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“The most exciting phrase to hear in science, the one that
heralds new discoveries, is not “Eureka!” (I found it!) but
“That's funny” ...”

Isaac Asimov
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Resumo

A Angiotensina II ¢ um pequeno péptido, que participa em diversas mecanismos
fisiologicos. Com especial interesse para nos, devemos salientar a participagdo desta
hormona no mecanismo de regulacdo da pressdo arterial, estando directamente ligada
com o surgimento de algumas patologias como a hipertensao.

Uma abordagem ao tratamento da hipertensao ¢ a administragdo de antagonistas
da Angiotensina II, especificas ao seu receptor Atl, cuja activagdo desencadeia uma
cascata de respostas fisiologicas que levam ao aumento do valor da pressdo arterial. O
bloqueio desta activagdo pelo uso de antagonistas permite controlar os valores da
pressao arterial, sem os efeitos secundarios que frequentemente surgem com outras
abordagens terapéuticas.

A inclusdo de dialquilglicinas em péptidos, para além de conferir um certo grau
de resisténcia as enzimas digestivas, inclui restrigdes estruturais que, usadas
convenientemente, podem permitir a conservacdo preferencial de uma estrutura
adaptada ao alvo em vista.

Neste trabalho, foram realizados estudos estruturais sobre a Angiotensina II e
alguns dos seus antagonistas peptidicos, usando simulagdes moleculares, que
permitiram a observacdo de um conjunto de caracteristicas estruturais tipicas de cada
um. Foi igualmente simulado um conjunto de analogos desenhados, procurando
encontrar as caracteristicas estruturais tipicas de antagonistas peptidicos da
Angiotensina II. Dos compostos simulados, dois foram propostos como bons candidatos
a possuirem actividade antagonista.

Foi desenvolvida a sintese de andlogos de Angiotensina II, usando técnicas
classicas de sintese peptidica em solu¢cdo. Embora ndo tenha sido concluida a sintese de
nenhum dos candidatos desenhados, as sinteses realizadas permitiram encontrar

algumas solugdes para problemas de sintese deste tipo de compostos.
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Abstract

Angiotensin II is a small peptide, which participates in several physiologic
mechanisms. With a special interest to us, we should point out its role on the regulation
of blood pressure, being directly involved in the genesis of some pathologies, like
hypertension.

An approach to the treatment of hypertension is the administration of
Angiotensin II antagonists, specific to its Atl receptor, whose activation triggers a
cascade of physiologic responses that lead to the increase of blood pressure. The
blockage of this activation, using Angiotensin II antagonists, allows the control of blood
pressure values, avoiding some side effects common with other therapeutic approaches.

The insertion of dialkylglycines on peptides, besides conferring some degree of
resistance to the action of digestive enzymes, includes structural restrictions that,
properly used, should allow the conservation of a given conformer, specially adapted to
the pretended target.

In this work, structural studies were performed on Angiotensin II and some of its
peptide antagonists, using molecular simulation, which allowed the observation of
several structural features that distinguish Angiotensin II and its peptide antagonist. A
number of designed analogs were also simulated, searching the structural features
identified for Angiotensin II peptide antagonists. From the simulated analogs, two were
selected as promising candidates for antagonistic activity.

The synthesis of Angiotensin II analogs was developed, using classic techniques
of peptide synthesis on solution. Although not completed, the performed synthesis
allowed the identification and solution of some problems common to the synthesis of

this type of compounds.
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Abreviaturas:

Ac
AcOEt
ACE
ADN
Aib
Angll
Ar
Boc
Bzl

d

dd

dt
DCCI
DCHU
DCM
Deg
DMSO
DMSO-d6
DIEA
Dpg
Dbg
Dog
Db,g
Et
Et,O
Et;N
Gly
GPCR
h
HBTU
His

desvio quimico (expresso em unidades de ppm)
grupo acetilo

acetato de etilo

Enzima conversora da Angiotensina ( “Angiotensin Converting Enzyme”)
Acido Desoxiribonucleico

acido aminoisobutirico ou dimetilglicina
Angiotensina II

arilo

grupo terc-butoxicarbonilo

grupo benzilo

dupleto

dupleto de dupletos

dupleto de tripleto
N,N’-diciclo-hexilcarbodiimida
diciclo-hexilureia

diclorometano

dietilglicina

sulfoxido de dimetilo

sulfoxido de dimetilo hexadeuterado
N,N’-diisopropiletilamina
dipropilglicina

di-isobutilglicina

difenilglicina

dibenzilglicina

grupo etilo

éter dietilico

trietilamina

glicina

Receptor Acoplado a Proteina G

hora

hexafluorofosfato de 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio

histidina
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HOBt
HRMS

Sar

tap
tl.c.
TFA
T™MU
Tyr
TyrCHj3;
VDW

1-hidroxibenzotriazole

espectroscopia de massa de alta resolucao

Hertz

constante de acoplamento (expressa em Hz)

multipleto

grupo metilo

minuto

ornitina

ponto de fusao

grupo fenilalaninoilo ( “phenylalaninol )

partes por milhdo

prolina

Ressonancia Magnética Nuclear

quarteto

quarteto aparente

funcao de distribui¢do radial ( “radial distribution function”)
“Restricted electrostatic potential”

Desvio quadratico médio ( “root mean square deviation”)
singleto

singleto largo

sarcosina

tripleto

tripleto aparente

cromatografia em camada fina (thin layer chomatography)
acido trifluoracético

tetrametilureia

tirosina

O-metiltirosina

Van derWalls

grupo benziloxicarbonilo
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1. Introdugdo
1.1 Angiotensina II

A Angiotensina II (Angll) ¢ uma hormona constituida por 8 aminoécidos,

dispostos linearmente com a sequéncia Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His.Pro-Phe (figura 1).

HN/\N
(¢]
N “\)J\
v OH
(¢] (¢] N :

Esta hormona participa em varios mecanismos do nosso metabolismo, incluindo

HoN NH

OH

Figura 1. Formula de estrutura da Angiotensina II

o controlo da pressdo arterial ¢ homeostase de electrolitos, por exemplo . Os rins, as
glandulas supra-renais, o coragdo, 0s vasos sanguineos, o cérebro, o tracto
gastrointestinal e os orgdos reprodutivos sao alguns dos locais onde esta hormona
cumpre a sua fungio fisiologica . Ela & parte integrante do sistema Renina-

Angiotensina (RAS) (figura 2).

Angiotensinogénio
Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu-Val-Tyr-Ser-...

Renina
Angiotensina I

Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu

-[ ACE ]

Angiotensina II
Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe

4[ Receptores

Figura 2. Sistema Renina-Angiotensina.
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1. Introdugdo

A Angiotensina II é fundamentalmente produzida a partir da acg¢do da
“Angiotensin Converting Enzyme” (ACE) sobre a Angiotensina I, que por sua vez ¢
produzida a partir da accdo da Renina sobre o Angiotensinogénio. A interac¢do da
Angiotensin II com os seus receptores especificos desencadeia as suas fungdes
fisiologicas que sdo diferenciadas, conforme o receptor com que interactua. Foram bem
caracterizados dois receptores da Angiotensina II, o receptor Atl e o receptor At2. Foi
ainda identificado um receptor adicional, cuja existéncia estd quase unanimemente
aceite *.

Os receptores da Angll pertencem a superfamilia das GPCR (“G-Protein
Coupled Receptors™) >, sendo proteinas transmembranares, que intervém na transmissao
de sinais do exterior para interior das células ®. Estas proteinas sdo o alvo de uma grande
parte dos farmacos existentes no mercado, uma vez que estdo relacionados com
praticamente todas as fungdes fisiologicas no nosso organismo ’. Embora esta familia

seja muito extensa, foram apenas caracterizadas duas estruturas cristalograficas *°.

Usando a estrutura da Rodopsina bovina ®

e técnicas de modelacdo por homologia,
foram construidos varios modelos dos receptores da Angll. No entanto, apos a
determinagdo da estrutura cristalografica do receptor humano B,A, verificou-se que
existem diferencas significativas entre o modelo previsto e a estrutura determinada.
Verificou-se que o modelo criado era mais proximo da Rodopsina Bovina que do
receptor humano B,A, revelando as limitagcdes destas técnicas de modelagdo, quando se
usa apenas uma estrutura .

O nosso interesse centra-se fundamentalmente na interaccdo da Angiotensina II
com o seu receptor Atl, uma vez que € esta interaccdo que desencadeia as respostas
fisioloégicas que pretendemos evitar numa terapia anti-hipertensiva. Este receptor &
composto por 359 residuos '°, dispostos num arranjo tridimensional tipico das GPCR
(contendo 7 hélices transmembranares). Estudos de mutagénese direccionada (Site
Directed Mutagenesis) sugerem que a zona de interacgdo com a Angll estd situada nos
“loops” extracelulares e na regido transmembranar das hélices que constituem o
receptor *. H4 praticamente acordo relativamente a importancia dos residuos Lys199
(localizada na porcao extracelular da hélice 5) e Asp278 ou Asp281 (encontrados parte
extracelular da hélice 7) como sendo dois pontos fundamentais para a interac¢do da
Angll com o seu receptor Atl ''. Este receptor ¢ encontrado fundamentalmente no

endotélio vascular. A sua activagdo pela Angll induz vasoconstri¢do, libertacdo de



1. Introdugdo

Aldosterona e reabsor¢do renal de Sodio. Estes efeitos sdo responsaveis pelo aumento

~ ’ 12
da pressao sanguinea .

Figura 3. Modelo aproximado do receptor Atl e Angll, mostrando grosseiramente a zona de interacgdo
entre estas duas espécies. Este modelo foi construido pelo Prof. Laerte Oliveira e pode ser encontrado em

www.gpcr.org/7tm

O receptor humano da Angll At2 ¢ composto por uma sequéncia de 363
aminoacidos . Este receptor encontra-se fundamentalmente no tecido fetal, no utero e

na medula das glandulas supra-renais '*. Pensa-se que a sua fungo est4 relacionada com

o desenvolvimento fetal e diferenciacao celular.
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O bloqueamento do sistema Renina-Angiotensina tem sido uma abordagem
terapéutica de grande sucesso no controlo da hipertensdo. A terapia mais usual tem sido
a administracdo de inibidores da ACE, no entanto, em alguns pacientes, esta terapia ¢
acompanhada de alguns efeitos secundarios indesejados '2. De modo a evitar este
problema, actualmente tem-se usado uma terapia baseada na administracdo de
antagonistas da Angll. Existe uma variedade de antagonistas peptidicos mas estes
compostos tém de ser administrados por via intravenosa. Embora existam antagonistas
peptidicos muito potentes, devido a sua reduzida biodisponibilidade, ndo se revelaram
uma terapia eficiente. Apenas depois do aparecimento do Losartan (DuP 753) ' e
posteriormente de outros antagonistas ndo peptidicos, esta abordagem terapéutica foi
implementada de modo realmente eficaz e conveniente 2. Estes farmacos tém mostrado
uma eficdcia idéntica a dos inibidores da ACE, mas apresentam efeitos secundarios

. . . . 15.16
muito menos significativos .
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1.2 Simula¢des computacionais

1.2.1 Contextualizac¢ao

O desenvolvimento de novos compostos (como novos farmacos e catalisadores)
¢ uma das principais areas de interesse da Quimica. Uma grande quantidade de recursos
¢ direccionada para este fim, onde por vezes os avangos sdo realizados numa base de
tentativa/erro. Neste contexto, os calculos computacionais permitem uma analise
detalhada de certos aspectos deste problema, tornando possivel uma melhor
racionalizacdo das possiveis solucdes.

Uma questdo prévia € a existéncia de uma estrutura tridimensional representativa
do sistema em estudo. Esta estrutura pode ser obtida através de diversas técnicas
experimentais, como a difrac¢do de raios-X e espectroscopia de ressonancia nuclear
(NMR). Quando esta estrutura ndo esta disponivel temos de recorrer a metodologias de
modelacao molecular por homologia.

O tipo de métodos tedricos que podemos utilizar ¢ fortemente dependente da
dimensao e complexidade do sistema em estudo:

Sistemas pequenos e simples podem ser tratados usando métodos quanticos, que
apresentam uma exactidao elevada. Os diversos tipos de métodos quanticos que podem
ser utilizados sdo apresentados na secc¢ao 1.2.2.

Sistemas de grande dimensdo e complexidade ndo podem ser tratados por
métodos puramente quanticos. Nestes casos, podemos usar varias metodologias
alternativas. Todas elas utilizam formalismos tedricos mais simplificados, que permitem
uma redugdo significativa dos recursos computacionais necessarios para a sua

implementagdo. Para este efeito, as metodologias utilizadas sdo bastante diversas:

No formalismo atomistico classico, todos os atomos do sistema sdo tratados
explicitamente. No entanto, a correspondente estrutura electronica s6 ¢ considerada de
uma forma implicita. As interac¢des entre os atomos sdo descritas por uma energia
potencial classica, cuja forma sera discutida na sec¢ao 1.2.3.

No formalismo hibrido, o sistema ¢ dividido em duas regides. Uma regido
activa, por exemplo o soluto em solugdes diluidas ou o centro activo numa enzima, que
¢ determinante no estudo que pretendemos efectuar. Uma regido ndo activa, por

exemplo o solvente em soluc¢des diluidas ou os residuos que ndo pertencem ao centro
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activo numa enzima, que nao € tio relevante para este estudo. A regido activa ¢ tratada a
um nivel atomistico, utilizando métodos teéricos do nivel mais alto possivel. A regido
ndo activa ¢ tratada usando nivel(eis) tedrico(s) mais simplificado(s), que ndo é/sdo
forcosamente atomistico(s). Neste trabalho, ndo utilizamos métodos deste tipo.

Na figura 4, ¢ apresentado um fluxograma que permite racionalizar a utilizagio

das diversas metodologias utilizadas.

Existe uma geometria SIM

representativa?
Modelagao
molecular por
homologia Sistemas de NAO
! pequenos e 1
simples?

Formalismo
atomistico classico
ou métodos hibridos

Métodos
quanticos

Figura 4. Fluxograma das diferentes metodologias tedricas usadas no estudo de sistemas quimicos.

Outro ponto de vista importante, na classificagio dos métodos tedricos, ¢ a
perspectiva com que sao estudados os sistemas quimicos:

- numa perspectiva estatica, procuramos efectuar uma andlise selectiva das
respectivas superficies de energia potencial. Esta perspectiva pode ser adequada para
estudar sistemas com graus de liberdade conformacionais limitados;

- numa perspectiva dindmica, pretendemos amostrar, de uma forma adequada, o
espaco conformacional do sistema em estudo. Esta abordagem ¢ essencial para modelar
sistemas muito flexiveis, cujas propriedades sdo fortemente dependentes das diversas
conformagdes que o sistema pode assumir. Para este efeito, recorremos a métodos de
simulacdo molecular que serdo apresentados na sec¢ao 1.2.4. Neste contexto, o0s

métodos de Monte Carlo (MC) e da Dindmica Molecular (MD) sdo os mais utilizados.
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1.3.2 Métodos Quanticos

M¢étodos quanticos ou de estrutura electronica sdo métodos baseados na

resolucdo aproximada da equagdo de Schrddinger,

HY(r

n

1) =EY(r,.1,), (1.1)

onde H ¢ o operador Hamiltoniano, ‘¥ (7,7, )¢ a fun¢do de onda dependente da posicao
dos nucleos (7, ) e dos electrdes(r,) e E € a energia do sistema.

Assumindo a aproximag¢ao de Born-Oppenheimer, que em linhas gerais se baseia
no facto de existir uma grande diferenca entre as massas dos nucleos e dos electrdes, o

que permite desacoplar os movimentos destas particulas, a fungdo de onda (‘¥(7,,7,))

pode ser decomposta nas suas componentes nuclear (¥, (r,)) e electronica

(Pe(resry)):
Y(r,,r,)=Y,(1,) Y. (ro51y,) (1.2)

Considerando um sistema com N nucleos e M electrdoes, podemos definir

equacdo de Schrodinger electronica para uma geometria nuclear fixa (rnf ),
He\Pe(re;rr[):EeTe(re;rrf)o (1.3)

onde H, ¢ o operador Hamiltoniano electronico em unidades atdmicas, que difere do

operador H da equacdo 1.1 no facto de ndo incluir os termos relativos a energia cinética

e potencial dos nucleos:

{ M N M 7 M i {
T X2 255 % N
2 - rig - - ri;

Vl-z = + + (1.5)
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Na equagdo 1.4, o primeiro termo corresponde & energia cinética electronica, o
segundo a energia de atracgao electrado—nucleo e o terceiro a energia de repulsdo inter-
electronica. Na mesma equagdo, Z, ¢ a carga do nticleo 4, r;4 a distancia entre o electrdo
i e o nucleo 4 e r; a distdncia entre os electrdes i € j. Na equagdo 1.5, V> é o operador
Laplaciano associado aos movimentos do electrdo i definido em coordenadas
cartesianas.

