9 x 107 g; 95%) que

se verificou (RMN de 'H, CDClL) ser o composto de partida.

2.4.5. Hidrolise alcalina

Arrefeceu-se uma solucdo de Nfim-Phe-OMe (4f) (2,0 x 107 g; 4,79 x 10” mol)
em 1,4-dioxano (2 mL), a temperatura de 0°C (banho de gelo) e adicionou-se
gradualmente, com agitacdo, uma solucdo aquosa de NaOH 1M (7,2 x 102 mL; 7,19 x
10 mol). Manteve-se nas condigdes descritas durante 5 horas. Seguiu-se a reacgdo por
TLC (cloroférmio).

Ajustou-se o pH da mistura reaccional a 3 por adicdo de uma solucdo aquosa de
KHSO4 1M e extraiu-se com cloroféormio. Secou-se a fase orgéanica (MgSO4) e apos
evaporacao do solvente obteve-se o0 Nfm-Phe-OH (9) na forma de um sélido amarelado.

n =100%

p.f. 191,0-193,0 °C

vmax (Nujol) 3399, 3383, 2954, 2923, 2854, 2586, 1731, 1626, 1538, 1522, 1497,
1463, 1455, 1431, 1418, 1378, 1357, 1259, 1228, 1208, 1178, 1122, 1103, 1084, 1037,
1016, 831 cm™.
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du (CDCls) 2,80-2,90 (2H, m, B-CH; Phe), 3,87 (3H, s, OCH3), 3,95 (2H, s, CH,),
4,80-4,90 (1H, m, a-CH Phe), 6,12 (1H, d J 7,8 Hz, a-NH Phe), 6,48 (2H, d J 6,9 Hz,
H-2 e H-6 Phe), 6,73 (2H, t J 7,5 Hz, H-3 e H-5 Phe), 6,91 (1H, t J 7,5 Hz, H-4 Phe),
7,13 (1H, dd J 9,3 e 2,4 Hz, H-7), 7,41 (1H, d J 2,4 Hz, H-9), 7,52 (1H, d J 9,0 Hz, H-
4), 7,58 (1H, s, H-2), 7,72 (1H, d J 8,7 Hz, H-5), 7,85 (1H, d J 9,0 Hz, H-6) ppm.

d¢ (CDCls) 33,72 (CH>), 36,92 (B-CH» Phe), 52,91 (a-CH Phe) , 55,51 (OCH3),
102,20 (C-9), 109,99 (C-4), 114,63 (C-1), 116,80 (C-7), 119,84 (C-3b), 125,67 (C-5a),
126,36 (C-5), 126,98 (C-4 Phe), 128,19 (C-3 e C-5 Phe), 128,56 (C-2 e C-6 Phe),
129,34 (C-5b), 130,44 (C-6), 134,53 (C-1), 142,83 (C-2), 154,47 (C-3a), 158,67 (C-8)
170,88 (CONH), 174,16 (CO,H) ppm.

m/z (FAB) Valor obtido: 403,1432. Valor teérico para C,4H,1NOs 403,1420.

3. Aplicacio de 1-clorometil-3-o0x0-3H-benzo[f]benzopiranos
la-c a aminoacidos

3.1. Derivatiza¢ao de aminoacidos no C- ferminus com os cloretos
de metilo 1a-c

[11a] Z-Phe-Obb

1 11
CH,~0—C—C-N-C-0—CH,~<_)

A uma solucdo de Obb-Cl (1a) (0,106 g; 4,30 x 10* mol) em DMF (1,5 mL)
adicionou-se, com agitagdo, a temperatura ambiente, fluoreto de potéssio (0,076 g; 1,30
x 10 mol) e Z-Phe-OH (10a) (0,130 g; 4,30 x 10* mol). A mistura reaccional foi
mantida em agitacdo durante 25 horas. Seguiu-se a reac¢do por TLC (acetato de etilo/ n-
hexano 4:6). O solido formado foi separado por filtragdo, a solugdo foi levada a secura
no vacuo e com o residuo obtido efectuou-se cromatografia “seca” (acetato de etilo/ n-
hexano 3:7). Ap0s recristalizagdao de acetato de etilo/ n-hexano, obteve-se o Z-Phe-Obb

(11a) na forma de um s6lido branco.
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n=96%

p.f. 127,8-129,8 °C

Rf 0,58 (acetato de etilo/ n-hexano 4:6)