Atendendo a que estamos a considerar um sistema com nticleos fixos, a energia

total do sistema ( E;,;,;) ¢ calculada como a soma das suas componentes electronica

(E,) e de repulsdo nuclear (Egy):

Etoral =Ee + ERn (1.6)

Na equagdo 1.6, a energia de repulsdo nuclear ¢é calculada como,

1
Z4Zp

T'4B

: (1.7)

N 4
Epy =
A=

1 B=1

onde 745 ¢ a distancia entre os nucleos 4 e B.
As fungdes de onda electronicas ('Y, (re;rnf ) ) sao habitualmente descritas como

uma expansdo de X determinantes de Slater (A ):

X
‘Pe(re;rnf)=zflk Ag (1.8)

Cada determinante de Slater pode ser escrito como um produto antissimetrizado

de M fungdes orbitais-spin monoelectronicas (v, ):
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v w2 ... M)
wvo()  wa(2) ... wa(M)

Ay =Mn?2 (1.9)

vir ) w2 o v (M)

As fungdes monoelectronicas () sdo descritas como um produto das suas

componentes orbital (¢, ) e de spin (6;):
wi=@;x0;,com 0; =a ou 0; = (1.10)

As fungdes orbitais (¢,) sdo habitualmente expandidas como uma combinagdo

linear de m fungdes de base ( ) linearmente independentes:

i =Zcpizp (1.11)

P

Desta forma, para determinarmos a energia de uma determinada estrutura depois
de definir o conjunto de funcdes de base, apenas necessitamos de calcular os

coeficientes c,; ¢ 4,. Uma vez que para sistemas polielectronicos ndo ha uma solugdo

pi
analitica para a equag¢do de Schrodinger electronica, recorremos habitualmente ao
formalismo variacional. Este formalismo baseia-se na minimizacao do valor esperado
da energia, para uma funcdo tentativa do tipo descrito das equagdes 1.8 a 1.11,

relativamente aos parametros ajustaveis c,; € 4, .

pi
Para sistemas de camada fechada, podemos considerar que as fungdes

monoelectronicas (,) ocorrem em pares com a mesma componente orbital (¢,) e com
componentes de spin (6;) diferentes. Na sua formula¢do mais simples, a expansdo 1.8

inclui apenas um determinante de Slater (A;) correspondente ao estado electronico

fundamental. A aplicagdo do formalismo variacional a este modelo leva-nos as equagdes
de Hartree-Fock para um sistema de camada fechada (também denominado de RHF,

“Restricted Hartree-Fock”). A resolucdo destas equagdes ¢ efectuada de uma forma

10
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iterativa, na qual ¢ construida uma fun¢ao de onda electronica aproximada. Esta fungao
¢ obtida através da minimizagdo do correspondente valor esperado da energia,

relativamente as fungdes orbitais monoelectronicas (¢,) e consequentemente aos

correspondentes ajustaveis (c,;). Estas fungdes sdo melhoradas ao longo do processo
iterativo, até que determinados critérios de convergéncia (na energia e nos coeficientes
¢pi) sejam atingidos. A este processo iterativo ¢ dado o nome de método do campo auto-
consistente (“Self-consistent Field” ou SCF). Neste processo iterativo, as interacgdes
instantaneas entre electrdes ndo sdo contabilizadas. O calculo da componente
bielectronica ¢ aproximado, calculando-se a repulsdo que cada electrao sente pela
densidade electrénica média definida por todos os outros. Desta forma, mesmo usando
um conjunto completo de funcdes de base (m=w), o valor esperado da energia
calculado (energia do limite de Hartree-Fock) serd sempre superior ao valor de energia
exacta. A esta diferenca chama-se correlagdo electronica. E importante notar que a
escolha do conjunto de fungdes de base ¢ primordial. Este deve ser o tdo pequeno
quanto possivel (dado que o calculo escala com m*, em que m é o numero de funcdes de
base), sem comprometer a exactiddo dos resultados.

A figura 5 mostra, de forma simplificada, como funciona método iterativo SCF.

Geometria Nuclear

Construcao das orbitais y;
1niciais

\ 4

:( Resolucdo das Equacgdes de

I L Hartree-Fock
Substituir y; por
optimizadas {
a
( O calculo SCF convergiu?
Nao
Sim
A 4

Fungao de onda optimizada.

Figura 5. Esquema exemplificativo do funcionamento do método iterativo do campo auto-consistente

(SCF).

11
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Uma vez que conseguimos calcular a energia total do sistema para configuragdes
de nucleos fixos, podemos construir uma superficie de energia potencial dependente
unicamente das coordenadas nucleares. Esta superficie tem uma dimensionalidade
demasiado clevada, 3N-6 em moléculas ndo lineares ou 3N-5 em moléculas lineares,
para poder ser explorada exaustivamente. Optamos habitualmente por fazer uma
caracterizacdo selectiva desta superficie, localizando os correspondentes pontos
estacionarios relevantes (minimos). Usando algoritmos matematicos de minimizagao
(como o dos “gradientes conjugados” e o steepest descent), podemos determinar as
correspondentes geometrias que correspondem aos estados de equilibrio que contribuem
para as propriedades do sistema. Muitos destes algoritmos usam o célculo da primeira
derivada (o vector da primeira derivada ¢ denominado de gradiente). No entanto, outros
calculam também a segunda derivada (o que nos dé informagdo sobre a concavidade da
superficie e consequentemente a proximidade de um ponto estaciondrio). Na figura 6,
apresentamos um fluxograma de um processo de optimizagdo de geometria usando um

método quantico.

[ Geometria inicial ]

¥

Optimizagao da
distribuigdo da densidade
electronica

Modificagdo da geometria
inicial

a

Os gradientes de energia
sdo inferiores ao critério
de convergéncia? Nio

Sim

\ 4

Geometria
Ontimizada

Figura 6. Esquema simplificado do processo de optimizagdo de uma estrutura usando um método

quantico.
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Embora ndo tenham sido usados no decorrer deste trabalho, devemos real¢ar a
existéncia de outros métodos quanticos para a determinag¢do da estrutura electronica.
Para tratar sistemas de camada aberta, foi proposto o método nao restrito de Hartre-Fock
' Entretanto, métodos como de Interaccdo de Configuracdes '8 "de Moller-Plesset '® e
Coupled Cluster (CC) '®, foram elaborados para incluirem o calculo da Correlagio

Electrénica.

1.2.3 Métodos Classicos

Os métodos atomisticos classicos baseiam-se no tratamento simplificado da
estrutura molecular. Considerando vélida a aproximag¢do de Born-Oppenheimer, ¢é
possivel desacoplar os movimentos dos nucleos e dos electrdes. Desta forma, a energia
potencial pode ser parametrizada como uma fung¢do que depende unicamente da
geometria nuclear. Nesta perspectiva, os métodos de atomisticos classicos nao calculam
qualquer componente electronica, que ¢ implicitamente incluida na parametrizacao da
energia potencial. A energia potencial (V) de uma estrutura molecular pode entdo ser

calculada como a soma de varios termos:
V= VLigag:ées + V;lngulos +17, or¢oes T VElectrostatico + Vvaw (1.12)

A expressao 1.12 ¢ representativa de grande parte das implementagdes deste tipo
de métodos. A correspondente fungdo energia potencial inclui termos ligantes
(associados a ligacdes, dngulos e tor¢des) e termos ndo ligantes (electrostaticos ou de
Van der Walls (VdW)). No entanto, foram propostas fung¢des de energia potencial mais
complexas que adicionalmente incluem também os chamados termos cruzados (que
reflectem a correlagdo entre termos ligantes) e termos de polarizacao. No decurso deste
trabalho, utilizdmos a energia potencial do tipo Amber na sua implementa¢cdo parm99,

que ¢ definida como:
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1. Introdugdo

V= Z K (r=ro)* + Z Kp(0-0,)%+ ZV—z”[1+cos(n¢—y)]+

ligacoes angulos torgoes
(1.13)
A By qiq;
2 56 =&
R.: R.: ER;;
i<j L j v

Os primeiros dois termos tém uma forma harmoénica e estdo associados a
ligacdes e angulos de ligacdo, respectivamente. Uma energia potencial deste tipo ¢ uma
boa aproximacao para a descri¢gdo dos angulos. Devido a sua simplicidade, ¢ também
usado para descrever as ligagcdes com comprimentos proximos dos valores de equilibrio.
No entanto, especialmente para comprimentos de ligacdo afastados dos valores de
equilibrio, uma fung¢do energia potencial de Morse é mais adequada para descrever este
tipo de parametros (figura 7). O primeiro termo define a energia potencial referente as

ligagdes, sendo r a distancia entre dois atomos ligados, r,, a respectiva distancia de

equilibrio e K, a constante de for¢a harmonica associada. O segundo termo esta

associado aos angulos de ligagdo, sendo & um éngulo da ligagéo, 6, o correspondente

angulo de equilibrio e K, a constante de for¢a harmoénica associada.

armoénico

Energia (a)

-
-

Figura 7. Comparagdo entre as energias potenciais harmonica (linha tracejada) e de Morse (linha

continua).
O terceiro termo ¢ referente as tor¢des (angulos de diedro) e ¢ definido por um

potencial com uma forma continua, reflectindo o caracter periddico tipico das tor¢des. A

figura 8 mostra o comportamento tipico deste potencial.
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Energia (kcal/mol)

0.00 1.26 2.51 3.77 5.03 6.28
Diedro (rad)
Figura 8. Forma tipica de potenciais associados a adngulos de diedro. A linha com quadrados mostra o
comportamento de um diedro com periodicidade de 3. A linha com circulos mostra um diedro com uma
barreira energética baixa (sendo portanto bastante livre), com uma periodicidade de 2, com minimos
Vs 3z

energéticosem — eem — .

2

O quarto termo aglomera em si as componentes ndo ligantes do potencial. Estas

. . - . 9.4,
sao efectivamente a componente electrostatica (definida por .

,onde g, e g, sdo as

.
cargas pontuais atribuidas a cada atomo, & ¢ a constante dieléctrica do meio

(permitividade) e R; ¢ a distancia entre os dois 4tomos) e as interac¢des de Van der
Waals (definida por um potencial de Lennard-Jones 12-6, em que 4, e B, sdo

pardmetros estipulados para cada par de dtomos i ¢ j ¢ R; ¢ a distancia entre os dois

atomos em causa).
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Energia (r)

Figura 9. Potencial Lennard-Jones. As linhas tracejadas mostram o comportamento das parcelas

dependentes dos termos repulsivo (r-u) e atractivo (— P ). A linha continua mostra o comportamento

do potencial de Lennard-Jones.

Este modelo ¢ bastante simples na sua forma, que como vimos descreve tanto
ligagdes como angulos com uma simples expressio harmodnica, os diedros estdo
dependentes, na maior parte das situacdes, de alguns parametros e sao identificados em
muitos casos apenas pelos seus atomos centrais, as interac¢gdes de VDW sdo
representadas por um potencial 6-12 e as interac¢des electrostaticas sdo modeladas
como interac¢des Couldombicas entre cargas pontuais. Para alem disto, as interac¢des de
VDW e electrostaticas sao calculadas apenas para dtomos em moléculas diferentes ou
separados por 3 ou mais ligagcdes (e onde as interac¢cdes ndo ligantes entre atomos
separados por 3 ligacdes, denominadas de interacgdes 1-4, sdo reduzidas por aplicagdo
de um factor de escalonamento).

A funcdo energia potencial Amber/parm99 '°, utilizada neste trabalho, é
especialmente apropriada para descrever biomoléculas. Nao ¢ ficil encontrar uma
fungdo energia potencial que seja aplicada de uma forma universal. Neste contexto,
foram propostas varios modelos de energia potencial aplicados a diferentes tipos de

sistemas quimicos (ver tabela 1).
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Tabela 1. Alguns campos de forcas e seus campos de aplicagdo'®

1. Introdugdo

Nome Aplicaciao Referéncia
Amber Biomoléculas 1920
BMS Acidos Nucleicos o
CHARMM Biomoléculas A
Chem-X Compostos Organicos »
CFF/CVFF Organicos e inorganicos 26-28
DREIDING Organicos e inorganicos »
(elementos representativos)
ECEPP Proteinas 30
ESFF Geral i
GROMOS Biomoléculas e
MM2 Compostos Orgénicos 4
MM3 Organicos e biomoléculas 99,30
MM4 Hidrocarbonetos, alcodis, éteres 3738
e hidratos de carbono
MMFF Organicos e biomoléculas 3943
MOMEC Compostos com metais de “
transi¢ao
OPLS Biomoléculas e alguns 4546
compostos organicos
PEF95SAC Hidratos de carbono i
PFF Proteinas "
SHAPES Compostos com metais de ®
transi¢do
SYBYL/Tripos Compostos organicos e Proteinas 20
TraPPE Compostos organicos !
UFF Geral 4
VALBOND Compostos com metais de >

transi¢do
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1.2.4. Simulacées moleculares

O estudo teorico de sistemas flexiveis em solucao coloca problemas particulares.
O sistema a simular tem obrigatoriamente limites, e estes podem ser tratados de
diferentes formas. A abordagem mais simples ¢ considerar o sistema como isolado,
sendo os seus limites uma interface com o vazio. Esta ndo ¢ normalmente uma boa
solucdo, pois a nao ser que tenhamos um sistema muito grande, os efeitos de superficie
ganham uma importancia muito exagerada. Outra abordagem possivel ¢ a utilizacdo de
um sistema periodico, no qual o sistema modelado ¢ tratado como a célula original de
uma rede infinita de sistemas idénticos °°. Desta forma, as particulas que se encontrem
na fronteira do sistema estdo expostas a um potencial idéntico as que se encontram no
cerne. Mas esta abordagem gera um numero infinito de interac¢cdes. De modo a
evitarmos este problema, o calculo de interac¢des ndo ligantes € truncado a partir de
uma determinada distancia *°. Estas interac¢des podem alternativamente ser estimadas
utilizando um tratamento matematico mais elaborado, como as somas de Ewald >’ e
métodos nelas baseadas como o “Particle Mesh Ewald” 58, recorrendo ao uso de
expansdes em série e transformadas de Fourier.

O célculo das propriedades termodinamicas deste tipo de sistemas, ndo pode ser
efectuado numa perspectiva estatica, centrada na conformac¢do de energia minima.
Precisamos de abordar o problema numa perspectiva dindmica, baseada numa
amostragem apropriada do correspondente espago conformacional. Para este efeito, os
métodos de simulacdo molecular sdo especialmente apropriados. As metodologias
estocasticas, como o método de Monte Carlo ¢, geram estruturas aleatoriamente, que
sdo aceites caso obedecam a um critério energético. Metodologias deterministicas usam
as leis da mecanica classica Newtonianas para determinar a evolucdo temporal do
sistema. A estes métodos da-se o nome genérico de Dindmica Molecular. De acordo

com 2% lei de Newton,

F(i,t;)=m@)xa(it;) (1.14)

onde F(i,¢,) ¢ a for¢a que actua na particula i no momento ¢;, a(i,#;) ¢ a correspondente

aceleragdo e m(i) € a respectiva massa. Esta equacdo pode ser expressa numa forma
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1. Introdugdo

alternativa, conduzindo as chamadas equacdes de movimento de Newton para as N

particulas do sistema:

o’r(i,t;)  F(it;)
o m(i)

i=l, .., N (1.15)

Na equagdo 1.15, r(i,¢;) ¢ a posi¢do da particula i no momento 7,. A forca
(F(i,t,;)) € obtida como simétrico do gradiente da energia potencial (dada por exemplo

pela equagdo geral 1.12) relativamente ao deslocamento da particula i no tempo #:

F(i,t;) =-Vap V() (1.16)
ov(t;)

onde -V V(t;)=——— (1.17)
/ or(i,t ;)

A correspondente velocidade (v(i,7 ;) ) ¢ calculada pela equagéo (1.18):
or(i,t;

v(z‘,tj)zM (1.18)

ot j

A integracdo analitica das equagdes 1.15 a 1.18 ndo ¢ possivel. Neste contexto,
temos de recorrer a algoritmos de integragdo numérica. Um pardmetro importante nestes
algoritmos ¢ o intervalo de tempo de integragdo (Of). Este parametro deve ser
suficientemente pequeno de forma a conseguir amostrar 0 movimento mais rapido
dentro de um sistema (geralmente os modos de vibragdo stretching). Se nao existirem
constrangimentos aplicados a ligagdes, devemos usar um valor de 6r=0,5 fs.
Constrangendo as ligagdes que envolvem pelo menos um atomo de hidrogénio,
podemos aumentar o valor de of para 1,0 fs. Constrangendo todas as ligagdes, podemos
usar um valor de 6z de 2,0 fs.

2

Neste trabalho utilizamos o algoritmo de “leap-frog” °°, que ¢é baseado no

s 56

algoritmo de “Verlef” °°. Este algoritmo, partindo de um conjunto de coordenadas

nucleares (r(i,¢;), i=1, ... ,N), calcula o conjunto das posi¢des de todas as particulas

19
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(r@i.t; +0t),i=1, ... ,N) e as suas velocidades associadas (v(it; +0t/2), =1, ... ,N).

O nome “leap-frog” surge precisamente de que o céalculo das posi¢des nucleares e das
correspondentes velocidades ndo ocorrer no mesmo instante. Este calculo ocorre em

tempos diferentes (7; +J¢ para as posigdes ¢ f; +01/2 para as velocidades). O

algoritmo de integracdo funciona através de saltos alternados, que se destinam ao

calculo das posicdes e das velocidades.

A dinadmica molecular permite obter um conjunto de configuracdes distribuidas
de acordo com uma determinada funcdo de distribuicdo estatistica ou ensemble
estatistico. Deste modo, a medicdo de uma quantidade fisica ¢ obtida através da média
destas mesmas configuracdes (ou microestados) encontradas para um sistema durante
um célculo de dindmica molecular. Desde que os tempos de amostragem sejam
suficientemente longos, serd de esperar que a média destas configuragdes correspondam
aos verdadeiros estados de equilibrio termodindmico. O valor esperado de uma
propriedade mecanica ¢ calculado entdo como a média dos valores obtidos para um

conjunto adequado de L configuragdes de equilibrio, geradas através da simulagao MD.

Por exemplo, o valor esperado da energia potencial <V> pode ser calculado como:

<V>:%ZV(tj) (1.19)

J=1

Os ensembles de maior interesse (NVT e NPT) implicam que a temperatura seja

mantida constante. Neste contexto, ¢ importante calcular a energia cinética instantanea:

N
1

K(t)) =52m(i)v(i,t )2 (1.20)
i=1

A temperatura (7) ¢ entdo obtida através da energia cinética segundo o teorema

da equiparticao da energia:
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3
K@j)=ZNkgT (1.21)

As técnicas utilizadas para simular os referidos ensembles implicam
normalmente o acoplamento com um banho térmico, que troca energia com o sistema
molecular para que este se mantenha a temperatura constante.

Por outro lado no ensemble NPT, ¢ necessario manter a pressdo (P) constante. A

pressdo ¢ uma propriedade mecanica, cujo valor esperado <P> pode ser calculada como:

N
<P>:%+ Zr(i,tj)xF(i,tj) (1.22)
i=1

No ensemble NPT, a pressao ¢ fixada usando um pistdo que faz variar o volume

do sistema ou por escalamento das posi¢des das particulas.

Para iniciar uma simulacdo, ¢ necessario estabelecer uma geometria inicial para
o sistema molecular. O sistema ¢ habitualmente inserido numa caixa, cujo volume
depende da sua densidade. A geometria inicial pode ser obtida através de técnicas
espectroscopicas (NMR, difraccdo de raios-X, difraccdo de neutrdes, etc) ou de
modelacdo molecular por homologia. Habitualmente, procede-se a uma optimizacao
prévia do sistema molecular, de forma a iniciar a simulacdo a partir de uma
conformag¢ao mais favoravel.

As velocidades iniciais podem ser obtidas através de uma distribuicdo de
velocidades de Maxwell-Boltzmann representativa de uma temperatura 7, préxima de 0
K. Como normalmente se pretendem efectuar simulagdes a temperaturas muito
superiores (proximas de 298,15 K), € necessario fornecer energia cinética ao sistema
através do reajustamento das velocidades dos atomos do sistema. Esta fase da simulagao
¢ designada por aquecimento.

Em seguida, procede-se a equilibragao do sistema, tendo em conta a propriedade
(O) que se pretende calcular por amostragem. Uma propriedade fisica O, geralmente

converge para o seu valor de equilibrio, exponencialmente com o tempo:

O(t) = Oy + Cexp(-t/7) (1.23)
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em que O(?) corresponde a uma média de uma quantidade fisica num curto intervalo de
tempo, de forma a eliminar flutuagdes instantaneas. A variavel determinante desta
equagdo ¢ o tempo de relaxamento T, que pode ser da ordem de centenas de passos
temporais, permitindo-nos observar a convergéncia para o valor de equilibrio. No lado
oposto, T pode ser muito maior que a escala de tempo de simulagdo, por exemplo, um
segundo. Neste caso, ndo ¢ possivel observar qualquer relaxamento, e ndo ¢ possivel
calcular a propriedade termodindmica. Em situagcdes intermédias, o tempo de
relaxamento pode ser maior que a escala de tempo de simulagdo, mas ser possivel
observar a tendéncia para a convergéncia. Deste modo, pode ser extrapolado um valor
para Oy, mesmo sem se atingir o estado de equilibrio. As propriedades mecanicas como
a energia e a entalpia tém tempos de relaxagdo curtos. Propriedades associadas a

flutuacdes, por exemplo as capacidades calorificas, tém tempos de relaxagao longos.

Apos o sistema ter atingido o equilibrio relativamente a propriedade em estudo,
procede-se a fase de produ¢do onde sdo geradas as configuracdes que permitem calcular
as médias de ensemble. Finalmente, estas médias sdo calculadas a partir da analise das
trajectorias obtidas na fase da produgdo.

Uma simulagdo utilizando dindmica molecular pode ser representada pelo

fluxograma da figura 10.
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Geometria inicial

l

Optimiza¢io da geometria

]

Aquecimento

l

Equilibracao

Propriedades
convergiram?

Producao

I

Analise das trajectorias e calculo das médias de ensemble

Figura 10. Fluxograma do procedimento habitualmente utilizado nas simula¢des de dinamica molecular.
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1.3 Sintese peptidica

1.3.1 Péptidos e Aminoacidos

Os péptidos sdo uma classe de compostos extremamente vasta e interessante.
Embora sejam construidos de unidades simples (aminoacidos), os péptidos possuem
caracteristicas biologicas diversas, abrangendo antibidticos, venenos, hormonas,
analgésicos, etc *°. A sua sintese ¢ fonte de enorme interesse (especialmente na quimica
medicinal), pois permite-nos confirmar a estrutura de péptidos naturais, preparar
grandes quantidades de péptidos raros (que ocorram na natureza em pequenas
quantidades, permitindo a sua avaliagdo bioldgica) e preparar andlogos (permitindo
encontrar espécies com propriedades biologicas aumentadas, que poderdo permitir
novas abordagens terapéuticas). No péptido, ¢ chamada de estrutura primaria a
sequéncia de aminoacidos que o compde e estrutura secunddria ao tipo estrutura que
adquire (existindo diversos padrdes estruturais bem conhecidos, como folhas p—
pregueadas, hélices a e diversos tipos de dobras, por exemplo). E chamado de estrutura
terciaria ao tipo de empacotamento que os diversos elementos estruturais realizam. Esta
mesma classificacdo ¢ usada também para proteinas (embora para estas possa existir
também a caracterizacdo da estrutura quaternaria, resultante das aglomeracdao de varios
mondmeros proteicos ou de subunidades diferentes).

Os aminodacidos sdo as unidades bésicas que constituem os péptidos, € como o
proprio nome indica, incluem (pelo menos) um grupo amina € um grupo acido na sua
constituicdo. Embora exista um grande nimero de aminodcidos, apenas 20 sdo
codificadas por ADN (tabela 2). Estes aminoacidos sdo constituidos basicamente por
um grupo amino e um grupo acido carboxilico, ligados por um carbono, que possui um
grupo R (que diferencia cada aminoacido codificado) e um hidrogénio. Com a excepcao
da glicina, todos sdo opticamente activos (uma vez que possuem um carbono quiral
entre o grupo amina e o grupo acido) e todo e qualquer péptido e proteina sintetizada
biologicamente (com uma sequéncia baseada na transcri¢do de ADN) ¢ exclusivamente
composta por L-aminoacidos.

De notar que, tendo um grupo acido e um grupo amina simultaneamente, tém
propriedades mistas de acidos e bases existindo um intervalo de pH no qual tanto o
grupo acido como o grupo amina estdo carregados (figura 11). A esta espécie chamamos

zwiterido.
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Tabela 2. Os 20 aminoacidos codificados por ADN.
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Sigla Sigla
Nome de3 Estrutura Nome de3 Estrutura
letras letras
|O| ﬁ HH
c CH; c CH CH c
. fo e SR o s
Alanina Ala HO/ \TH Arginina Arg | oy \TH “cH, SNH \NHZ
NH, NH,
O ﬁ
|(l, CH NH Acido c CH, o
Asparagina | Asn OH/ \CH/ 2\0/ 2 ) Asp OH/ \CH/ \C/
| ” Aspartico | |
NH, o NH, OH
I I I
L _C _CH, Acido _c _CH, _C
Cisteina Cys on ek NsH Glutami Glu oH ch “CH, on
utamico |
NH, NH,
I I I
c CH c C H
. P M2 - FS 7
Glutamina | Gln oH \TH ~cH, \NHZ Glicina Gly v \TH
NH, NH,
c CH c CH CH
istidi i - <2 i - - Pk
Histidina His OH \CH = Isoleucina Ile OH \CH \CHZ
| o |
NH, NQ/ NH,
C|> o)
. o} CH CH . |(! CH CH NH
Leucina Leu o~ \TH/ Z\TH/ : Lisina Lys o \TH/ e Z\CHZ/ 2
NH, CHs NH,
i I
(o} CH
L. C CH S . . 2
Metionina | Met o \TH/ 2\CH2/ \CH3 Fenilalanina | Phe oH cH
NH, NH;
[ I
oH™ c CH,
. . e
Prolina Pro Serina Ser OH \TH ~oH
NH NH,
ﬁ TH |C|)
o C CH . C CH,
Trionina Thr OH \TH/ \CH3 Triptofano Trp OH/ \|CH/ \
NH, NH, N4
ﬁ I T
C CH
N c CH
N . s >
Tirosina Tyr OH (|?H Valina Val OH \TH CHs
NH, NH,
OH
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0
*HeN——CH—C——O"

R

Figura 11. Zwiterido

Uma vez que todos os aminoacidos (codificados) partilham o mesmo tipo de
estrutura base, sdo as diferentes cadeias laterais que lhes conferem diferentes
caracteristicas, resultando assim em aminoacidos carregados positivamente (ou basicos,
Arg, Lys), carregados negativamente (ou acidos, Asp, Glu), polares (Ser, Cys, Thr, Asn,
Gln, Tyr, His) e apolares (Gly, Ala, Ile, Val, Leu, Ile, Pro, Met, Phe, Trp).

1.3.2 Ligacao peptidica

Como foi dito anteriormente, um péptido, sendo uma sequéncia de aminoacidos,
resulta da condensacdo de (pelo menos dois) aminoacidos, no qual ¢ formada uma
ligagdo quimica entre o carbono do grupo 4cido de um dos aminoécidos e o azoto do
grupo amina do outro aminoacido. Laboratorialmente, esta ligagdo pode ser obtida de
diferentes formas . Os métodos de formacio de ligagdo peptidica usados neste trabalho
baseiam-se na activacdo do carbono do grupo acido, originando uma espécie que
funcionara como agente acilante do grupo amina do residuo seguinte, na linha do que

esta representado na figura 12.
O

Ia

RCOH—>» R——C——X —> R'——CONH—R" + HX

!

R"——NH,

Figura 12. Esquema representativo da formagao de uma ligacdo peptidica.

O reagente de activagdo e acoplamento historicamente mais usado ¢ a diciclo-
hexilcarbodiimida (DCCI ou DCC) **®' que, quando adicionado ao componente acido
forma o agente acilante reactivo. Este reagente ¢ vulgarmente usado em conjunto com

1-hidroxibenzotriazole (HOBt), de forma a reduzir problemas de racemizacao e outras

26



1. Introdugdo

reacgdes laterais, através da formagio de um agente acilante menos potente, selectivo .
No decurso deste trabalho, foi usado um outro reagente de acoplamento, o
hexafluorofosfato de 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio, (HBTU), que
funciona de forma analoga a reac¢do usando DCCI/HOBt *, resultando normalmente
em rendimentos mais elevados que a utilizagdo de DCC. Existem muitos outros
métodos de formagdo da ligacdo peptidica, incluindo a utilizagdo de ésteres activos,
anidridos mistos e azidas °'.

Acontece que se adicionarmos o reagente de activacdo a uma mistura dos dois
aminoacidos que pretendemos acoplar, obtemos o péptido desejado e muitos outros
produtos, uma vez que ambos os grupos acido sdo activados, podendo reagir com ambos
0s grupos amina (e mesmo com grupos amina de péptidos formados entretanto). O que
pretendemos ¢ um péptido com uma determinada sequéncia de aminodcidos, e desta
forma, sdo necessarios varios cuidados para evitar todas estas possiveis reac¢des. Uma
vez que como cada aminodcido possui um grupo acido € um grupo amina, nao nos €
possivel controlar o local especifico onde ocorrera a acilacao. Por esta razdo, sdo usados
grupos protectores em todos os locais passiveis de reagir, bloqueando assim possiveis
cursos reaccionais indesejados e permitindo seleccionar o local especifico da acilagdo

pretendida.

1.3.3 Grupos Protectores

Como foi referido no ponto anterior, a utilizacdo de grupos protectores na sintese
de péptidos permite-nos realizar um acoplamento peptidico selectivo entre um grupo
acido e um grupo amina em particular, uma vez que todos os outros grupos passiveis de
reagir estdo impedidos pela presenca do grupo protector.

Foram desenvolvidos diversos grupos protectores, tanto para a protec¢do do
grupo acido, como para a protec¢do do grupo amina. Sdo também usados nas cadeias
laterais de aminoacidos, onde tal for necessario, recorrendo-se a diferentes grupos,
conforme a proteccao a realizar.

Entre os grupos protectores normalmente usados para a proteccdo do grupo
amina, podemos referir a utilizacdo de alqudxiamidas como o benziloxicarbonilo (Z)
(geralmente introduzido usando o cloroformiato de benzilo nas condi¢des de Schotten-

Baumann) e #-butoxicarbonilo (Boc) (introduzido com a utilizagdo de anidrido de #-
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butilo). O grupo Z pode ser removido por tratamento com HBr/AcOH ou por
hidrogenacao catalitica, enquanto que o grupo Boc ¢ usualmente removido usando TFA.

Para além destes dois, existem muitos outros grupos protectores, como o 9-
fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc, clivavel em condi¢cdes basicas) ou o 2,2,2-
tricloroetoxicarbonilo (Troc, removivel usando um processo redutor, geralmente

Zn/AcOH), por exemplo (figura 13) >

2) (Boc)

/ c

y 0—=C cl

. cl H,
c

(Fmoc) (Troc)

Figura 13. Estruturas de grupos usados para a protec¢do do grupo amina.

Os grupos acidos sdo facilmente protegidos através da sua esterificagdo. A
utilizacdo de ésteres metilicos (OMe) e etilicos (OEt) ¢ comum, uma vez que sdo
resistentes as condicdes de formacgdo da ligagdo peptidica e a muitos dos processos de
desprotec¢ao do grupo amina. A sua preparagdo ¢ realizada usando cloreto de tionilo e
metanol (para a obtengdo do éster metilico) ou etanol (para a obtengdo do éster etilico).
Para além destes exemplos existem muitos outros ésteres que podem ser usados, como

éteres benzilicos (OBzl) ou de #-butilo (OBu') (figura 14), por exemplo %

R CHs R CH,
~o o “CH,
(OMe) (OEY)
CH,
/CH2 /O+CH3
R—0O R CHs
(OB2l) (OBu)

Figura 14. Estruturas de grupos usados para a protec¢do dos grupos acido.
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A remogao de ésteres etilicos e metilicos ¢ geralmente conseguida por hidrolise
alcalina. E de notar que a remogdo destes grupos tem de ocorrer sem degradagdo da
cadeia peptidica entretanto formada e devera ocorrer selectivamente, de modo a garantir
a existéncia de apenas um centro reactivo para o acoplamento seguinte, na situagdo de
se pretender um acoplamento posterior. O facto de um grupo protector ser resistente ao
processo de desproteccao dos restantes grupos protectores € muito importante, uma vez
que ¢ esta caracteristica (ortogonalidade) que nos permite seleccionar o local de um
préoximo acoplamento durante a construgdo sequencial de um péptido. Um exemplo
tipico desta propriedade ¢é a utilizagdo de éster benzilico (OBzl) e Boc, no qual, Boc
permanece estavel protegendo o grupo amina, durante a desprotec¢ao do grupo acido (a
remog¢ao do grupo OBzl ¢ realizada com H,/Pd-C), acontecendo o oposto na condi¢do
de desprotec¢do do grupo amina (o grupo Boc ¢ removido com TFA). Desta forma,
utilizando grupos protectores ortogonais, poderemos planear e executar a construgdo de

qualquer sequéncia peptidica.
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1.4 Dialquilglicinas

As dialquilglicinas s3o uma familia de aminoacidos com um conjunto particular
de caracteristicas estruturais interessantes. Uma vez que tém duas cadeias laterais
ligadas ao seu carbono a, os seus angulos de diedro (¢ e y) tipicos sdo diferentes dos
aminodcidos codificados por DNA (figura 15). O 4cido aminoisobutirico (Aib) ¢ o
exemplo mais simples desta familia, podendo ser encontrado em alguns antibidticos
peptidicos * (como a alameticina (“alamethicin”), que possui a sequéncia Ac-Aib-Pro-
Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib-Gly-Leu-Aib-Pro-Val-Aib-Aib-Glu-Gln-Phl,

produzida pelo fungo Trichoderma viride).

COOH

Figura 15. Estrutura geral de uma C, ,-dialquilglicina.

Para além do Aib, os restantes elementos desta familia ndo sdo comummente
usados para o desenho de novos péptidos, devido a dificuldade de preparagdo. Estudos
realizados, revelam que as C,4-dialquilglicinas com cadeias laterais maiores (com dois
ou mais carbonos em cada cadeia), t€m uma preferéncia por uma conformagdo de tipo
Cs (p = 180 ° ¢ y = 180 °) *. Esta particularidade faz com que estes aminoacidos
ocupem espacos conformacionais que estdo restritos (ou mesmo impedidos) aos
aminoacidos codificados por ADN. Desta forma, podem ser usados na preparacao de
péptidos ou peptidomiméticos com conformagdes atipicas, podendo permitir a
preparacao de compostos com caracteristicas estruturais especificas.

Como foi referido anteriormente, devido a sua natureza, a sintese destes residuos
ndo ¢ trivial. Os métodos mais comuns sdo o método de Streker e o método de

Bucherer-Berg .

Contudo, quando pretendemos a obtencdo das espécies mais
estereamente constrangidas, estes métodos ndo sdo eficazes. Como solugdo para este
problema, outros métodos tém vindo a ser desenvolvidos, como a alquilagio de

nitroacetato * ¢ a reac¢do de Ugi-Passerini.
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1.5 Objectivos

O desenvolvimento de metodologias de inclusdo de C,,-dialquilglicinas em
sequéncias peptidicas vem abrir um grande leque de possibilidades na criacdo de
peptidomiméticos e péptidos conformacionalmente constrangidos.

Face as suas caracteristicas, a introducdo destes residuos em compostos com
actividade bioldgica pode criar compostos andlogos, que poderdo igualmente possuir
actividade biologica. Este tipo de aplicagdo pode ser usado para criar fdrmacos ou
compostos lider para o desenvolvimento de novas terapias.

Sendo a Angiotensina II (Angll) um candidato a tal aplicagdo, este trabalho tem
como objectivos, a proposta e sintese de antagonistas da Angll contendo Cg,-
dialquilglicinas. Estas espécies serdo fundamentalmente compostos peptidicos, mas
dada a maior resisténcia das C,,-dialquilglicinas a ac¢do das enzimas digestivas,
deverdo ter uma maior biodisponibilidade que os antagonistas peptidicos existentes.
Outro factor importante serd o facto de estes residuos incorporarem em si
constrangimentos conformacionais, o que trard pistas importantes sobre a conformagao
(ou conformacgdes) activa(s).

Os analogos da Angll desenhados serdo modelados através da substituicdo de
residuos ndo funcionais (que ndo desempenham nenhum papel fundamental na
activagdo do receptor) e métodos teodricos serdo usados para a seleccdo de candidatos
promissores.

A modelacdo de C,,-dialquilglicinas e outros aminodcidos ndo codificados
revelar-nos-4 as suas caracteristicas estruturais particulares e permitird a parametriza¢ao
destes residuos, possibilitando a simulacdo de sequéncias contendo estes aminoacidos.

Uma metodologia para a sintese destes compostos sera também elaborada,

usando preferencialmente, técnicas de sintese em solugao.

31



1. Introdugdo

Referéncias:

(1) Mavromoustakos, T.; Kolocouris, A.; Zervou, M.; Roumelioti, P.;
Matsoukas, J.; Weisemann, R. J. Med. Chem. 1999, 42, 1714-1722.

(2) Spyroulias, G. A.; Nikolakopoulou, P.; Tzakos, A.; Gerothanassis, 1. P.;
Magafa, V.; Manessi-Zoupa, E.; Cordopatis, P. Eur J Biochem 2003, 270, 2163-2173.

3) Timmermans, P. B. M. W. M.; Wong, P. C.; Chiu, A. T.; Herblin, W. F_;
Benfield, P.; Carini, D. J.; Lee, R. J.; Wexler, R. R.; Saye, J. A. M.; Smith, R. D.
Pharmacol Rev 1993, 45, 205-251.

4) de Gasparo, M.; Catt, K. J.; Inagami, T.; Wright, J. W.; Unger, T.
Pharmacol Rev 2000, 52, 415-472.

(5)  Nature Rev. Drug Disc. 2004, 3, 577.

(6) Underwood, D. J.; Prendergast, K. Chemistry & Biology 1997, 4, 239-
248.