Amax 345 nm (etanol) (¢ 10664 M cm™)

vmax (KBr) 3287, 3028, 2963, 2918, 2848, 1740, 1728, 1686, 1553, 1532, 1496,
1455, 1413, 1340, 1290, 1258, 1207, 1198, 1166, 1052, 1019, 822, 803 cm™".

du (CDCl) 3,17 (2H, d J 6,3 Hz, B-CH; Phe), 4,62-4,82 (1H, m, a-CH Phe), 5,02-
5,20 (2H, m, CH; Z), 5,30 (1H, d J 7,8 Hz, a-NH Phe), 5,60-5,76 (2H, m, CH>), 6,54
(1H, s, H-2), 7,10-7,18 (2H, m, 2x Ar-H Phe), 7,20-7,30 (3H, m, 3x Ar-H Phe), 7,32-
7,40 (5H, m, 5x Ar-H Z), 7,49 (1H, d J 8,7 Hz, H-5), 7,59 (1H, t J 6,9 Hz, H-8), 7,67
(1H, dtJ 8,3 e 1,5 Hz, H-9), 7,94 (1H, dd J 8,0 e 1,2 Hz, H-7), 8,01 (1H, d J 9,0 Hz, H-
6), 8,08 (1H, d J 8,4 Hz, H-10) ppm. Atribuicdo confirmada com base na técnica de
dupla ressonancia.

d¢ (CDCl3) 38,10 (CHz Phe), 55,17 (a-CH Phe), 64,94 (CH,), 67,22 (CH, Z),
112,44 (C-4b), 113,78 (C-2), 117,78 (C-5), 124,54 (C-10), 125,74 (C-8), 127,44 (C-4
Phe) 128,18 (C-4 Z), 128,23 (C-3 e C-5 Phe), 128,49 (C-2 e C-6 Z), 128,61 (C-9),
128,80 (C-3 e C-5 Z) 128,97 (C-6b), 129,04 (C-2 e C-6 Phe), 129,92 (C-7), 131,24 (C-
6a), 134,11 (C-6), 135,11 (C-1 Phe), 135,95 (C-1 Z), 149,85 (C-1), 154,86 (C-4a),
155,69 (CONH), 159,84 (C-3), 171,10 (CO,CHj3) ppm. Atribui¢do confirmada com base
em técnicas de HMQC e de HMBC.

Valores obtidos: C, 73,28; H, 4,98; N, 2,85. Valores tedricos para Cs3;HysNOg: C,
73,36; H, 4,97; N, 2,76%.

[11b] Z-Phe-Obh

[ T |
CH,—0—C—C-N-C—0—CH,~_)

Partiu-se de Obh-Cl (1b) (0,100 g; 3,84 x 10* mol), usou-se Z-Phe-OH (10a)

(0,115 g; 3,84 x 10* mol) e procedeu-se de um modo semelhante ao descrito na
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preparacdo de Z-Phe-Obb (11a). Com o residuo obtido efectuou-se cromatografia
“seca” (acetato de etilo/ n-hexano 3:7). Obteve-se o Z-Phe-Obh (11b) na forma de um
solido branco.

n=281%

p.f. 189,6-190,7 °C

Rf 0,31 (acetato de etilo/ n-hexano 4:6)

Amax 360 nm (etanol) (¢ 10174 M cm™)

Vmax (nujol) 3346, 3299, 2954, 2924, 2854, 1744, 1710, 1685, 1622, 1553, 1538,
1463, 1456, 1366, 1333, 1290, 1253, 1232, 1215, 1195, 1163, 1140, 1048, 1014, 987,
963, 883 cm™.

du (CDCl3) 3,00-3,10 (2H, m, B-CH, Phe), 4,40-4,54 (1H, m, a-CH Phe), 4,95
(1H, d J 12,0 Hz, CH»), 5,10-5,20 (2H, m, CH, Z), 5,36 (1H, d J 5,1 Hz, a-NH Phe),
5,48 (1H, d J 11,7 Hz, CH,), 6,26 (1H, s, H-2), 7,14-7,24 (2H, m, H-8 ¢ 1x Ar-H Phe),
7,28 (3H, d J 8,7 Hz, H-5 e 2x Ar-H Phe), 7,32-7,42 (7H, m, 2x Ar-H Phe e 5x Ar-H Z),
7,61 (1H, d J 1,8 Hz, H-10), 7,80 (1H, d J 8,7 Hz, H-7), 7,91 (1H, d J 9,0 Hz, H-6), 8,44
(1H, s, OH) ppm. Atribui¢ao confirmada com base na técnica de dupla ressonancia.