(7) Thompson, M. D.; Burnham, W. M.; Cole, D. E. C. Crit. Rev. Clin. Lab.
Scien. 2005, 42,311 - 389.

(8) Palczewski, K.; Kumasaka, T.; Hori, T.; Behnke, C. A.; Motoshima, H.;
Fox, B. A.; Trong, 1. L.; Teller, D. C.; Okada, T.; Stenkamp, R. E.; Yamamoto, M.;
Miyano, M. Science 2000, 289, 739-745.

9) Cherezov, V.; Rosenbaum, D. M.; Hanson, M. A.; Rasmussen, S. G. F.;
Thian, F. S.; Kobilka, T. S.; Choi, H.-J.; Kuhn, P.; Weis, W. I.; Kobilka, B. K.; Stevens,
R. C. Science 2007, 318, 1258-1265.

(10)  Furuta, H.; Guo, D.-F.; Inagami, T. Biochem. Biophys. Res. Commun.
1992, /83, 8-13.

(11)  Santos, E. L.; Pesquero, J. B.; Oliveira, L.; Paiva, A. C. M.; Costa-Neto,
C. M. Reg. Pept. 2004, 119, 183.

(12) Dina, R.; Jafari, M. Am J Health-Syst Pharm 2000, 57, 1231-1238.

(13) Koike, G.; Horiuchi, M.; Yamada, T.; Szpirer, C.; Jacob, H. J.; Dzau, V.
J. Biochem.l Biophys. Res. Commun. 1994, 203, 1842-1850.

(14) Duncia, J. V.; Carini, D. J.; Chiu, A. T.; Johnson, A. L.; Price, W. A.;
Wong, P. C.; Wexler, R. R.; Timmermans, P. B. M. W. M. Med. Res. Rev. 1992, 12,
149-191.

(15) Berl, T. J Am Soc Nephrol 2004, 15, ST1-76.

32



1. Introdugdo

(16) Zorba Paster, R.; Snavely, D. B.; Sweet, A. R.; Draper, R. A.; Goldberg,
A. L; Soffer, B. A.; Sweet, C. S. Clin. Therap. 1998, 20, 978.

(17)  Aburi, M.; Smith, P. E. Protein Sci. 2004, 13, 1997-2008.

(18)  Cramer, C. J. Essentials of Computational Chemistry, Theories and
Models; Second Edition ed.; John Wiley & Sons Ltd: Chichester, 2004.

(19) Cornell, W. D.; Cieplak, P.; Bayly, C. L.; Gould, I. R.; Merz, K. M.;
Ferguson, D. M.; Spellmeyer, D. C.; Fox, T.; Caldwell, J. W.; Kollman, P. A. J. Am.
Chem. Soc. 1995, 117, 5179-5197.

(20) Kollman, S. J. W. P. A.; Nguyen, D. T.; Case, D. A. J. Comp. Chem.
1986, 7, 230-252.

(21) Langley, D. R. J. Biomol. Struct. Dyn. 1998, 16, 487-508.

(22) Brooks, B. R.; Bruccoleri, R. E.; Olafson, B. D.; States, D. ]
Swaminathan, S.; Karplus, M. J. Comp. Chem. 1983, 4, 187-217.

(23)  Nilsson, L.; Karplus, M. J. Comp. Chem. 1986, 7, 591-616.

(24) Patel, S.; III, C. L. B. J. Comp. Chem. 2004, 25, 1-16.

(25) Murrall, N. W.; Davies, E. K. J. Chem. Inf. Comp. Scien. 1990, 30, 312-
316.

(26) Lifson, S.; Hagler, A. T.; Dauber, P. J. Am. Chem. Soc. 1979, 101, 5111-
5121.

(27) Hwang, M. J.; Stockfisch, T. P.; Hagler, A. T. J. Am. Chem. Soc. 1994,
116,2515-2525.

(28) Ewig, C. S.; Berry, R.; Dinur, U.; Hill, J.-R.; Hwang, M.-J.; Li, H;
Liang, C.; Maple, J.; Peng, Z.; Stockfisch, T. P.; Thacher, T. S.; Yan, L.; Ni, X.; Hagler,
A.T.J. Comp. Chem. 2001, 22, 1782-1800.

(29) Mayo, S. L.; Olafson, B. D.; Goddard, W. A. J. Phys. Chem. 1990, 94,
8897-8909.

(30) Kang, Y. K.; No, K. T.; Scheraga, H. A. J. Phys. Chem. 1996, 100,
15588-15598.

(31) Shi, S.; Yan, L.; Yang, Y.; Fisher-Shaulsky, J.; Thacher, T. J. Comp.
Chem. 2003, 24, 1059-1076.

(32) Daura, X.; Mark, A. E.; Gunsteren, W. F. V. J. Comp. Chem. 1998, 19,
535-547.

(33) Lukas D. Schuler; Daura, X.; Gunsteren, W. F. v. J. Comp. Chem. 2001,
22,1205-1218.

33



1. Introdugdo

(34) Burkert, U. a. A., N.L. Molecular Mechanics, ACS Monograph 177,
American Chemical Society: Washington, 1982.

(35) Allinger, N. L.; Yuh, Y. H.; Lii, J. H. J. Am. Chem. Soc. 1989, 111,
8551-8566.

(36) Stewart, E. L.; Nevins, N.; Allinger, N. L.; Bowen, J. P. J. Org. Chem.
1999, 64, 5350-5360.

(37)  Allinger, N. L.; Chen, K.; Lii, J.-H. J. Comp. Chem. 1996, 17, 642-668.

(38) Lii, J.-H.; Chen, K.-H.; Allinger, N. L. J. Phys. Chem. A 2004, 108,
3006-3015.

(39) Halgren, T. A. J. Comp. Chem. 1996, 17, 490-519.

(40) Halgren, T. A. J. Comp. Chem. 1996, 17, 520-552.

(41) Halgren, T. A. J. Comp. Chem. 1996, 17, 553-586.

(42) Halgren, T. A.; Nachbar, R. B. J. Comp. Chem. 1996, 17, 587-615.

(43) Halgren, T. A. J. Comp. Chem. 1996, 17, 616-641.

(44) Bernhardt, P. V.; Comba, P. Inorg. Chem. 1992, 31, 2638-2644.

(45) Jorgensen, W. L.; Tirado-Rives, J. J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 1657-
1666.

(46) Kaminski, G. A.; Friesner, R. A.; Tirado-Rives, J.; Jorgensen, W. L. J.
Phys. Chem. B 2001, 105, 6474-6487.

(47) Fabricius, J.; Engelsen, S. B.; Rasmussen, K. J. Carbohydrate Chem.
1997, 16,751 - 772.

(48) Kaminski, G. A.; Stern, H. A.; Berne, B. J.; Friesner, R. A.; Cao, Y. X_;
Murphy, R. B.; Zhou, R.; Halgren, T. A. J. Comp. Chem. 2002, 23, 1515-1531.

(49) Allured, V. S.; Kelly, C. M.; Landis, C. R. J. Am. Chem. Soc. 1991, 113,
1-12.

(50) Clark, M.; III, R. D. C.; Opdenbosch, N. V. J. Comp. Chem. 1989, 10,
982-1012.

(51)  Chen, B.; Potoff, J. J.; Siepmann, J. . J. Phys. Chem. B 2001, 105, 3093-
3104.

(52) Rappe, A. K.; Casewit, C. J.; Colwell, K. S.; Goddard, W. A.; Skiff, W.
M. J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 10024-10035.

(53) Casewit, C. J.; Colwell, K. S.; Rappe, A. K. J. Am. Chem. Soc. 1992,
114, 10035-10046.

34



1. Introdugdo

(54) Casewit, C. J.; Colwell, K. S.; Rappe, A. K. J. Am. Chem. Soc. 1992,
114, 10046-10053.

(55) Root, D. M.; Landis, C. R.; Cleveland, T. J. Am. Chem. Soc. 1993, 115,
4201-42009.

(56) Frenkel, D.; Smit, B. Understanding Molecular Simulation, From
Algorithms to Applications; 2nd edition ed.; Academic Press: London, 2002; Vol. 1.

(57) Allen, M. P.; Tildesley, D. J. Computer Simulation of Liquids;, Oxford
University Press: New York, 1987.

(58) Ulrich, E.; Lalith, P.; Max, L. B.; Tom, D.; Hsing, L.; Lee, G. P. J. Chem.
Phys. 1995, 103, 8577-8593.

(59) Baliley, P. D. An Introduction to Peptide Chemistry; John Wiley & Sons:
Sussex, 2001.

(60) Jones, J. The Chemical Synthesisof Peptides; Oxford University Press:
New York, 1994.

(61)  The Peptides - Analysis, Synthesis, Biology; Academic Press: New York,
1979; Vol. Vol.1 - Major Methods of Peptide Bond Formation.

(62) Knorr, R.; Trzeciak, A.; Bannwarth, W.; Gillessen, D. Tetrahedron Lett.
1989, 30, 1927-1930.

(63) Fu, Y.; Hammarstrom, L. G. J.; Miller, T. J.; Fronczek, F. R;
McLaughlin, M. L.; Hammer, R. P. J. Org. Chem. 2001, 66, 7118-7124.

(64) Valle, G.; Crisma, M.; Bonora, G. M.; Toniolo, C.; Lelj, F.; Barone, V_;
Fraternali, F.; Hardy, P. M.; Langran-Goldsmith, A.; Maia, H. L. S. J. Chem. Soc.,
Perkin Trans. 2 1990, 1481-1487.

35



36

1. Introdugdo



2 Simulacoes moleculares



2. Simulagdes moleculares

2.1. Contextualizacao

Como foi referido anteriormente, a Angll ¢ uma hormona que desempenha um
papel crucial no mecanismo de regulacdo da tensdo arterial. A sua interac¢do com o seu
receptor Atl desencadeia uma série de respostas fisiologicas que levam ao aumento do
valor da tensdo arterial. O bloqueio desta activacdo, através da administracdo de
antagonistas da Angll, ¢ uma abordagem possivel para o combate a hipertensao.

Existem véarios antagonistas peptidicos da Angll, mas estes sdo rapidamente
decompostos por enzimas gastrointestinais e apresentam um tempo de vida no plasma
sanguineo muito limitado 2. De modo a contornar este problema, propusemo-nos a
desenhar candidatos a antagonistas da Angll, através da substituicdo de alguns dos seus
residuos por dialquilglicinas e outros aminodcidos ndo codificados.

Existem fortes evidéncias da importancia dos residuos Arg2, Tyr4, His6 e
carboxilato terminal para a interac¢io com o receptor >°. Estudos de relacdo estrutura-

actividade tém vindo a mostrar que:

a) O caracter agonista/antagonista do analogo esta fortemente ligada ao
residuo 8. Antagonistas de tipo I, caracterizados por velocidades lentas
de ressensibilizagdo do receptor, podem ser obtidos por substitui¢dao da
Phe8 por um residuo alifatico ’. Antagonistas de tipo II, caracterizados
por velocidades rapidas de ressensibilizagdo do receptor, podem ser
obtidos, metilando o grupo hidréxido da cadeia lateral do residuo Tyr4
7.

b) A mutagdo do residuo Aspl por um residuo apolar (como a Sar)
aumenta a poténcia de tanto agonistas como antagonistas analogos da
Angll 7.

c) As posicdes 3, 5, e 7 sdo ocupadas por aminoacidos que ndo estdo
directamente envolvidos na activagdo e interaccdo com o receptor,
embora desempenhem um papel essencial na manutengdo da estrutura
conveniente para esta interac¢io '. Desta forma, a substitui¢io destes
residuos revela-se possivel para a obtencao de antagonistas potentes da

Angll b9,
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Face a informacgdo recolhida, desenvolvemos uma estratégia de desenho de
candidatos a antagonistas da Angll, baseada nos seguintes pontos:

a) Substituicao do residuo Aspl pelo residuo Sarl;

b) Substituicdo de residuos estruturais, nao essenciais a activagao e/ou
interac¢do (Val3, Ile5 e Pro7), por aminoacidos ndo codificados que
preservem uma estrutura conveniente;

c) Substituicdo do residuo Phe8 por um aminoacido com cadeia(s)
lateral(ais) alifatica(s) (por exemplo a isoleucina ou uma

dialquilglicina).

A presenca de aminoacidos sintéticos, ndo codificados pelo ADN, torna os
péptidos que os contém mais resistentes a accdo das enzimas digestivas. Desta forma,
esperamos aumentar os tempos de vida dos péptidos modelados apds serem
administradas a um organismo vivo '°.

A estrutura tridimensional (3D) do receptor Atl nao foi ainda determinada
experimentalmente. Além disso, como o numero de estruturas homologas desta proteina
com estruturas 3D determinadas experimentalmente ¢ muito restrito, a obten¢do de um
modelo computacional para estrutura deste receptor torna-se pouco viavel. Por isso,
adoptamos uma estratégia de selec¢do dos candidatos a antagonistas baseada na
estrutura dos ligandos. Neste trabalho, efectudmos estudos estruturais através da
modelacdo e simulacdo moleculares da Angll e de alguns dos seus antagonistas
peptidicos.

Foi necessdrio parametrizar previamente os residuos sintéticos. Os calculos
quanticos envolvidos nesta parametrizacdo foram efectuados, usando o programa
Gaussian98 '', num computador Alpha Digital Personal Work Station 600au. Os
calculos de mecanica e dinamica molecular foram efectuados num computador bi-
processador Pentium IV, com o programa AMBER 6 ' usando a energia potencial
AMBER/parm99 modificada com a inclusdo dos parametros desenvolvidos neste

trabalho.
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2.2. Parametrizacao de aminoacidos nao codificados

As fungdes de energia potencial mais usados na simulagcdo de biomoléculas, (por
exemplo AMBER 1213 CHARMM ' ¢ GROMOS '°) nio incluem a parametrizacao dos
aminoacidos nao codificados pelo ADN. Nestas circunstancias, foi necessario calcular
parametros correspondentes a estes residuos. O programa e a energia potencial AMBER
2 foram escolhidos para este efeito, uma vez que utilizam uma estratégia de
parametrizacdo bem definida (fundamentalmente no que respeita a parametrizagdo das
cargas pontuais atribuidas a cada atomo) . Isto permitiu que a nossa parametrizacio
fosse efectuada de uma forma consistente com a fungdo de energia potencial original.

Os aminoacidos parametrizados sdo indicados na figura 16. A sua
parametrizacdo foi realizada tendo em conta a posicdo onde seriam inseridos na cadeia

peptidica (posigdes N-terminal, C-terminal e inseridas no meio da cadeia).

H,C. CHs HiCH,C. CHLCH, H,CH,CH,C, CH.CH,CH,
Ny o )
H O H o] H o]
Aminoisobutyric acid (Aib) a,ee-diethylglyeme (Deg) o, a—dipropylglycine (Dpg)

(HC),HCH,C, CH,CH(CH,), Ph,Ph PhH,C_ CH.Ph
“w Ay N,
H o} H O H 0]
a,a—diisobutylglycine (D/bg) a,a—diphenylglycine (Dgg) a,a-dibenzylglycine (Db,g)
N
i
N
~ ~
wjiw’ !
H O H

O-methyltyrosine (TyrCH;)

~

O.
CH,
’?'
CH, O
o

Sarcosine (Sar)

A(imidazol-1-y])-alaine

Figura 16. Aminoacidos ndo codificados por ADN parametrizados.

Foram utilizados modelos truncados duma cadeia peptidica, na qual se
simularam as diferentes posi¢cdes relativas possiveis na cadeia, usando grupos
metilamina e/ou acetilo. A forma genérica destes fragmentos pode ser observada na

figura 17.
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R2 Ri1
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Figura 17. Forma geral dos modelos usados para parametrizar os aminoacidos, simulando as

diferentes posicdes possiveis de ocupagdo numa cadeia peptidica.

Uma vez que os parametros a desenvolver sdao destinados a funcdo energia
potencial AMBER ', a atribui¢io do tipo de 4tomo seguiu a mesma convengio. Foi
apenas necessario introduzir um novo tipo de 4tomo (o azoto Ny da B-(imidazol)-1-
yl)alanina).

De modo a que as cargas pontuais das dialquilglicinas tenham uma menor
dependéncia estrutural, foi seguida uma abordagem multiconfiguracional para a sua
determinagdo. Nesta aproximagao, foi efectuada uma analise conformacional usando os

dois angulos diedros y; € y» (figura 18).

¥ A ¥a
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Figura 18. Representagdo dos angulos de diedro das cadeias laterais, usados na pesquisa

conformacional realizada.
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2. Simulagdes moleculares

Esta analise conformacional foi efectuada usando o método semi-empirico AM1
1. Ambos os angulos diedros variaram entre 0 ° ¢ 360 ° com incrementos de 10 °. Os
resultados obtidos, para cada residuo parametrizado, foram representados na forma de
um mapa conformacional. Cada um destes mapas apresenta 1369 pontos e permitiu-nos
identificar as conformagdes mais relevantes. Como critério para identificagdo destas
conformacdes, foram considerados todos os minimos locais cuja energia fosse maior ou

igual a 3 kcal mol™ relativamente ao minimo absoluto (figura 19).

Figura 19. Mapa conformacional obtido para a Dietilglicina (Deg) em posi¢do C-terminal. As

zonas cinzentas indicam os minimos locais identificados.

Cada um dos minimos locais, identificados para um dado residuo, foi
posteriormente optimizado usando um nivel de tratamento quantico Hartree-Fock/6-

31G(d) . As cargas pontuais dos seus atomos foram entdo calculadas, usando uma

metodologia que combina o método de Merz-Kollman '*'®

19-21
1

com uma abordagem

multiconfiguraciona , em consisténcia com a parametrizagdo da fun¢do energia
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potencial AMBER. De acordo esta metodologia, as populagdes de Boltzman

normalizadas sdo usadas com factores de peso de cada minimo local. As figuras 20 e 21

mostram as topologias e as cargas pontuais atribuidas a cada residuo parametrizado.
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Figura 20. Cargas pontuais e tipos de atomos atribuidos aos residuos Aib, Deg e Dpg. Foram

consideradas as posi¢cdes C-terminal e no seio da cadeia peptidica.
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Figura 21. Cargas pontuais e tipos de atomos atribuidos aos residuos B;bg, (em posi¢cdes C-

terminal e no seio da cadeia peptidica), Deg ¢ Db,g (ambos em posigdo C-terminal), S-(imidazol-

1-yl)-alanina e TyrCH; (ambos parametrizados como estando no seio da cadeia peptidica) e Sar

(em posicao N-terminal).
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2. Simulagdes moleculares

A maioria dos pardmetros ligantes em falta foi determinada a partir pardmetros
similares do AMBER e de outras fungdes energia potencial similares. Para este efeito,
foram efectuadas comparagdes entre topologias e valores de pardmetros geométricos
obtidos através das optimizac¢des efectuadas. Apenas dois angulos diedros tiveram que
ser parametrizados de raiz, uma vez que ndo existiam nenhuns pardmetros geométricos
semelhantes nas fungdes energia potencial disponiveis. Estes parametros sao os angulos
diedros X-C-OS-X (que define a tor¢cdo existente entre o carbono “para” da cadeia
lateral de Tyr(CHs) e o oxigénio a ele ligado) e X-CT-NM-X (usado para modelar a
ligacdo entre o Cz e 0 azoto a ele ligado, na cadeia lateral de f-(imidazol-1-yl)-alanina).
A respectiva parametrizacdo envolveu andlises conformacionais em compostos modelo
apropriados, efectuadas ao nivel de tratamento quantico Hartree-Fock/6-31G(d) . Os
angulos diedro em estudo foram variados entre -180 ° e 180 ° com incrementos de 10 °.
Cada ponto do espaco conformacional foi obtido, fixando o angulo diedro
correspondente ¢ minimizando todos os outros pardmetros geométricos. Desta forma
foram obtidas estruturas minimas percorrendo a totalidade da torcdo em causa em
intervalos regulares. Estas mesmas estruturas foram depois usadas para calculos
pontuais a nivel classico para aferir os valores energéticos classicos. Os perfis
energéticos obtidos serviram para ajustar heuristicamente os valores dos parametros
classicos, de modo a melhor representarmos estes diedros (figuras 22 e 23). Os

parametros calculados sao apresentados na tabela 3.

B L
e A
” 4‘]/ — Iﬁi / Illl'a:: :
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Figura 22. Comparag@o entre o perfil energético quéntico e classico (obtido com os pardmetros

determinados para o diedro X-C-OS-X).
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Figura 23. Comparag@o entre o perfil energético quantico e classico (obtido com os parametros

determinados para o diedro X-CT-NM-X).

De modo a avaliarmos a estabilidade dos parametros obtidos, efectudmos
simulagdes por dindmica molecular (MD) de diversos di e tripéptidos adequados. Todas
as possibilidades de insercao (XXX-Gly, Gly-XXX-Gly ou Gly-XXX, onde XXX
representa cada aminoédcido ndo codificado) foram consideradas. Estas simulagdes
foram efectuadas em ambiente aquoso, usando entre 1213 e 1787 moléculas de agua do
tipo TIP3P ** dentro de uma caixa cubica com aproximadamente 30 A de aresta. Estes
sistemas foram modelados colocando cada péptido no centro de uma caixa de agua pré-
equilibrada, onde as moléculas de agua cujos 4&tomos se encontrassem a menos da soma
dos raios de VDW com os atomos do soluto foram removidas. Cada sistema foi
minimizado até que o gradiente energético fosse menor que 0,001 kcal mol”, usando
1000 passos de minimizagao com o algoritmo “steepest descent” e os restantes usando o
algoritmo de gradientes conjugados. Efectuamos depois uma equilibragdo de 50 ps, a
temperatura de 300 K, num ensemble NVT. O termostato de Berendsen *°, com uma
constante de acoplamento de 1 ps, foi usado para manter a temperatura constante.

Finalmente, efectudmos as simulagdes de producdo durante 250 ps num
ensemble NPT. O termostato ¢ bardstato de Berendsen 23, com constantes de
acoplamento respectivamente de 1,0 e 0,2 ps, foram utilizados para manter constantes a

temperatura (300 K) e a pressdo (1 atm).
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Tabela 3. Lista dos parametros ligantes adicionados ao campo de forgas AMBER

2. Simulagdes moleculares

Ligacdo Fonte Kr (kcal mol' A%)* Teq
C-0OS CHARMM 365.0 1.38
NM-CR G98/AMBER 410.0 1.40
CV-NM G98/AMBER 410.0 1.40
CV-CV G98/AMBER 512.0 1.41
CT-NM G98/AMBER 337.0 1.427
Angulo Ky (kcal mol ™ rad %)° Oeq ()"
C-OS-CT CHARMM 61.0 108.0
CA-C-OS CHARMM 55.0 120.0
H4-CV-CV G98/CHARMM 23.0 129.44
NM-CV-CV G98/CHARMM 65.0 106.1
NM-CV-H4 G98/CHARMM 25.0 122.4
NM-CR-H5 G98/CHARMM 25.0 122.6
NM-CR-NB G98/CHARMM 100.0 111.4
CV-NM-CR G98/CHARMM 70.0 106.5
CV-CV-NB G98/CHARMM 65.0 110.0
H1-CT-NM G98/AMBER 50.0 109.2
H1-NM-CV AMBER 50.0 109.5
CT-NM-CV G98/CHARMM 70.0 127.0
CT-NM-CR G98/CHARMM 70.0 126.4
CT-CT-NM G98/CHARMM 46.5 114.5
CA-CT-C CHARMM 70.0 109.47
CA-CT-CA CHARMM 70.0 109.47
N-CT-CA CHARMM 70.0 111.6
Angulo diedro npath® V.2 (kcalmol’)’ vy (¥ n"
X-C-0S-X G98 2 0.850 180.0 2
X-NM-CV-X AMBER 4 6.000 180.0 2
X-CT-NM-X G998 6 1.725 0.0 2
X-NM-CR-X AMBER 4 9.300 180.0 2
X-CV-CV-X AMBER 4 14.500 10.0 2

* Constante de forga associada ao comprimento da ligagdo quimica. ° distancia de equilibrio associada a
ligagdo quimica. © Constante de fora associada ao 4ngulo de ligagdo. ¢ valor de equilibrio para o angulo
de ligagdo. © parametro que divide o valor de V,/2. " % do valor da barreira energética associada & torgdo. &
Fase. " Periodicidade. Quando a fonte surge como G98/’fungdo energia potencial”, significa que o
parametro foi escolhido da fungdo energia potencial nomeada. Esta estimativa envolve uma comparagdo

com os dados obtidos das minimizag¢des efectuadas com o programa Gaussian 98.

Todas as simulagoes MD foram efectuadas com condigdes de fronteira
periodicas (PBC), usando o algoritmo leap-frog ** para a integracio das equagdes de
movimento com incrementos temporais de 1 fs. O algoritmo SHAKE ** foi utilizado
para constranger todas as ligagcdes envolvendo atomos de hidrogénio e atomos pesados.
As interacg¢des electrostaticas de longa distancia foram estimadas, usando uma
metodologia PME ***’. Um modelo continuo foi usado para avaliar as interac¢des de

VDW. Foi usada uma distancia de cutoff de 12 A e uma skin de 2 A, para gerar a lista de
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interacgdes ndo ligantes. Esta foi actualizada sempre que um atomo se deslocava mais
do que 1 A desde a tltima actualizacdo. As interac¢des electrostaticas foram truncadas a
uma distancia igual a soma da distdncia de “cutoff” e da “skin”, enquanto que as
interacgdes de VDW e electrostaticas 1-4 foram truncadas a distancia de “cutoff”. Para
além disto, de modo a ndo sobrevalorizar as interac¢des ndo ligantes entre atomos da
mesma molécula, as interacgdes de VDW 1-4 foram escaladas por um factor de 2 e as
interaccoes electrostaticas 1-4 foram escaladas por um factor de 1,2.

Todas as simulagdes efectuadas atingiram o equilibrio rapidamente em
aproximadamente 10 ps. Caracteristicas estruturais, como a planaridade da ligagdo
peptidica e os angulos diedros da cadeia peptidica ¢ e y, foram monitorizadas ao longo
do tempo. As dialquilglicinas com cadeia laterais mais longas, quando inseridos nos
pequenos péptidos simulados, mostram uma preferéncia por conformacgdes em que tanto
@ como y apresentam valores proximos de 180 °. Quando os aminoéacidos
parametrizados se encontravam numa posicdo terminal, encontrdmos uma maior
variabilidade conformacional. Estes resultados sdo concordantes com trabalhos

anteriormente apresentados por outros autores -°. Na figura 24, é apresentado um

exemplo caracteristico observado no péptido Gly-Deg-Gly.

360 4

300 1

120

60 4

0 50 100 150 200 250
Time/ps

Figura 24. Comportamento dos angulos da cadeia peptidica ¢ ¢ y, do aminoacido Deg no

decurso da simulagao realizada sobre o péptido Gly-Deg-Gly.

48
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Todos os pardmetros definidos mostraram uma boa estabilidade nas simulagdes
efectuadas. Desta forma, demonstramos que estes parametros podiam ser utilizados na

simulagdo dos analogos da Angll anteriormente referidos.
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2.3 Simulacoes moleculares da angiotensina Il em diferentes meios

De modo a podermos avaliar o comportamento conformacional da Angll,
efectudmos simulagdes MD no véacuo, em meio aquoso e em solugdo de DMSO. Este
ultimo solvente apresenta uma polaridade intermédia, pelo que pode ser considerado
como uma representacao aproximada do meio em que se encontra a Angll no local de
interac¢do com o seu receptor Atl.

A simulagcdo MD da Angll no vacuo foi efectuada durante 2 ns. Os dois sistemas
modelo em solugcdo foram construidos colocando uma molécula de Angll, com a
geometria obtida por técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN) em DMSO *°,
no centro de duas caixas de solvente de dimensdo apropriada. Estas caixas foram pré-
equilibradas, usando simulagcdes MD efectuadas nos ensembles NVT e NPT. O sistema

22 : "1
numa caixa cubica com

modelo aquoso continha 3260 moléculas de dgua TIP3P
50,985 A de aresta. O sistema modelo em DMSO continha 772 moléculas deste
solvente do tipo OPLS *, numa caixa ciibica com 48,73 A de aresta. A geometria inicial
deste sistema foi criada com o programa PACKMOL °'. As médias de ensemble
associadas a propriedades termodinamicas e estruturais foram entdo calculadas, usando
dados apropriados que foram registados a cada 50 passos (50 fs).

Os dois sistemas modelo foram depois optimizados, mantendo o soluto fixo, até
que os gradientes energéticos fossem menores 0,0001 kcal mol™. Foram necessarios
2000 passos efectuados com o algoritmo de steepest descent e cerca de 18000 passos
com o algoritmo de gradientes conjugados para obter este resultado. Cada sistema foi
entdo sujeito a um gradiente de temperatura entre 0 K e 300 K, durante 50 ps.
Efectuamos depois as respectivas equilibragdes a 300 K num ensemble NVT, usando o
termostato de Berendsen  com uma constante de acoplamento de 1 ps, durante
aproximadamente 50 ps. Em seguida, efectuamos as equilibragdes dos sistemas modelo
num ensemble NPT & temperatura 300 K e pressio de 1 atm. Este passo foi
extremamente rapido na solucdo aquosa (50 ps), mas relativamente lento (2 ns) na
solugdo de DMSO. A fase de produgao, efectuada no mesmo ensemble, foi de 2 ns em
cada caso. O termostato e baréstato de Berendsen >, com constantes de acoplamento
respectivamente de 1,0 e 0,2 ps, foram utilizados para manter constantes a temperatura
(300 K) e a pressao (1 atm) em todas as simulagdes efectuadas num ensemble NPT.

Todas as simulagdes MD foram efectuadas com condi¢des de fronteira

periodicas (PBC), usando o algoritmo de leap-frog ** para a integracio das equacgdes de
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movimento com incrementos temporais de 1 fs. O algoritmo SHAKE ** foi utilizado
para constranger todas as ligagcdes envolvendo atomos de hidrogénio e dtomos pesados.
As interacg¢des electrostaticas de longa distancia foram estimadas, usando uma
metodologia PME ***’. Um modelo continuo foi usado para avaliar as interac¢des de
VDW. Foi usada uma distncia de “cutoff” de 12 A e uma “skin” de 2 A, para gerar a
lista de interac¢des ndo ligantes. Esta foi actualizada sempre que um atomo se deslocava
mais do que 1 A desde a ultima actualizacdo. As interacgdes electrostaticas foram
truncadas a uma distancia igual a soma da distancia de cutoff e da skin, enquanto que as
interacgdes de VDW e electrostaticas 1-4 foram truncadas a distncia de cutoff. Para
além disto, de modo a ndo sobrevalorizar as interacgdes nao ligantes entre dtomos da
mesma molécula, as interaccoes de VDW 1-4 foram escaladas por um factor de 2 e as
interacgoes electrostaticas 1-4 foram escaladas por um factor de 1,2.

A caracterizagdo das propriedades estruturais da Angll nos diversos meios
simulados foi entdo efectuada, registando a evolugdo de alguns pardmetros geométricos
ao longo de cada simulagdo. Foram considerados os seguintes parametros geométricos:

- Angulos de diedro ¢ e y da cadeia peptidica.

- Distancias entre o atomo C, do residuo i € o atomo C, do residuo i+3.

- Distancias entre o atomo C, do residuo i € o atomo C, do residuo i+4.

- Angulo O(Tyr)-H(Tyr)-N(His) (figura 25).

- Angulo Nj(His)-H(His)-O’(Phe) ou angulo Ns(His)-H(His)—-O’’(Phe) (figura

25).

- Angulo entre os planos que contém os anéis aromaticos das cadeias laterais dos

residuos Tyr4 e His6.

- Angulo entre os planos do anel aromatico do residuo His(6) e os atomos do

grupo carboxilato (Phe8) terminal.

- Distancia entre os atomos H(Tyr) e N(His) (figura 25).

- Distancia entre os atomos H(His) e O’(Phe) ou O’’(Phe) (figura 25).
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Figura 25. Indicagdo dos atomos da ANGII relevantes para a discussdo da analise estrutural realizada.

A andlise realizada aos angulos de diedro da cadeia peptidica envolveu o estudo
da sua evolucao temporal e a construcao de diagramas probabilisticos ¢ vs. y (figura
26).

H20 solvent simulation DMSO solvent simulation
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Figura 26. Representagdes tipicas obtidas da analise dos angulos de diedro da cadeia peptidica.
O exemplo apresentado refere-se ao residuo Arg2, mostrando: a) a evolugdo dos valores dos
angulos de diedro em fun¢do do tempo de simulagdo, b) a distribuicao das populagdes de cada

diedro e ¢) o espaco conformacional acessivel ao residuo durante a simulagao.

Foram identificados apenas quatro conformacdes predominantes para a Angll na
solucdo de DMSO. Esta hormona apresentou uma variabilidade conformacional

significativamente maior em solucdo aquosa. De facto, dezasseis conformagdes
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principais para a Angll nesta solucdo. A regido C-terminal da Angll possui uma
conforma¢do muito bem definida em ambos os solventes. A correspondente regido N-
terminal ¢ muito mais flexivel, sendo responsavel pela maior parte da variabilidade
conformacional observada. No caso extremo da simulagdo realizada em vacuo, a Angll
adopta uma estrutura enrolada bastante conservada, com distdncias custas entre os
grupos carregados. A figura 27 mostra claramente a influéncia que o meio tem no

comportamento desta hormona.

Figura 27. Sobreposicdo de estruturas da cadeia peptidica obtidas durante a simulagao realizada
em a) DMSO, b) agua e c) vacuo. As estruturas foram recolhidas em intervalos de 50 ps e
mostram um claro aumento de variabilidade conformacional com o aumento da polaridade do

meio.
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2. Simulagdes moleculares

Podemos observar uma diminui¢do da variabilidade conformacional da cadeia
peptidica, correspondendo ao aumento da importancia das interac¢des electrostaticas
intermoleculares, com a diminui¢ao da polaridade do meio.

A possibilidade de formacdo ligacdes de hidrogénio entre as cadeias laterais de
Tyr4, His6 e o carboxilato terminal de Phe8 foi investigada. Valores tipicos para uma
ligacdo de hidrogénio oscilam entre 1,6 e 2,4 A, com um angulo de aproximadamente
180 °. Nas simulagdes efectuadas, ndo foram encontrados indicios de uma liga¢ao de
hidrogénio entre a cadeia lateral de Tyr4 e His6. Apesar disso, os anéis aromaticos
destas duas cadeias laterais estdo habitualmente orientados um para o outro. Por outro
lado, a ligagdo de hidrogénio entre a cadeia lateral de His6 e o carboxilato terminal é
conservada durante a maior parte da simulagdo em DMSO. Esta ligacdo s6 ocorre
ocasionalmente na simulagdo em ambiente aquoso (figura 28). A figura 29 mostra o
arranjo espacial destes trés residuos, bem como a proximidade entre os atomos

envolvidos na ligagdo de hidrogénio.
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Figura 28. Evolugdo temporal de alguns dos pardmetros geométricos estudados. As linhas

cinzentas indicam a simulagdo em DMSO e a linha preta mostra os dados relativos a simulagdo

executada em ambiente aquoso.
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Outra caracteristica estrutural, identificada na simulacdo em DMSO, foi a
presenca de uma interaccdo electrostatica forte entre as cadeias laterais de Aspl e Arg2
(figura 30). De facto, estas cadeias laterais mantém-se muito proximas uma da outra
durante praticamente toda a simulacdo. Na simulacdo efectuada em d4gua, esta
interac¢do ndo foi identificada. Observamos que o momento polar da 4gua ¢ suficiente
para estabilizar as duas cadeias laterais carregadas sem que elas interactuem.

Comparando as estruturas minimas encontradas durante a simulacio em DMSO
e agua (figura 31), encontrdmos uma diferenca substancial. A Angll assumiu uma
conformacao estendida na solu¢do de DMSO e uma conformacgdo dobrada em torno dos

residuos Val3 e Tyr4 na solu¢do aquosa.

Figura 29. Sobreposicao da cadeia lateral de His6, mostrando as disposi¢des relativas da cadeia
lateral de Tyr4 (verde) e Phe8 (ptrpura), para a simulagdo realizada em DMSO. Os atomos de

oxigénio do carboxilato terminal de Phe8 estdo representados a vermelho.
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Figura 30. Sobreposicao da cadeia lateral de Arg2, mostrando as disposi¢des relativas da cadeia
lateral de Aspl (amarelo) e Tyr4 (verde), para a simulagdo realizada em DMSO. Os atomos de

oxigénio do carboxilato da cadeia lateral de Aspl estdo representados a vermelho.