d¢ (CDCl3) 37,05 (B-CH; Phe), 56,26 (a-CH Phe), 66,66 (CH>), 68,26 (CH; Z),
107,54 (C-10), 112,30 (C-4b), 114,39 (C-5), 117,79 (C-8), 118,68 (C-2), 125,93 (C-6a)
127,87 (1x Ar-C Phe), 128,39 (1x Ar-C Z), 128,65 (2x Ar-C Z), 128,96 (2x Ar-C Phe),
129,07 (2x Ar-C Z), 130,61 (C-6b), 131,50 (C-7), 134,15 (2x Ar-C Phe), 134,61 (C-6),
134,80 (C-1 Phe e C-1 Z), 148,10 (C-1), 155,78 (C-4a), 156,86 (CONH), 157,59 (C-9),
160,07 (C-3), 171,60 (CO,CH;) ppm. Atribui¢ao confirmada com base em técnicas de
HMQC e de HMBC.

(m/z) (EI) Valor obtido M, 523,1611. Valor tedrico para C3;H,sNO7 523,1631.
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[11c] Z-Phe-Obm

[ T |
CH,—0—C—C-N-C—0—CH,~_)

Partiu-se de Obm-Cl (1¢) (0,104 g; 3,8 x 10* mol), usando Z-Phe-OH (10b)
(0,113 g; 3,8 x 10* mol) e procedeu-se de um modo semelhante ao descrito na
preparacdo de Z-Phe-Obb (11a). Com o residuo obtido efectuou-se uma cromatografia
“seca” (acetato de etilo/ n-hexano 3:7). Obteve-se o Z-Phe-Obm (11¢) na forma de um
solido amarelo claro.

n=71%

p.f. 180,8-182,1 °C

Rf 0,45 (acetato de etilo/ n-hexano 3:7)

Amax 347 nm (etanol) (¢ 12075 M cm™)

vmax (nujol) 3285, 2954, 2925, 2854, 1746, 1664, 1630, 1549, 1463, 1409, 1378,
1366, 1275, 1248, 1233, 1201, 1183, 1104, 1086, 1038, 1021 cm.

du (CDCl) 3,16 (2H, d J 6,6 Hz, B-CH; Phe), 3,95 (3H, s, OCHs3), 4,72-4,84 (1H,
m, o.-CH Phe), 5,02-5,16 (2H, m, CH, Z), 5,28 (1H, d J 8,1 Hz, a-NH Phe), 5,66 (2H, s,
CH,), 6,50 (1H, s, H-2), 7,08-7,16 (2H, m, H-3 e H-5 Phe), 7,19-7,28 (3H, m, H-2, H-4
e H-6 Phe), 7,30-7,40 (7H, m, H-5, H-8 e 5x Ar-H Z), 7,42 (1H, s, H-10), 7,85 (1H, d J
9,0 Hz, H-7), 7,93 (1H, d J 9,0 Hz, H-6) ppm.

d¢ (CDCl3) 38,21 (B-CH; Phe), 55,17 (a-CH Phe), 55,44 (OCHs), 64,96 (CH,),
67,25 (CH; Z), 105,58 (C-10), 111,82 (C-4b), 113,62 (C-2), 115,28 (C-5), 116,69 (C-8),
126,34 (C-6a), 127,45 (C-4 Phe), 128,19 (C-4 Z), 128,26 (C-3 e C-5 Phe), 128,51 (C-2 ¢
C-6 7), 128,80 (C-3 e C-5 Z), 129,03 (C-2 e C-6 Phe), 130,51 (C-6b), 131,34 (C-7),
133,81 (C-6), 135,07 (C-1 Phe), 135,95 (C-1 Z), 149,64 (C-1), 155,58 (C-4a ¢ CONH),
159,71 (C-9), 160,00 (C-3), 171,16 (CO,CH;) ppm. Atribuicdo confirmada com base
em técnicas de HMQC e de HMBC.

m/z (EI) Valor obtido: M, 537,1798. Valor tedrico para C3;H,7NO7537,1788.
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[11d] Z-Gly-Obm

Partiu-se de Obm-Cl (1¢) (0,100 g; 3,64 x 10* mol), usou-se Z-Gly-OH (10b)
(0,076 g; 3,64 x 10* mol) e procedeu-se de um modo semelhante ao descrito na
preparacdo de Z-Phe-Obb (11a). Com o residuo obtido efectuou-se uma cromatografia
“seca” (acetato de etilo/ n-hexano 4:6). Obteve-se 0 Z-Gly-Obm (11d) na forma de um
solido branco amarelado.