Figura 31. Estruturas de energia minima da Angll, encontradas durante a simulagdo em DMSO
(azul) e agua (vermelho). A regido C-terminal da Angll foi usada para a sobreposi¢do, mostrando

que ¢ estruturalmente pouco afectada pela mudanca de meio.
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Uma vez que o DMSO ¢ tido como uma melhor aproximacdo ao ambiente
sentido pela Angll no local de interaccdo do seu receptor Atl, pensamos que a
conformagdo activa desta hormona sera portanto proxima da apresentada neste solvente.
Por outro lado, a estrutura da regido C-terminal ¢ bastante proxima em ambos 0s meios.
Esta rigidez conformacional intrinseca sugere que os residuos associados desempenham

um papel importante na activagao do receptor Atl.
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2.4 Simulacées moleculares de antagonistas peptidicos da Angll e dos

analogos modelados

Nesta seccdo, apresentamos os resultados obtidos nas simulagdes MD de
andlogos da Angll em DMSO. Seleccionamos cinco antagonistas peptidicos da Angll
do tipo I e treze analogos modelados seguindo a estratégia apresentada na sec¢do 2.1
(ver tabela 4).

A geometria da Angll, obtida por RMN *° em solugdo de DMSO, foi utilizada
com ponto de partida na modelacdo dos sistemas em estudo. Foram efectuadas
mutacdes apropriadas nesta sequéncia de modo a obter cada péptido em estudo.

Seguindo uma estratégia idéntica a apresentada na secgdo 2.3, cada analogo da
Angll foi colocada no centro de uma caixa pré-equilibrada de DMSO. As caracteristicas
dos sistemas simulados sdo apresentadas na tabela 4. Foram usados contra-ides cloreto
para neutralizar os sistemas carregados. Estes contra-ides foram colocados a menos de 4
A do grupo amoénio terminais.

As simulagdes efectuadas seguiram um protocolo semelhante ao apresentado na
sec¢ao 2.3. Os sistemas modelo foram optimizados, mantendo o soluto fixo, até que os
gradientes energéticos fossem menores 0,0001 kcal mol”. Foram necessarios 2000
passos efectuados com o algoritmo de steepest descent e até um méaximo de 18000
passos com o algoritmo de gradientes conjugados para obter este resultado. Cada
sistema foi entdo sujeito a um gradiente de temperatura entre 0 K e 300 K, durante 50
ps. Efectuamos depois as respectivas equilibracdes a 300 K num ensemble NVT, usando
o terméstato de Berendsen * com uma constante de acoplamento de 1 ps, durante
aproximadamente 250 ps. Em seguida, efectudmos as equilibracdes dos sistemas
modelo num ensemble NPT a temperatura 300 K e pressao de 1 atm. Este passo
demorou aproximadamente 0,2 ns. A fase de producdo, efectuada no mesmo ensemble,
foi de 2 ns em cada caso. O termostato e barostato de Berendsen 23, com constantes de
acoplamento respectivamente de 1,0 e 0,2 ps, foram utilizados para manter constantes a
temperatura (300 K) e a pressdo (1 atm) em todas as simulagdes efectuadas num
ensemble NPT. Na sec¢do de Anexos deste trabalho, estd reunida um conjunto de dados

relevantes destas simulagdes
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Tabela 4. Lista dos analogos peptidicos da Angll, com as condi¢des iniciais de cada sistema simulado.

Os péptidos sombreados a cinzento sdo antagonistas da AngllI de tipo I.

Aresta N°de Sequéncia
inicial (A moléculas de
inicial (A) DMSO Res. 1 Res. 2 Res. 3 Res. 4 Res. 5 Res. 6 Res. 7 Res. 8
[Sar',Aib’ Tle*]AngIl 59.25 1393 Sar Arg Aib Tyr Tle His Pro Tle
[Sar',Aib’ Tle*]AngIl 57.39 1221 Sar Arg Val Tyr Aib His Pro Tle
[Sar',Aib’,Tle*]AngIl 58.97 1362 Sar Arg Val Tyr Tle His Aib Tle
[Sar',Aib*]AngII 57.21 1216 Sar Arg Val Tyr Ile His Pro Aib
[Sar',Tle*] AngII 57.45 1231 Sar Arg Val Tyr Tle His Pro Ile
Comp 1 . . . .
[Sarl,Aib3,Aib5,Aib8]AngII 51.61 941 Sar Arg Aib Tyr Aib His Pro Aib
Comp 2 .
[Sar',Dpg*]Angll 53.61 978 Sar Arg Val Tyr Ile His Pro Dpg
Comp 3 .
[Sar', Deg*]Angll 53.43 967 Sar Arg Val Tyr Ile His Pro Deg
Comp 4 . ‘
[Sar',Dibg*]Angll 53.18 961 Sar Arg Val Tyr Ile His Pro Dibg
(Al Acig’sngsg] Angll 5123 921 Asp Arg Aib Tyr Aib His Pro Aib
Comp 6 .
[Sar',Db,g*]AngIl 51.04 908 Sar Arg Val Tyr Ile His Pro Db,g
Comp 7 .
[Sar'Deg’,Deg® Deg*]Angl 53.53 948 Sar Arg Deg Tyr Deg His Pro Deg
Comp 8 .
[Sar',Dpg’,Dpg’.Dpe*]Angll 53.86 994 Sar Arg Dpg Tyr Dpg His Pro Deg
Comp 9 . .
[Sarl,Deg3,Aib5,Deg8]AngH 53.54 985 Sar Arg Deg Tyr Aib His Pro Deg
Comp 10 57.56 1231 Sar Arg Deg Tyr Aib His Pro Aib
[Sar',Deg’,Aib’,Aib*] AngIl :
Comp 11 58.31 1280 Sar Arg Dpg Tyr Aib His Pro Dpg
[Sar',Dpg’,Aib’ Dpg®]AnglIl ’
Comp 12 57.07 1214 Sar Arg Val Tyr Deg His Aib Tle
[Sar',Deg’,Aib’,Tle*] AnglIl :
Comp 13 58.13 1266 Sar Ar De Tyr Aib His Pro D
[Sar!,Deg®,Aib’,Dpg*]AngIl ’ g g y pg

Todas as simulagdes MD foram efectuadas com condi¢des de fronteira
periodicas (PBC), usando o algoritmo de leap-frog ** para a integragio das equacgdes de
movimento com incrementos temporais de 1 fs. O algoritmo SHAKE * foi utilizado
para constranger todas as ligacdes envolvendo dtomos de hidrogénio e dtomos pesados.
As interac¢des electrostaticas de longa distdncia foram estimadas, usando uma
metodologia PME ***’. Um modelo continuo foi usado para avaliar as interacgdes de
VDW. Foi usada uma distancia de cutoff de 12 A e uma skin de 2 A, para gerar a lista de

interac¢des ndo ligantes. Esta foi actualizada sempre que um atomo se deslocava mais
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do que 1 A desde a tiltima actualizagiio. As interac¢des electrostiticas foram truncadas a
uma distancia igual a soma da distancia de cutoff e da skin, enquanto que as interac¢des
de VDW e electrostaticas 1-4 foram truncadas a distancia de cutoff. Para além disto, de
modo a ndo sobrevalorizar as interac¢des ndo ligantes entre &tomos da mesma molécula,
as interaccdes de VDW 1-4 foram escaladas por um factor de 2 e as interaccdes
electrostaticas 1-4 foram escaladas por um factor de 1,2.

Em analogia com as simula¢des da Angll, foram analisados determinadas
caracteristicas estruturais que parecem ser relevantes para a actividade bioldgica. A
caracterizacdo das propriedades estruturais dos analogos da Angll foi entdo efectuada,
registando a evolugdo de alguns parametros geométricos ao longo de cada simulagio.
As médias de ensemble associadas foram entdo calculadas, usando dados apropriados
que foram registados a cada 50 passos (50 fs). Esta metodologia permitiu-nos
estabelecer relagdes estrutura-actividade relevantes.

Em analogia com o observado nas simulagdes da Angll, os valores de RMSD
calculados indicam que a regido C-terminal ¢ consideravelmente mais rigida que a
regido N-terminal (tabela 5, figuras 32 e 33). Estes resultados sdo consistentes com
estudos, previamente apresentados por outros autores “*2, que indicam que a primeira
regido ¢ fortemente responsavel pela actividade biologica desta hormona.

O mecanismo de charge-relay, proposto por Matsoukas e col. », sugere que a
activacdo do receptor Atl pela Angll estaria associada a um processo de transferéncia
de protdo conjugada. Neste processo, estariam envolvidas as cadeias laterais dos
residuos Tyr4 e His6 e o grupo carboxilato terminal. Para este mecanismo ser viavel,
seria necessario que os grupos envolvidos estabelecessem entre si um sistema
conjugado de ligacdes de hidrogénio. No entanto, apesar das cadeias laterais da Tyr4 e
His6 estarem orientados muitas vezes uma para a outra, quase nunca se verificou a
formagao de uma ligagdo de hidrogénio estavel entre elas. Pelo contrério, a ligagdo de
hidrogénio entre a cadeia lateral da His6 e o grupo carboxilato terminal foi observada
em quase todos os péptidos simulados. Estes resultados sdao concordantes com os

apresentados na sec¢do 2.3 para as simulagdes da Angll.
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Tabela 5. RMSD médio e desvio padrdo relativos aos atomos da cadeia peptidica, para cada simulagdo
(calculada para a totalidade da cadeia, para a regido N-terminal (do residuo 1 até ao residuo 4) e para a

regido C-terminal (do residuo 5 até ao residuo 8)).

Cadeia Total Regido N-terminal Regido C-terminal
Média Desvio Média Desvio Média Desvio
padrio padrio padrio
Angll 1.156 0.495 0.733 0.289 0.264 0.094
[Sarl,Aib3,IleS]AngII 2.285 0.228 0.962 0.188 0.447 0.186
[Sal‘l,AibS,HeS]AngH 2.485 0.252 0.868 0.213 0.369 0.263
[Sarl,Aib7,IleS]AngII 1.877 0.518 1.006 0.229 0.325 0.092
[Sarl,AibS]AngII 3.017 0.131 0.920 0.249 0.514 0.072
[Sarl,llex]AngH 2.394 0.271 0.924 0.184 0.724 0.162
Comp 1
[Sar‘,Aib3,Aib5,Aib8]AngH 2.434 0.647 1.367 0.296 0.837 0.224
Comp 2
[Sarl,ngS]AngH 1.414 0.363 0.903 0.183 0.383 0.173
Comp 3
[Sar',Degg]AngH 1.711 0.410 0.999 0.298 0.903 0.087
Comp 4 2.174 0.186 0.556 0.171 1.355 0.155
[Sar!,Dibg®]AnglIl ’ ’ ’ : ’ )
Comp 5
[Aib3,Aib5,Aib8]AngH 1.913 0.389 0.885 0.232 0.670 0.076
Comp 6
[Sarl,Db“gx]AngH 2.183 0.374 0.933 0.223 0.466 0.187
comp 7 1.493 0.243 1329 0.128 0.317 0.118
[Sar',Deg’,Deg’,Deg®*]Angll ’ ’ ' ’ ' ’
Comp 8
Sal’l,ngS,ngs,ngg]AngH 2.651 0.302 0.878 0.199 1.040 0.103
Comp 9
[Sarl,Degs,Aibs,Degg]AngH 2.382 0.481 1.387 0.206 0.355 0.100
Comp 10
[Sarl,Deg3,Aib5,Aib8]AngH 2.150 0.593 0.836 0.210 0.327 0.095
Comp 11
[Sarl,ngs,Aibs,ngs]AngH 2.396 0.237 0.904 0.196 0.462 0.095
Comp 12
[Sar',DegS,Aib7,lle8]Angll 2.665 0.196 1.064 0.201 1.341 0.117
Comp 13 2355 0.286 0.928 0212 0.268 0.061
[Sar',Deg’,Aib’,Dpg®]AnglI ’ : : : : :
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Figura 32. Estruturas de energia minima e conformagdes da cadeia peptidica para cada
antagonista simulado. A regido do residuo 4 ao residuo 6 foi usada para a sobreposicdo das

diferentes conformagdes da cadeia peptidica.
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Figura 33. Estruturas de energia minima e conformagdes da cadeia peptidica para cada
antagonista simulado. A regido do residuo 4 ao residuo 6 foi usada para a sobreposi¢do das

diferentes conformagoes da cadeia peptidica.

A dobra centrada no residuo Tyr4, previamente identificada nas simulagdes

efectuadas para a Angll, foi também observada nas simula¢des dos seus antagonistas do
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tipo 1. Sobrepondo as regides N-terminais destes péptidos (figura 34), podemos
constatar que esta dobra ¢ muito menos pronunciada na Angll do que para os seus
antagonistas. Estes resultados estao de acordo com o modelo, previamente proposto por
outros autores °, de que a Angll e seus antagonistas, partilham o mesmo modo de
interac¢do da regido N-terminal com o receptor Atl. Isto implica que as respectivas

regides C-terminais estejam orientadas para zonas diferentes deste receptor (figura 34).

Figura 34. Sobreposicdo das regides N-terminais das cadeias peptidicas da Angll e antagonistas
tipo I simulado. A Angll estd representada a vermelho, a [Sar',Aib’Ile*]Angll a azul, a
[Sar',Aib’ Ile*]AnglI a amarelo, a [Sar', Aib’,Ile*]AnglI a verde, a [Sar',Aib*JAnglI a parpura e
a [Sar', Ile*]Angll a cinzento. Podemos observar um padrio estrutural comum a todos os

antagonistas, quando comparados com a Angll.
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Foi observado que a mutacdo do residuo Aspl por Sar aumenta
significativamente a actividade de agonistas e antagonistas da Angll "*: Esta mutacio
ird eliminar a interac¢do entre as cadeias laterais dos residuos Arg2 e Aspl, que foi
identificada nas simula¢des da Angll em solu¢cdo de DMSO. Desta forma, aumentamos
a capacidade do grupo guanidinio da cadeia lateral da Arg2 para interactuar com o
receptor Atl. Esta caracteristica pode ser responsavel pelo aumento de actividade

observada.

Tendo em conta toda a informacdo reunida, propusemos os seguintes critérios
para a selec¢do dos candidatos mais promissores a antagonistas do tipo I da AngllI:

(1) Rigidez da regido C-terminal.

(1))  Orientagdo favoravel das cadeias laterais dos residuos Tyr4 e Hiso6.

(ii1)) Formacgdo da ligacdo de hidrogénio entre a cadeia lateral do residuo His6

e carboxilato terminal.

(iv)  Inexisténcia da interacgdo entre as cadeias laterais dos residuos 1 (Asp na

Angll) e Arg2.

(v)  Orientagdo da regido C-terminal, quando as regides N-terminais da Angll

e do seu analogo peptidico sdo sobrepostas.

(vi)  Numero de residuos nao codificados inseridos na sequéncia peptidica,

que estd directamente correlacionado com a resisténcia a decomposicao

catalizada pelas enzimas gastrointestinais.

Na Tabela 6, sdo apresentadas as caracteristicas dos antagonistas do tipo I da
Angll e dos correspondentes analogos. De acordo com os resultados obtidos na andlise
desta tabela, os candidatos mais promissores a antagonistas da Angll de sdo o Composto
11 ([Sarl,Dpg3,Aib5,Dpg8]Angll) e o Composto 13 ([Sarl,Deg3,Aib5,Dpg8]Angll).
Estes péptidos obedecem a todos os critérios previamente definidos e apresentam
orientacdes espaciais semelhantes as dos antagonistas do tipo I da Angll simulados

(figuras 35 e 36).
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Tabela 6. Caracteristicas estruturais da Angll, dos seus antagonistas de tipo I e dos andlogos desenhados (as linhas sombreadas a cinzento mostram os candidatos mais

promissores) *.

.. Orientagdo  dos anéis | Forma¢do de uma ponte de Ine'x1sten§:1a . da ponte Orientagdo da regido C-
o Rigidez C- [ . . Y. : salina identificada na . -
Péptido terminal aromaticos das cadeias | hidrogénio entre His6 e o Angll, entre o Res. | e terminal, quando a regido
laterais de Tyr4 e His 6*¥* | carboxilato terminal Arg2 ’ ’ N-terminal é sobreposta***
Angll + >< + - Angll
[Sarl,Aib3,lle8]Angll + <> + + type 1 ant
[Sarl,Aib5,Ile8]Angll + <> + + type 1 ant
[Sarl,Aib7,lle8]Angll + <> + + type 1 ant
[Sarl,Aib8]Angll + <> - + type 1 ant
[Sarl,lle8]Angll + <> + + type 1 ant
Comp 1 + <> + + X
Comp 2 + >< + + Angll
Comp 3 - <> - + X
Comp 4 - > < - + type 1 ant
Comp 5 + >< + + Angll
Comp 6 + <> + + type 1 ant
Comp 7 + >< + + X
Comp 8 - <> - + type 1 ant
Comp 9 + <> + + X
Comp 10 + <> + i X
Comp 11 ] <> ] ] type 1 ant
Comp 12 - > < - + type 1 ant
Comp 13 i <> i i type 1 ant

* O simbolo (+) indica que o péptido apresenta a caracteristica, enquanto que o simbolo (—) tem o significado oposto.

** A notagdo (> <) indica que os anéis aromaticos das cadeias laterais de Tyr4 e His6 estdo orientados um para o outro, enquanto que (< >)
indica que estio orientados em direcgdes opostas.

*#* A notagao (Angll) indica que, quando sobrepomos a regido N-terminal, a regido C-terminal possui uma orientagdo similar a Angll, a notacao
(Type 1 ant) indica que esta caracteristica ¢ semelhante a de um antagonista de tipo I, e a notagdo (X) indica que a estrutura adoptada ndo se
assemelha nem a Angll, nem a estrutura adoptada pelos seus antagonistas de tipo I.
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Figura 35. Sobreposi¢do da regido N-terminal das estruturas minimas da Angll (azul), antagonistas de

tipo I (vermelho) e Composto 11 e 13 (amarelo). Apenas estdo representadas as cadeias principais.
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Figura 36. Sobreposi¢do da regido N-terminal das estruturas de energia minima encontradas para a Angll
(azul), Composto 11 (amarelo) e Composto 13 (vermelho). Apenas os atomos da cadeia peptidica foram
usados como referéncia para a sobreposi¢do. Os atomos de hidrogénio foram omitidos para maior

simplicidade da representacao.
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3. Sintese

3.1 Contextualizacio e Estratégia Inicial

Durante o periodo em que as simulacdes moleculares dos antagonistas
conhecidos e dos candidatos desenhados decorriam, propusemo-nos a iniciar a sintese
de alguns candidatos, ap6s a coleccdo de diversas sequéncias de analogos com
actividade biolodgica determinada. Tal como referido no capitulo anterior, foram
idealizadas substitui¢cdes nas posigdes 3 e 5, pois mostram possuir um papel estrutural
(ndo intervindo directamente com o mecanismo de activagdo do receptor) € na posi¢ao
8, pois a substituicdo da Phe que ocupa esta posi¢cdo na Angll por um residuo alifatico
elimina a actividade agonista.

Os candidatos seleccionados foram [Aib3,A1b5,A1b8]Angll e
[Sarl,Aib3,Aib5,Aib8]Angll. A utilizacdo do Aib foi escolhida, uma vez que este
aminoacido possui constrangimentos menores que as restantes Cg,,~dialquilglicinas, o
que nos pareceu ser um bom compromisso entre a restricdo conformacional necessaria a
eficacia do composto ¢ uma relativa adaptabilidade ao centro activo do receptor (cuja
estrutura continua por ser determinada). A ndo utilizacdo de C,,,-dialquilglicinas com
cadeias laterais muito volumosas sugeria um processo de sintese aparentemente simples,
e embora seja um aminodcido com constrangimentos que os aminodcidos codificados
ndo tém, existe a vantagem do acoplamento poder ocorrer via um intermediario

1,2
oxazolona .
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3.2 Sintese de [Aib3,Aib5,Aib8]Angll

Os trabalhos de sintese iniciaram-se no composto [Aib3, Aib5, Aib8]Angll, para

o qual foi idealizada a seguinte estratégia de sintese:

Asp - Orn - Aib - Tyr - Aib - His - Pro - Aib

— v ~
B c
A Y
- N B+C y
Y

A+Aib (B+C)+Aib

_ J

Y

Asp-Arg-Aib-Tyr-Aib-His-Pro-Aib

Esquema 1. Estratégia idealizada para a sintese de [Aib3, Aib5, Aib8]AngIl.

A introdugdo do residuo de Orn, em vez de Arg (residuo presente na Angll) foi
pensada de forma a evitar os problemas associados a sintese de péptidos contendo Arg.
A reac¢do de guanidizagdo seria realizada usando nitrato de 3,5-dimetilpirazole-1-
carboxamida, conforme descrito por Habeeb °.

Cada fragmento seria preparado da seguinte forma (os nimeros nos flancos dos

esquemas identificam os compostos na discussdo e descricdo experimental seguintes):

Asp Orn
OBzl Z
z—LOH H—LOMe ey
OBZ pec/HOoBt z
Z OMe (3)
OBZl \la0H/MeOH z
z OH (4)

Esquema 2. Sintese idealizada para o fragmento A.
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Tyr Aib
Bzl
Z—LOH H—————0Me (2)
Bzl
DCC/HOBt
z OMe (6)
Bzl NaOH/MeOH
z OH (7)

Esquema 3. Sintese idealizada para o fragmento B.

His Pro
Bzl
Boc LOH H——-—T—OMe
B2l pce/moBt
Boc OMe (8)
Bzl
TFA
H OMe (9)

Esquema 4. Sintese idealizada para o fragmento C

Asp Orn Aib
OBzl Z
z OH H OMe (2)
OBzl 2 DCC/HOBt
z OMe (5)
OBzl NaOH/MeOH
Z OH

Esquema 5. Sintese idealizada para o fragmento A+Aib.

Tyr Aib His Pro
Bzl Bzl
™ z OH H OMe (9)
Bzl Bzl
7 DCC/HOBt OMe (10)
Bzl Bzl
7 NaOH/MeOH oH (11)

Esquema 6. Sintese idealizada para o fragmento B+C.

76



3. Sintese

Tyr Aib His Pro Aib
Bzl Bzl
a1 z OH H——F——OMe (2)
B B DCC/HOBt
z OMe (12)
Bzl Bzl HB1/AcOH
H OMe
Esquema 7. Sintese idealizada para o fragmento (B+C)+Aib.
Asp Orn Aib Tyr Aib His Pro Aib
OBz z Bzl Bzl
z OH H
. OBzl Z DCC/HOBt Bzl Bzl
’ OBzl HBr/AcOH Bzl Bzl
Arg
H OBz Guanidizagao Bzl B2l
H,/Pd-C
H
NaOH/MeOH
H

Esquema 8. Sintese idealizada para o fragmento (A+Aib)+((B+C)+Aib).

Os ésteres metilicos dos aminodcidos Orn(Z) e Aib foram obtidos a partir das
suas formas livres, usando uma metodologia comum, com recurso a cloreto de tionilo 4
Durante a protec¢do do grupo acido da ornitina (preparacao H-Orn(Z)-OMe.HCI (1)),
notou-se que a realizacdo da reaccdo a temperatura elevada, favoreceu a aciddlise do
grupo protector da cadeia lateral (no espectro de RMN do produto obtido, foi notada a
inexisténcia do singleto com & =5 relativo aos protdes de CH,-Ar e dos protdes
aromaticos do grupo Z). A repeti¢do desta reac¢do a temperatura ambiente (conforme
descrito em (1)), permitiu a obtengdo de H-Orn(Z)-OMe.HCl com um rendimento
apreciavel (92%), com tempos de reac¢do ndo muito extensos. Esta mesma protec¢ao
foi realizada no aminoacido Aib (preparagio de H-Aib-OMe.HCl (2)), a alta

temperatura, com rendimento semelhante.

A sintese do fragmento A foi iniciada com o acoplamento entre Asp e Orn,

recorrendo & metodologia de acoplamento tipica com DCC/HOBt ° (preparagio de Z-
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Asp(OBzl)-Orn(Z)-OMe (3)). Tanto a andalise elementar como o espectro de ressonancia
magnética nuclear corroboram a presenca deste composto, obtido com um rendimento
de 77 % (mas cuja reprodutibilidade nem sempre foi observada, com rendimentos
médios a rondarem os 50%, levando-nos a experimentar o acoplamento usando o
método de anidrido misto, mas com insucesso). Esta falta de reprodutibilidade pode
dever-se a dificuldade em solubilizar os reagentes (tanto em EtOAc ou DCM), o que
leva a uma cinética muito lenta e a tempos de reaccao extremamente longos (chegando a
varios dias).

A desproteccdo do composto (3) usando metodologia comum de remogao de
ésteres alquilicos °, deu origem a Z-Asp(OBzl)-Orn(Z)-OH (4), com um rendimento
moderado (67 %). Este rendimento deve-se provavelmente a esterificagdo que ocorre
durante a acidificagdo do meio (contendo ainda algum MeOH) ou reacgdes laterais que
ocorrem com a cadeia lateral do Asp (quando exposta a pH extremos). A presenca do
composto (4) foi confirmada com o desaparecimento do singleto tipico, atribuido aos 3

protoes do grupo —O-CH3, ndo sendo contudo observado o sinal do grupo OH.

O acoplamento de Z-Asp(OBzl)-Orn(Z)-OH (4) com H-Aib-OMe.HCl (2)
origina Z-Asp(OBzl)-Orn(Z)-Aib-OMe (5), usando a metodologia classica DCCI/HOBt
com um rendimento moderado (esquema 5). O espectro de RMN deste composto mostra
um desvio quimico para o pico atribuido ao NH do Aib bastante diferente,
anteriormente encontrado a 8,94 ppm e agora presente entre 6 ¢ 7,1 ppm, demonstrando
que ¢ quimicamente diferente do grupo amina do aminoécido livre. A reac¢do de
acoplamento para a obtengdo deste composto foi dificil e os rendimentos médios das
diferentes preparagdes realizadas sdo inferiores a 30 %, existindo dificuldades no
tratamento da mistura reaccional, uma vez que o solido obtido continha o tripéptido
pretendido contaminado com varios outros produtos. Estes problemas levaram-nos a
abandonar esta abordagem de preparacdo do fragmento A+Aib e procurar um modo
mais eficaz de preparar este fragmento.

Paralelamente a preparagdo do fragmento A, decorria a preparagdo dos
fragmentos B e C. A preparacdo do fragmento B foi realizada sem problemas,
iniciando-se com o acoplamento de Z-Tyr(Bzl)-OH e H-Aib-OMe.HCI, conforme o
esquema da estratégia inicialmente elaborada (esquema 3), onde o composto Z-
Tyr(Bzl)-Aib-OMe (6) foi facilmente cristalizavel. A sua presenca ¢ inequivocamente

provada tanto pela andlise elementar como pela andlise do seu espectro de RMN. Para
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além dos singletos caracteristicos dos CH3 de Aib como dos protdes orto e meta da
cadeia lateral de Tyr, o espectro de RMN do composto isolado apresenta o pico
correspondente ao NH de Aib a um desvio quimico bem diferente, mostrando que ¢
diferente do NH de Aib livre. A preparacdo de fragmento B (Z-Tyr(Bzl)-Aib-OH (7)) ¢
terminada depois da remocdo do éster metilico do grupo 4cido de (6), cuja obtengdo
ocorre com um rendimento muito bom, resultando da facilidade com que se consegue
extrair o composto da solu¢do aquosa (uma vez que ¢ facilmente solubilizado em
CHCls).

A preparagdo do fragmento C (esquema 4) iniciou-se com a tentativa de
acoplamento de Boc-His(Bzl)-OH e H-Pro-OMe.HCI, usando DCC/HOBt, que nao
funcionou como o previsto, pensamos que devido aos problemas geralmente associados
com acoplamentos com Pro . Assim, recorremos a uma outra metodologia, usando-se
HBTU como reagente de activagdo 67 obtendo-se Boc-His(Bzl)-Pro-OMe (8),
identificado e caracterizado por espectroscopia de RMN e andlise elementar. Para a
remo¢io do grupo protector Boc usou-se TFA °, obtendo-se H-His(Bzl)-Pro-
OMe.CF;COOH (9) com um rendimento de 99 %. A identificagdo deste composto ¢
realizada através da observacdo do seu espectro de RMN, uma vez que o pico associado
aos protdes do grupo Boc ndo esta presente no seu espectro, surgindo um pico a 8,4
ppm, cuja integracao corresponde a 3 protdes, que atribuimos ao grupo amina terminal.
A cromatografia em camada fina (tlc) mostra a presenga de um grupo amina livre, por

revelacao com solugao de ninidrina.

O acoplamento entre os fragmentos B e C ndo foi realizado conforme a
estratégia inicialmente idealizada, uma vez que apds o sucesso do acoplamento usando
HBTU, decidimos utilizar este reagente para realizar os acoplamentos entre fragmentos
de maiores dimensdes. O composto Z-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-OMe (10) foi
preparado com um bom rendimento (79 %) e a remog¢ao do éster metilico do seu grupo
acido terminal (Z-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-OH (11)) ocorreu igualmente com bom
rendimento (85 %). Em ambas as reac¢des os compostos isolados foram identificados e
caracterizados por espectroscopia de RMN e andlise elementar (no caso do composto
(11)).

Para o acoplamento do fragmento B+C (11) com H-Aib-OMe.HCI (esquema 7),
voltou a usar-se HBTU, como reagente de acoplamento, obtendo Z-Tyr(Bzl)-Aib-

His(Bzl)-Pro-Aib-OMe (12) com um rendimento de 74 %. A espectroscopia de RMN de
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'"H ¢ *C, bem como a analise elementar estavam de acordo com a estrutura do
composto. Para terminar a preparagao do fragmento (B+C)+Aib, executou-se a remogao
do grupo Z, com HBr/AcOH °, mas, em vez do composto esperado H-Tyr(Bzl)-Aib-
His(Bzl)-Pro-Aib-OMe.HBr, obtivemos H-Tyr-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe.HBr (13),
cuja presenca foi comprovada pela interpretacdo do espectro de RMN (surgindo apenas
um singleto na regido de desvio quimico de 5,37 ppm, o que indica a presenca de apenas
um grupo —CH,-Ar, e registando-se a presenga de um pico na regido de 14 ppm,
caracteristica de grupos OH) e por espectrometria de massa (a massa encontrada para
[M+1] foi 690,58 esperando-se um valor de 764,41 para o composto H-Tyr(Bzl)-Aib-
His(Bzl)-Pro-Aib-OMe.HBr). A clivagem do grupo Bzl da cadeia lateral da Tyr, nas
condi¢des usadas para a remogao do grupo Z, foi inesperada. Pensamos que o uso de
HBr/AcOH, remove o grupo Bzl via um ataque nucleodfilo, gerando um anido,
estabilizado por deslocalizacdo de carga ao longo do sistema aromatico da cadeia

lateral, conforme o esquema seguinte.

Br

~

—

|

(@

PhCH,Br

- 0
L %

o— :>sz
)
)
© o—< :>sz

Esquema 9. Possivel clivagem de Bzl da cadeia lateral de Tyr .

A reaccdo de guanidizacdo foi testada numa pequena amostra de Z-Asp(OBzl)-
Orn(Z)-Aib-OMe (5) apos tratamento com HBr/AcOH (H-Asp(OBzl)-Orn-Aib-OMe).
Verificou-se que o tratamento com HBr/AcOH remove nao s6 o grupo protector Z, mas
também o grupo benzilo, localizado na cadeia lateral de Asp (os espectros obtidos do
produto desta reaccdo ndo apresentam qualquer pico na zona de desvio quimico
proximo de Sppm, associado com aos protdes do grupo CH,-Ar). No entanto
experimentamos a reac¢do de guanidizagdo neste composto, ndo conseguindo isolar o
produto (em parte devido a dificuldade em purificar o péptido e a possibilidade de
guanidiza¢do do grupo amina inicial) e assim procuramos uma outra abordagem para a

sintese deste fragmento, usando ndo Orn mas Arg.
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A utilizagdo de Arg com a cadeia lateral desprotegida era uma hipotese, uma vez
que o pKa do grupo guanidilo (pKa = 12,5) ¢ bem mais elevado que o do grupo amina
(pKa = 8), garantindo que o grupo guanidilo esteja protonado, sendo possivel a
realizagdo de acoplamentos usando este residuo °. Apés uma pesquisa bibliografica foi
encontrada uma metodologia de hidrogenagdo recente, que permitia a facil remocao do
grupo nitro da cadeia lateral da arginina °, ¢ da maior parte dos grupos protectores
usados, recorrendo ao monoformiato de hidrazina e catalisador de Pd-C. Desta forma a

estratégia e preparagdo do fragmento inicial foi alterada conforme o seguinte esquema:

Arg Aib
NO,
Boc LOH H————OMe (2)
NO,
DCC/HOBt
Boc OMe (14)
NO2  TpA
Asp H oMe (15)
OBzl NO,
Z HBTU OMe (16)
OBzl NO,
7 NaOH/MeOH OH (17)

Esquema 10. Sintese de Z-Asp(OBzl)-Arg(NO;)-Aib-OH.

A preparacdo do dipéptido Arg-Aib foi levada a cabo na tentativa de evitar os
baixos rendimentos geralmente associados com os acoplamentos envolvendo o Asp,
mas o rendimento obtido para a preparagdo do composto (14) foi igualmente baixo. A
existéncia de reaccOes laterais significativas contribuem para este facto. Numa das
preparagdes realizadas (usando DCM e cuja reacg@o decorreu durante alguns dias), foi
inclusivamente isolado a espécie resultante da ciclizagdo da cadeia lateral com o grupo
acido, reportada como ocorrendo na presenca do grupo carboxilo activado '°, conforme
o esquema 11. Este composto ciclico foi isolado e caracterizado por analise elementar e

espectroscopia de RMN, conforme descrito na parte esperimental.

81



3. Sintese

CHs
0
H30+CH3 NH, H3C+CH3 0 NH,
o H X H
~ | N AN - o N\ N
CH TH N—NO, C|H T N——NO,

H,C CH (@) H,C CH
2\0/ 2 2\/ 2

Ha Hy

o

Esquema 11. Formacao de anel na arginina.

A desproteccao, realizada com TFA, do composto (14) permitiu a obtengdo de
H-Arg(NO,)-Aib-OMe.CF;COOH (15), com um rendimento quase quantitativo. No
espectro de RMN de 'H foi observado o desaparecimento do sinal 5,47 pm da aNH da
Arg do péptido protegido e o aparecimento dum singleto largo a 7.91 ppm, integrando
para 3 protdes (NH3").

A preparagdo do tripéptido Z-Asp(OBzl)-Arg(NO,)-Aib-OMe (16) foi
conseguida conforme o esquema 10, com um rendimento muito bom, mas a reacc¢ao de
hidrolise para a remog¢do do éster metilico (preparagdo do composto Z-Asp(OBzl)-
Arg(NO,)-Aib-OH (17)), ocorre com um rendimento baixo (= 25 %). O baixo
rendimento da reaccdo de hidrolise ¢ devido provavelmente a labilidade da ligacdo
peptidica entre os aminoacidos Arg e Aib, exigindo um acompanhamento muito cuidado
da reac¢do, de modo a termina-la assim que surjam produtos de reacgdes laterais

identificaveis por tlc.

Uma vez que durante a realizagdo do esquema delineado para sintese do
fragmento (B+C)+Aib (esquema 7), encontramos alguns problemas, devido a falta de
ortogonalidade encontrada entre a protec¢ao do grupo amina (Z) e a protec¢do da cadeia
lateral (Bzl) de Tyr, a preparacdo do fragmento B foi alterada de modo a introduzir um
grupo protector no grupo amina de Tyr ortogonal com os grupos protectores usados nas
cadeias laterais e grupo acido. O grupo protector escolhido foi Boc, devido a boa
experiéncia tida nas preparagdes anteriores (sendo uma metodologia simples,
habitualmente com rendimentos muito elevados). A estratégia de sintese para este

fragmento est4 descrita no esquema seguinte (esquema 12).
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Tyr Aib His Pro
Bzl Bzl
Boc OH H OMe Boc H OMe
Bzl Bzl HBTU
(18) Boc DCC/HOBt OMe Boc OMe
Bzl Bzl
(19) Boc NaOH/MeO OH H TFA OMe
Bzl Bzl
(20) Boc HBTU OMe Aib
Bzl Bzl
(21) Boc NaOH/MeOH OH H——+——OMe
Bzl Bzl
HBTU
Boc OMe (22)
Bzl Bzl
H TFA OMe (23)

Esquema 12. Sintese de H-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe.CF;COOH.