n=86%

p.f. 181,6-184,0 °C

Rf 0,51 (acetato de etilo/ n-hexano 4:6)

Amax 347 nm (g 11436 M cm™)

vmax (nujol) 3413, 2954, 2924, 2854, 1757, 1721, 1625, 1553, 1516, 1401, 1368,
1341, 1272, 1232, 1170, 1054, 1016 cm™.

du (CDCl) 3,97 (3H, s, OCH3), 4,18 (2H, d J 5,7 Hz, CH; Gly), 5,16 (2H, s, CH;
Z), 5,35 (1H, s alargado, a-NH Gly), 5,77 (2H, s, CH»), 6,66 (1H, s, H-2), 7,24 (1H, dd
J9,0 e 2,4 Hz, H-8), 7,30-7,40 (6H, m, H-5 e 5x Ar-H Z), 7,42 (1H, s, H-10), 7,84 (1H,
d J9,0 Hz, H-7), 7,93 (1H, d J 8,7 Hz, H-6) ppm.

d¢ (CDCls) 42,79 (CH; Gly), 55,47 (OCHs), 64,84 (CH»), 67,36 (CH, Z), 105,54
(C-10), 111,77 (C-4b), 112,97 (C-2), 115,31 (C-5), 116,71 (C-8), 126,36 (C-6a), 128,17
(Ar-C Z), 128,28 (2x Ar-C Z), 128,54 (2x Ar-C Z), 130,52 (C-6b), 131,40 (C-7), 133,91
(C-6), 135,95 (C-1 Z), 150,20 (C-1), 155,59 (C-4a), 156,34 (CONH), 159,73 (C-9),
160,13 (C-3), 169,43 (CO,CH;) ppm. Atribui¢ao confirmada com base em técnicas de
HMQC e de HMBC.

Valores obtidos: C, 67,40; H, 5,01; N, 3,06. Valores tedricos para C,sHy1NO7: C,
67,67; H, 5,02; N, 3,03%.

[11e] Z-Ala-Obm

Partiu-se de Obm-Cl (1¢) (0,201 g; 7,32 x 10 mol), usou-se Z-Ala-OH (10c)
(0,183 g; 8,2 x 10* mol) e procedeu-se de um modo semelhante ao descrito na

preparacdo de Z-Phe-Obb (11a). Com o residuo obtido efectuou-se uma cromatografia
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“seca” (acetato de etilo/ n-hexano, misturas de polaridade crescente). Obteve-se o Z-
Ala-Obm (11e) na forma de um sélido branco.

n=283%

p.f. 132,8-134,0 °C

Rf 0,41 (acetato de etilo/ n-hexano 1:1)

Amax 348 nm (¢ 809 M cm™)

vmax (KBr) 3422, 3335, 3065, 2958, 2933, 1732, 1719, 1619, 1543, 1518, 1449,
1418, 1355, 1331, 1249, 1230, 1211, 1168, 1105, 1067, 1024 cm.

du (CDCly) 1,52 (3H, d J 7,2 Hz, B-CH3 Ala), 3,97 (3H, s, OCHs), 4,48-4,62 (1H,
m, o-CH Ala), 5,06-5,20 (2H, m, CH, Z), 5,26 (1H, d J 7,2 Hz, a-NH Ala), 5,66-5,87
(2H, m, CH»), 6,67 (1H, s, H-2), 7,24 (1H, dd J 9,0 ¢ 2,1 Hz, H-8), 7,30-7,41 (6H, m, H-
5 e 5x Ar-H), 7,45 (1H, s, H-10), 7,86 (1H, d J 9,0 Hz, H-7), 7,95 (1H, d J 9,0 Hz, H-6)
ppm. Atribuicao confirmada com base na técnica de dupla ressonancia.

d¢ (CDCl) 18,14 (B-CH; Ala), 49,74 (a-CH Ala), 55,42 (OCHs), 64,85 (CH,),
67,10 (CH; Z), 105,62 (C-10), 111,66 (C-4b), 112,81 (C-2), 115,21 (C-5), 116,52 (C-8),
126,26 (C-6a), 128,12 (1x Ar-C Z), 128,17 (1x Ar-C Z), 128,46 (1x Ar-C Z), 130,44 (C-
6b), 131,32 (C-7), 133,79 (C-6), 135,98 (C-1 Z), 150,24 (C-1), 155,48 (C-4a), 155,66
(CONH), 159,63 (C-9), 160,05 (C-3), 172,31 (CO,CH,) ppm. Atribui¢do confirmada
com base em técnicas de HMQC e de HMBC.

Valores obtidos: C, 67,40; H, 5,01; N, 3,06. Valores teéricos para CrsH23NO7: C,
67,67; H, 5,02; N, 3,03%.

[11f] Z-Val-Obm

Partiu-se de Obm-Cl (1¢) (0,104 g; 3,8 x 10* mol), usou-se Z-Val-OH (10d)
(0,070 g; 2,8 x 10* mol) e procedeu-se de um modo semelhante ao descrito na
preparacdo de Z-Phe-Obb (11a). Com o residuo obtido efectuou-se cromatografia
“seca” (acetato de etilo/ n-hexano 3:7). Obteve-se o Z-Val-Obm (11f) na forma de um
solido branco.

n=94%

p.f. 122,6-124,0 °C

Rf 0,48 (cloroférmio/ metanol 50:0,5)
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Amax 348 nm (e 838 M cm™)

vmax (KBr) 3391, 2966, 2928, 1731, 1721, 1625, 1553, 1520, 1456, 1426, 1351,
1306, 1275, 1232, 1180, 1164, 1098, 1059, 1025 cm’.

du (CDCls) 0,95 (3H, d J 7,2 Hz, y-CH3 Val), 1,04 (3H, d J 6,9 Hz, y-CH; Val),
2,20-2,35 (1H, m, B-CHj; Val), 3,98 (3H, s, OCH3) 4,40-4,50 (1H, m, o-CH Val), 5,13
(2H, s, CH» Z), 5,25 (1H, d J 8,4 Hz, a-NH Val), 5,76 (2H, d J 3,9 Hz, CH»), 6,70 (1H,
s, H-2), 7,25 (1H, dd J 7,8 e 2,4 Hz, H-8), 7,30-7,42 (6H, m, H-5 ¢ 5x Ar-H Z), 7,47
(1H, s, H-10), 7,86 (1H, d J 9,0 Hz, H-7), 7,95 (1H, d J 9,0 Hz, H-6) ppm.

d¢ (CDCls) 17,45 (y-CH; Val), 19,17 (y-CHs Val), 30,96 (B-CH Val), 55,43
(OCHs), 59,28 (a-CH Val), 64,81 (CH»), 67,25 (CH, Z), 105,67 (C-10), 111,75 (C-4b),
113,08 (C-2), 115,25 (C-5), 116,58 (C-8), 126,31 (C-6a), 128,17 (1x Ar-C Z), 128,22
(2x Ar-C Z), 128,50 (2x Ar-C Z), 130,49 (C-6b), 131,34 (C-7), 133,82 (C-6), 135,99
(C-1 Z), 150,18 (C-1), 155,54 (C-4a), 156,25 (CONH), 159,70 (C-9), 160,07 (C-3),
171,51 (CO,CH,). Atribuicao confirmada com base em técnicas de HMQC e de HMBC.

m/z (EI) Valor obtido: M, 489,1790. Valor tedrico para CsH,7NO7489,1788.

[11g] Tos-Phe-Obm

Partiu-se de Obm-Cl (1¢) (0,060 g; 2,18 x 10* mol), usou-se Tos-Phe-OH (10e)
(0,069 g; 2,18 x 10* mol) e procedeu-se de um modo semelhante ao descrito na
preparacdao de Z-Phe-Obb (11a). Com o residuo obtido efectuou-se uma cromatografia
“seca” (acetato de etilo/ n-hexano 3:7). Obteve-se 0 Tos-Phe-Obm (11g) na forma de
um sélido amarelo claro.

n=282%

p.f. 184,8-186,6 °C

Rf 0,41 (acetato de etilo/ n-hexano 4:6)

Amax 347 nm (etanol) (¢ 12883 M cm™)

vmax (KBr) 3434, 2921, 2846, 1707, 1625, 1550, 1506, 1443, 1349, 1224, 1161,
1080, 1011 cm ™.

du (CDCls) 2,27 (3H, s, CH3), 3,08 (2H, d J 6,9 Hz, B-CH, Phe), 3,93 (3H, s,
OCHs), 4,28-4,40 (1H, m, a-CH Phe), 5,30-5,53 (2H, m, CH, e a-NH Phe), 6,39 (1H, s,
H-2), 7,02-7,09 (2H, m, H-3 e H-5 Phe), 7,13-7,19 (5H, m, H-3 e H-5 Tos, H-2, H-4 e
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H-6 Phe), 7,23 (1H, dd J 8,7 e 2,4 Hz, H-8), 7,27-7,32 (2H, m, H-5 e H-10), 7,61 (2H, d
J 8,4 Hz, H-2 e H-6 Tos), 7,83 (1H, d J 8,7 Hz, H-7), 7,90 (1H, d J 9,0 Hz, H-6) ppm.
Atribuicao confirmada com base na técnica de dupla ressonancia.

d¢ (CDCl3) 21,30 (CHs Tos), 39,24 (B-CH, Phe), 55,45 (OCHj3), 57,07 (a-CH
Phe), 64,88 (CH,), 105,71 (C-10), 111,64 (C-4b), 113,25 (C-2), 115,20 (C-5), 116,44
(C-8), 126,29 (C-6a), 127,10 (C-2 e C-6 Tos), 127,43 (C-4 Phe), 128,69 (C-3 e C-5
Phe), 129,13 (C-2 e C-6 Phe), 129,60 (C-3 e C-5 Tos), 130,35 (C-6b), 131,37 (C-7),
133,82 (C-6), 134,55 (C-1 Phe), 136,51 (C-1 Tos), 143,73 (C-4 Tos), 149,39 (C-1),
155,45 (C-4a), 159,66 (C-9), 159,98 (C-3), 170,55 (CO,CH) ppm.

m/z (EI) Valor obtido: M", 557,1519. Valor tedrico para C3;H,7NO5S 557,1508.

3.2. Estudos de estabilidade/ clivagem quimicas do sistema
fluorescente

3.2.1. Hidrogenacao Catalitica

Partiu-se de Tos-Phe-Obm (11g) (2,90 x 107 g; 5,33 x 10” mol), usou-se PdC
(10,5 x 107 g), 1,4-cicloexadieno (1,35 x 102 mL; 1,40 x 10 mol) e refluxou-se
durante 6 horas. Filtrou-se o solido, evaporou-se a solu¢ao no vacuo e obteve-se um
residuo. Apds cromatografia “seca” (acetato de etilo/ n-hexano 4:6) do residuo, obteve-
se um solido oleoso (0,185 g; 11%) que se verificou (RMN de 'H, CDCl;) ser o Tos-
Phe-OH (10e). Isolou-se também o composto Obm-H (12) (3,20 x 107 g; 25%) e o
reagente de partida (11g) (1,07 x 107 g; 36%).

[12] Obm-H

Rf = 0,63 (acetato de etilo/ n-hexano 6:4)

vmax (filme liquido) 3414, 2918, 2848, 1716, 1623, 1552, 1515, 1455, 1356, 1261,
1228, 1093, 1018, 933 cm™.

du (CDCl) 2,95 (3H, s, CH3), 3,98 (3H, s, OCH3), 6,36 (1H, s, H-2), 7,23 (1H, dd
J8,7¢2,4Hz, H-8), 7,34 (1H, d J 8,7 Hz, H-5), 7,84 (1H, d J 8,7 Hz, H-7), 7,91 (1H, d
J 9,0 Hz, H-6), 7,95 (1H, d J 2,4 Hz, H-10) ppm.
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d¢ (CDCl3) 26,24 (CH3), 55,42 (OCH3), 106,35 (C-10), 113,77 (C-4b), 115,40 (C-
5), 116,09 (C-2), 116,09 (C-8), 126,47 (C-6a), 131,10 (C-7), 131,73 (C-6b), 133,36 (C-
6), 154,02 (C-1), 155,37 (C-4a), 159,11 (C-9), 160,47 (C-3) ppm. Atribuigdo
confirmada com base em técnicas de HMQC ¢ de HMBC.

m/z (EI) Valor obtido: M", 240,0777. Valor tedrico para C;5H;,05 240,0786.

3.2.2. Acidolise
i) TFA
A temperatura ambiente

Agitou-se, a temperatura ambiente, Tos-Phe-Obm (11g) (3,00 x 102 g; 5,39 x 10°
mol) durante 2 horas e 30 minutos. Evaporou-se o TFA no véacuo e surgiu um sélido
amarelado (3,00 x 107 g; 100%) que se verificou (RMN de 'H, CDCls) ser o composto
de partida.

A temperatura de ebulicio

Aqueceu-se a refluxo, uma solu¢do de Tos-Phe-Obm (11g) (2,80 x 107 g; 4,97 x
10®° mol) em TFA (6 mL) durante 8 horas e 30 minutos. Evaporou-se o TFA no vacuo e
surgiu um so6lido branco-esverdeado (2,80 x 107 g; 100%) que se verificou (RMN de
'H, CDCl) ser o composto de partida.

ii) HC1 6M
A temperatura ambiente

Agitou-se, a temperatura ambiente, uma solu¢do de Tos-Phe-Obm (11g) (2,10 x
107 g; 3,77 x 10” mol), em HC1 6M (0,40 mL) durante 4 horas e 30 minutos. Evaporou-
se a mistura reaccional e obteve-se um s6lido branco (2,10 x 107 g; 100%) que se

verificou (RMN de 'H, CDCL;) ser o composto de partida.
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A temperatura de ebulicio

Refluxou-se uma solu¢do de Tos-Phe-Obm (11g) (2,10 x 107 g; 3,77 x 10” mol)
durante 17 horas. Evaporou-se a mistura reaccional e surgiu um so6lido branco que se

verificou (RMN de 'H, CDCL;) ser o reagente de partida (1,74 x 10° g; 83%).

iii) HBr aquoso
A temperatura ambiente

Agitou-se, a temperatura ambiente, Tos-Phe-Obm (11g) (2,20 x 102 g; 391 x 10°
mol) em HBr aquoso (0,2 mL), durante 4 horas ¢ 30 minutos. Evaporou-se a mistura
reaccional e surgiu um sélido branco (2,20 x 107 g; 100%) que se verificou (RMN de

'H, CDCl) ser o composto de partida.

A temperatura de ebulicio

Aqueceu-se a refluxo, uma solu¢do de Tos-Phe-Obm (11g) (2,20 x 107 g; 3,86 x
10 mol) durante 5 horas. Evaporou-se a mistura reaccional e efectuou-se cromatografia
“seca” (acetato de etilo/ n-hexano, misturas de polaridade crescente). O 6leo amarelado
obtido (6,80 x 107 g; 57%) tratava-se de Tos-Phe-OH (10e).

Rf 0,31 (acetato de etilo/ n-hexano 4:6)

vmax (nujol) 3323, 2956, 2923, 2854, 1710, 1597, 1496, 1456, 1384, 1341, 1331,
1310, 1295, 1260, 1223, 1204, 1189, 1169, 1157, 1089, 1020 cm".

du (CDCl) 2,40 (3H, s, CH3), 2,99-3,20 (2H, m, B-CH, Phe), 3,71 (3H, s, OCHj3),
4,20-4,30 (1H, m, a-CH Phe), 5,11 (2H, d J 8,4 Hz, a-NH Phe), 7,0-7,12 (2H, m, H-3 e
H-5 Phe), 7,14-7,34 (5H, m, H-2, H-4 e H-6 Phe, H-3 e H-5 Tos), 7,60 (2H, d J 8,1 Hz,
H-2 e H-6 Tos) ppm.

d¢ (CDCl3) 21,51 (CHa), 38,77 (B-CH; Phe), 56,33 (a-CH Phe), 127,06 (C-2 e C-6
Tos), 127,30 (C-4 Phe), 128,62 (C-3 e C-5 Phe), 129,43 (C-2 e C-6 Phe), 129,66 (C-3 e
C-5 Tos), 134,69 (C-1 Phe), 136,36 (C-1 Tos), 143,80 (C-4 Tos), 175,31 (CO,H) ppm.
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iv) HBr em CH3CO,H
A temperatura ambiente

Agitou-se, a temperatura ambiente, Tos-Phe-Obm (11g) (2,00 x 107 g; 3,59 x 10°
mol), numa solucdo de HBr em CH3CO,H (45% m/ v) (0,008 mL), durante 4 horas e 30
minutos. Evaporou-se a mistura reaccional e surgiu um sélido branco amarelado (1,80 x

107 g; 90%) que se verificou (RMN de 'H, CDCls) ser o composto de partida.

A temperatura de ebulicio

Aqueceu-se, a temperatura de ebuli¢do, Tos-Phe-Obm (11g) (2,00 x 107 g; 3,59 x
10 mol), numa solugdo de HBr em CH3CO,H (45% m/v) (0,008 mL), durante 5 horas.
Evaporou-se a mistura e apds cromatografia “seca” (acetato de etilo/ n-hexano, misturas
de polaridade crescente), obteve-se um 6leo incolor (7,80 x 107 g; 68 %) que se

verificou (RMN de 'H, CDCl;) ser Tos-Phe-OH (10e).

3.2.3. Reducao quimica
i) Tos-Phe-Obm (11g)

Partiu-se de Tos-Phe-Obm (11g) (6,00 x 107 g; 1,08 x 10* mol), usou-se
magnésio (3,90 x 107 g; 1,62 x 107 mol) e procedeu-se de um modo semelhante ao
descrito em 2.5.4., sendo o tempo de reac¢do de 3 horas. Seguiu-se a reac¢do por TLC
(acetato de etilo/ n-hexano 6:4) até ao desaparecimento do composto de partida.

Ap0s purificacdo por cromatografia “seca” (acetato de etilo/ n-hexano, misturas de

polaridade crescente) obteve-se um solido oleoso (1,20 x 107 g; 56%) que se verificou

(RMN de 'H, CDCl) ser Tos-Phe-OH (10e).

i) Tos-Phe-OH (10e)

Partiu-se de Tos-Phe-OH (10e) (5,90 x 107 g; 1,88 x 10 mol), usou-se magnésio
(4,60 x 107 g; 1,88 x 10° mol) e procedeu-se de um modo semelhante ao descrito em
2.5.4., sendo o tempo de reaccdao de 3 horas. Seguiu-se a reac¢cdo por TLC (acetato de

etilo/ n-hexano 4:6).

98



Obteve-se um s6lido branco (5,00 x 107 g; 84%) que se verificou (RMN de 'H,
CDCl;) ser o composto de partida.

3.2.4. Hidrolise alcalina

Partiu-se de Tos-Phe-Obm (11g) (3,10 x 107 g; 5,47 x 10 mol), usou-se uma
solucdo aquosa de NaOH 1M (0,220 mL; 2,19 x 10 mol) e procedeu-se de um modo
semelhante ao descrito em 2.5.5., com um tempo de agitacdo de 9 horas. Seguiu-se a

reac¢do por TLC (cloroféormio). Obteve-se o Tos-Phe-OH (10e) na forma de um 6leo

laranja (4,10 x 107 g; 100%).

3.3. Estudos de fotoclivagem do sistema fluorescente
3.3.1. Procedimentos gerais

Nos ensaios de fotdlise dos compostos Tos-Phe-Obm (11g), Z-Phe-Obb (11a), Z-
Phe-Obh (11b), Tos-Phe-OH (10e) ¢ Z-Phe-OH (10a) usou-se como fonte de radiagao
uma lampada de arco de mercurio de média pressao de 150 Watts, com um espectro de

emissdo na regido do UV acima de 190 nm (Figura 8) (reactor fotoquimico modelo

APQ 40 da Applied Photophysics).
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Figura 8: Espectro da lampada de média pressdao de merctrio.
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Nos estudos por HPLC, usou-se um sistema constituido por uma bomba Jasco PU
— 980, um detector UV/ visivel Shimadzu SPD-GAV e um registador Shimadzu C —
RGA Chromatopac. A coluna era de fase reversa, Lichrospher 100 RP 18 (5 um).

Foram tracadas rectas de calibragdo area versus concentragdo para oS compostos

Tos-Phe-OH (10e), Z-Phe-OH (10a) e H-Phe-OH (13).

3.3.2. Método geral de fotdlise

Irradiou-se uma solugcdo de composto 11g, 10e, 11a, 11b, 10a, 13 ou 14 (7,20 x
10 mol) em acetonitrilo (750 mL), durante o tempo referido na Tabela 8.
Ao longo do processo, de cinco em cinco minutos, recolheram-se amostras (0,5

mL), e injectaram-se no HPLC, usando as condi¢des descritas na Tabela 8.

Tabela 8: Tempo de irradiagdo e condi¢cdes de HPLC.

HPLC
Composto irrag‘isziglﬁ)((: ?rflin.) Eluente TR (min.)

11g  Tos-Phe-Obm 35 A 6,86
10e  Tos-Phe-OH 35 B 3,3-34
11a  Z-Phe-Obb 65 A 7,2
11b  Z-Phe-Obh 60 A 5,2
10a  Z-Phe-OH 60 A/B 3,6/ 3,2
13 H-Phe-OH -- B 2,7

14 H-Phe-Ala-OMe. HCI 60 -- --

A - Acetonitrilo/ dgua 3:1; B - Acetonitrilo/ 4gua 3:1 e TFA 0,1%.
Volume injectado = 10 pL; Comprimento de onda de deteccdo = 240 nm; Fluxo do
eluente = 0,8 mL/ min. TR — tempo de retengao.
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