A sintese do novo fragmento (B+C)+Aib iniciou-se com a preparacao de Boc-
Tyr(Bzl)-Aib-OMe (18), decorrendo com utilizagdo da metodologia cldssica com
DCC/HOB, obtendo-se um bom rendimento. A desprotec¢do realizada neste composto
originou Boc-Tyr(Bzl)-Aib-OH (19), igualmente com um bom rendimento, mas sendo
necessario acompanhar a reaccdo com bastante cuidado, devido a labilidade da ligacao
peptidica entre Tyr e Aib, quando comparada com uma ligacdo peptidica entre dois
aminoacidos codificados (durante uma reac¢do muito longa, a exposi¢do do composto
(18) ao meio basico em que a desproteccao ¢é realizada, permitiu isolar o aminoacido
Boc-Tyr(Bzl)-OH). As estruturas dos compostos (18) e (19) foram confirmadas por
espectroscopia de RMN.

O acoplamento de (19) com (9) foi realizado recorrendo novamente a
metodologia usando HBTU ®7, obtendo-se Boc-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-OMe (20),
com um rendimento muito bom (90 %). A analise elementar, bem como os dados de
RMN 'H confirmaram a estrutura. A preparagio da espécie desprotegida Boc-Tyr(Bzl)-
Aib-His(Bzl)-Pro-OH (21), é conseguida com um rendimento mediano, sendo
necessario acompanhar a reac¢do com intervalos de tempo reduzidos de modo a
minimizar a extensdo de reacc¢des laterais. Durante esta preparagdo, a adigdo da base
deve ser realizada a baixa temperatura, pois de outra forma aumentamos
significativamente a extensdo da clivagem da ligacdo entre Tyr e Aib. No espectro de
RMN de 'H ¢ observavel o grupo OH 4cido e o espectro de massa mostra também o ido

molecular esperado.
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Boc-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe (22) foi obtido com elevado
rendimento, recorrendo novamente a utilizagdo de HBTU como reagente de
acoplamento. Uma vez mais a estrutura do composto foi confirmada por espectrometria
de massa de alta resolu¢do e por RMN. A utilizagdo de TFA para a remog¢do do grupo
Boc ocorre com um rendimento inferior ao habitual (68%), mas permitiu isolar o
composto H-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe.CF;COOH (23), sendo necessario
realizar a reac¢do a baixa temperatura, de modo a evitar reac¢des laterais. O
desaparecimento dos sinais do grupo Boc (1,37 ppm), do NH Tyr (5,58 ppm) e o
aparecimento de um singleto alargado, integrando para 3, a 8,03 ppm confirmam a
estrutura do péptido desprotegido.

Com a pequena quantidade disponivel de Z-Asp(OBzl)-Arg(NO;)-Aib-OH (17),
obtida apos varias preparagdes, tentamos acoplar com (23), usando HBTU, Et;sN como
base em EtOAc, durante 24 h, mas desta reac¢do ndo conseguimos isolar o octapéptido
esperado. No espectro de massa do material obtido, ndo foi encontrado o pico do ido
molecular previsto para este péptido. Dadas estas dificuldades e apds esgotar o material

preparado, abandonamos esta sintese.

Embora a obtencdo de Asp-Arg-Aib-Tyr-Aib-His-Pro-Aib ndo tenha sido
concluida, permitiu encontrar e solucionar alguns problemas com a estratégia
inicialmente definida. A utilizacdo da metodologia de acoplamento com recurso ao
HBTU ®’, mostrou-se vantajosa, permitindo a obtengdo de dipéptidos problematicos e
dos fragmentos de maiores dimensdes, com o pequeno inconveniente de os produtos
isolados estarem ligeiramente contaminados com TMU.

Devemos realcar também, o cuidado necessario durante a remog¢ao de ésteres
alquilicos (desprotecgdo os grupos acido) °, pois a acidificagio do meio (para
protonagdo e consequente precipitagdo do péptido como grupo acido desprotegido)
devera ocorrer depois de garantirmos que praticamente todo o MeOH tera sido
removido da preparacdo. A simples evaporacdo a pressao reduzida ndao foi uma
abordagem satisfatoria, e o MeOH ainda presente esterificou novamente o péptido,
levando a rendimentos baixissimos. Este problema foi solucionado com a utiliza¢do de
algumas lavagens com Et,O e novamente evaporago a pressao reduzida, na presenca de
algum Et,0, tirando partido da mistura azeotrépica formada entre MeOH e Et,0, para
remover a maior parte de MeOH. Desta forma conseguimos obter rendimentos

apreciaveis de modo consistente.
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Os problemas com a preparacdo do fragmento N-inicial levaram-nos a iniciar a
sintese do composto [Sarl,Aib3,Aib5,Aib8]Angll, que segundo o estabelecido
anteriormente, seria um bom candidato a possuir actividade biologica (uma vez que
possui o aminodcido Sar na posicdo N-inicial, caracteristica esta, encontrada em

agonistas e antagonistas de elevada poténcia).
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3.3 Sintese de [Sar1,Aib3,Aib5,Aib8]Angll

Para a sintese de [Sarl,Aib3,Aib5,Aib8]Angll idealizou-se uma abordagem um
pouco diferente, numa tentativa de contornar alguns baixos rendimentos. Desta forma,

pensou-se na seguinte estratégia:

Sar - Arg - Aib - Tyr - Aib - His - Pro - Aib

__B c
Y
N B+C J
'
A B+C)+Aib
N (BrOy*Aib,
Y
Sar A+((B+C)+Aib)
N J
Y

Sar-Arg-Aib-Tyr-Aib-His-Pro-Aib
Esquema 13. Estratégia idealizada para a sintese de [Sarl,Aib3, Aib5,
Aib8]AnglI.

Assim, planeou-se usar (14), que depois da desproteccdo do seu grupo acido
(fragmento A), seria acoplado com o fragmento (B+C)+Aib (composto (23) descrito

anteriormente), gerando um heptapéptido que no passo final seria ligado a Sar.

Arg Aib
NO%)
(14) Boc NaOH/MeO OMe Tyr Aib His Pro Aib
NO, Bzl Bzl
(24) Boc OH H OMe (23)
NO, Bzl Bzl
HBTU
Sar Boc OMe (25)
NO, Bzl Bzl
TFA
Boc OH H OMe (26)
NO, Bzl Bzl
Boc HBTU OMe (29)
Boc NH2NH2.HCOOH/Pd-C OMe
TFA OMe
H NaOH/MeOH oH

Esquema 14. Sintese idealizada, acoplando Sar+(A+((B+C)+Aib))
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O  octapéptido  final totalmente  protegido seria tratado com
NH,NH,.HCOOH/Pd-C ° esperando-se remover todos os grupos protectores das cadeias
laterais, uma vez que esta metodologia esta descrita como sendo eficaz para a remogao

de grupos protectores clivaveis por hidrogenolise.

Aproveitando muito do trabalho ja realizado, a sintese de
[Sarl,Aib3,Aib5,A1b8]Angll iniciou-se com a preparacao de Boc-Arg(NO;)-Aib-OH
(24). Este composto foi obtido com bom rendimento por desproteccao do composto (14)
por hidrolise alcalina . No espectro de RMN do composto (24) ¢ visivel o sinal
correspondente ao OH, a 12,23 ppm .

O acoplamento entre (24) e (23) foi realizado usando HBTU, resultando na
obtencdo de Boc-Arg(NO;)-Aib-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe (25) com
rendimento razoavel. A analise de massa do produto isolado identificou o pico esperado
( (M+1)" 1666,67) e a interpretacio dos seus espectros de RMN é coerente com o
esperado para este composto. Contudo, devido a sobreposicdo de diversos picos, a
atribui¢ao de alguns protdes de grupos NH, nao foi conseguida de forma inequivoca. A
desprotec¢do do composto (25), com TFA, origina o composto H-Arg(NO,)-Aib-
Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe.CF;COOH (26), com um bom rendimento.
Embora nio tenham sido realizadas analises elementares ou de espectrometria de massa
do produto isolado, o seu espectro de RMN mostra o desaparecimento dos protdes
pertencentes ao grupo Boc e o aumento da drea de integracdo na regido correspondente
aos protdes de grupos NH (a atribuicdo inequivoca destes protdes ndo foi possivel uma
vez que hd um grande numero de sobreposigdes).

Foi feita uma tentativa de acoplamento de Boc-Sar-OH com (26), usando
HBTU. Esta reaccdo foi realizada numa escala extremamente pequena, usando a
totalidade do composto (26), obtendo-se uma quantidade residual do produto esperado,
identificado por espectroscopia de RMN. A abordagem definida no esquema 14
mostrou-se pouco vantajosa, dada a dificuldade em obter quantidades significativas dos
precursores necessarios para o acoplamento final, uma vez que as preparagdes

realizadas com quantidades maiores apresentaram grande decréscimo nos rendimentos.

Dada a dificuldade encontrada em conseguir quantidades significativas do

composto (26) e do produto do seu acoplamento com Sar, decidiu-se acoplar o
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tripéptido N-inicial (Sar-Arg-Aib) com o pentapéptido C-terminal (Tyr-Aib-His-Pro-
Aib, (23)), de acordo com esquema 15.

Arg Aib
NO,
Boo—+ OH H—1—ome )
NO,
DCC/HOBt
Sar Boc OMe (14)
NO2  TFA
Boc —OH H OMe (15)
NO,
Boc HBTU OMe (27)
NO,
Boc NaOH/MeOH OH (28)

Esquema 15. Sintese do fragmento Boc-Sar-Arg(NO,)-Aib-OH.

A preparagao de Boc-Sar-Arg(NO,)-Aib-OMe (27) realizou-se usando HBTU
como reagente de acoplamento ®’, obtendo-se o produto com um rendimento razoavel
(pouco superior a 70%). O espectro de RMN obtido mostra claramente a presenca do
grupo —N-CHj3 (da sarcosina) a 2,97 ppm, ndo apresentando o pico atribuido a NH;" do
composto precursor (15).

O passo final para a obten¢do de Boc-Sar-Arg(NO,)-Aib-OH (28) exigiu algum
cuidado. A reaccdo foi realizada usando o protocolo usual para a remocdo de ésteres
alquilicos (usando NaOH), mas o produto obtido (28) ¢ bastante solivel na solugdo
aquosa resultante, sendo necessario realizar diversas extracgdes com EtOAc de modo a
recuperar o produto formado, resultando num 6ptimo rendimento.

Seguidamente realizou-se o acoplamento entre (28) e (23), usando HBTU,
obtendo-se Boc-Sar-Arg(NO,)-Aib-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe (29), com um
rendimento de cerca de 60%. Embora o espectro de RMN do composto isolado seja
bastante complexo, o desaparecimento do pico correspondente ao grupo OH, singleto
largo a 12,5 ppm, e a posi¢do do pico correspondente a NH de Tyr, da-nos indicagdo da
ocorréncia do acoplamento esperado (contudo, nem todos os protdes foram
inequivocamente atribuidos, e existem também no espectro °C algumas sobreposicdes
de picos de carbonos de anéis aromaticos e de CHj3 de Aib). A analise de espectrometria
de massa mostra o pico esperado a 1237,6 (M+1)", sendo outra evidéncia da presenca

do composto pretendido.
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Seguidamente realizou-se o protocolo proposto por Gowda e Mahesh °, no qual
o uso de monoformiato de hidrazina permite a remog¢ao do grupo nitro da cadeia lateral
de Arg. Esperou-se também conseguir a remog¢ao dos grupos Bzl que protegem as
cadeias laterais de Tyr e His. Apds uma primeira reac¢do, foi isolado um produto, sendo
identificado como Boc-Sar-Arg-Aib-Tyr-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe (30), com um
rendimento um pouco inferior a 70%. O espectro de RMN apresenta um singleto
caracteristico dos protdes do grupo —CH,-Ar (indicando a presenca de pelo menos um
grupo Bzl) e apresenta também um pico caracteristico, atribuido ao grupo OH na cadeia
lateral de Tyr (9,65 ppm) e para além disso, observa-se no espectro de massa um ido
molecular com a massa esperada (1102,6). Estes dados espectroscopicos provam a
presenca deste composto. Na espcctrometria de massa realizada foi também observado
um pico a 1147,58, que correspondia um composto onde apenas foi removido o grupo
protector da cadeia lateral da Tyr (Boc-Sar-Arg(NO;)-Aib-Tyr-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-
OMe). Numa preparagdo posterior, numa tentativa de obter uma remogao completa dos
grupos protectores, usou-se um tempo de reac¢do bastante mais longo (72 h), contudo
verificou-se a degradacdo extensa ndo se conseguindo isolar o produto.

Devemos realgar que relativamente aos compostos com 7 ou 8 aminodcidos, as
quantidades de reagentes manipuladas eram bastante reduzidas (sendo por vezes
proximas de 0,05 mmol), contribuindo para a dificuldade em isolar algum componente.

Para a conclusao da desproteccdo deste péptido (30) seria ainda necessario a
remocdao do Boc do seu grupo amina N-terminal, remo¢do do éster metilico do seu
grupo acido C-terminal e da remocao de Bzl da cadeia lateral de His. As desprotecgdes
finais ndo foram realizadas por ndo se dispor de quantidade suficiente do octapéptido
(30) e por ndo se dispor de mais tempo para se repetir a preparagao de todos os

precursores.

A figura 36 resume os passos, com o0s respectivos rendimentos, da preparagao de
(30).

O uso de um outro grupo protector para o grupo amina da Sar, por exemplo Z,
reduziria o processo de sintese em um passo, pois a remocdo deste grupo seria

simultanea com a remoc¢ao do grupo nitro.
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Boc-Sar-OH || Boc-Arg(NO,)-OH || H-Aib-OMe.HCI || Boc-Tyr(Bzl)-OH | | H-Aib-OMe.HCI || Boc-His(Bzl)-OH | | H-Pro-OMe.HCI || H-Aib-OMe.HCI

DCC/HOBT; BTU; #~100%
n=77%

| Boc-His(Bzl)-Pro-OMe |

| Boc-Tyr(Bzl)-Aib-OMe |
NaOH; #=69%
| Boc-Tyr(Bzl)-Aib-OH

TFA; =100 %

| Boc-Arg(NO,)-Aib-OMe | [ H-His(Bzl)-Pro-OMe.CF,COOH |

TFA; 1=98% HBTU; 7=84%
| H-Arg(NO,)-Aib-OMe.CF5COOH | | Boc-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-OMe |
NaOH; 7=92%
HBTU; #=73% | Boc-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-OH
Boc-Sar-Arg(NO,)-Aib-OMe
| Boc-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe |
NaOH; #=99% TFA; 4=78%

Boc-Sar-Arg(NO,)-Aib-OH

H-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe.CF3;COOH |

HBTU; =61%

10%Pd-C/NH,NH,. HCOOH; 1=55% - —— -
Boc-Sar-Arg(NOZ)-Aib-Tyr(BzI)Aib-His(BzI)-Pro-Aib-OMeI Skl ! I Boc-Sar-Arg-Aib-Tyr-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe

Figura 36. Sintese de Boc-Sar-Arg-Aib-Tyr-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe
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Devemos acrescentar que a atribui¢do dos espectros dos compostos com 7 e 8
aminoacidos ¢ complexa devido a sobreposi¢do de muitos dos picos, mas aplicagdo de
técnicas ROSY, COSY, HMQC e HMBC, juntamente com a analise de espectrometria
de massa, temos garantia da sequéncia (para além das evidéncias de RMN de todos os
precursores usados). De referir também que alguns dos produtos obtidos foram usados
ligeiramente contaminados, e para se proceder a sua caracterizacdo, quando se
encontrou dificuldade com a sua cristalizagdo, uma pequena toma foi purificada por

cromatografia em coluna.
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4. Conclusdes

Neste trabalho, efectuamos o desenho e simulacdo de péptidos sintéticos,
analogos da Angll. Desenvolvemos uma estratégia sistemdtica para a modelacao de
compostos deste tipo que possam constituir bons candidatos a antagonistas de tipo I da
Angll.

As simulagdes efectuadas para a Angll e seus analogos demonstram que a
estrutura ¢ fortemente condicionada pelo meio envolvente. De facto, a rigidez das
estruturas simuladas aumenta significativamente com a reducao da polaridade o meio.

Estas mesmas simulagdes permitiram-nos também sugerir um conjunto de
caracteristicas estruturais que um bom antagonista de tipo I da Angll deve possuir,
nomeadamente:

a) Rigidez da regido C-terminal;

b) Orientagdo favoravel das cadeias laterais dos residuos Tyr4 e His6;

c) Formagdo de uma ligacdo de hidrogénio entre a cadeia lateral da His6 e o

grupo carboxilato terminal;

d) Inexisténcia de interacg¢des fortes entre Arg2 e o residuo N-terminal (residuo

que ocupa a posi¢ao 1);

e) Orientacdo da regido C-terminal diferenciada entre Angll e respectivos

antagonistas, quando a regido N-terminal é sobreposta;

f) Numero razoavel de residuos nao codificados (de modo a aumentar a

resisténcia as enzimas digestivas).

Dos compostos desenhados, ap6s a andlise das simulagdes realizadas, 2
sobressaem como 0s potenciais antagonistas mais promissores (compll -
[Sarl,Dpg3,Aib5,Dpg8]Angll) e compl3 — [Sarl, Deg3, Aib5, Dpg8]Angll), reunindo

todos os critérios estabelecidos para um antagonista peptidico de tipo L.

Embora a preparagdao do composto, cuja sintese foi iniciada, ndo tenha sido
concluida, foram encontrados vérias solu¢des para os problemas encontrados na nossa
estratégia inicial. O acoplamento dos residuos que compdem o péptido
[Sarl,Aib3,Aib5,Aib8]Angll foi conseguido (com a caracterizacdo dos precursores
preparados), faltando a desproteccao da cadeia lateral de His6, do grupo amina terminal
e do grupo 4cido terminal para a finalizacdo da sintese. Alguns dos precursores

preparados podem ser usados na sintese dos compostos Compl1 e Comp13, propostos
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como promissores antagonistas da Angll, embora usando uma estratégia um pouco
diferente, uma vez que o grupo Boc, usado para proteger a Tyr, ndo ¢ compativel com
as condigdes da reaccao de Ugi, usada para a incorporagao das dialquilglicinas na cadeia
peptidica. A utilizagdo de outra protecgdo para a Sar (Z, por exemplo) poderd também
trazer vantagens, evitando-se a realizacdo de uma desproteccao (uma vez que Z pode ser
removido aquando da hidrogenacdo com formiato de hidrazina) e permitindo a
realizacao de reacgdes de Ugi para o acoplamento de dialquilglicinas com cadeias

laterais maiores.

Futuramente a simulacdo de antagonistas da Angll de tipo II podera trazer mais
informacao sobre o tipo de interac¢des que este tipo de compostos tem com o receptor
Atl da Angll, e consequentemente trazer mais pistas sobre o processo de activagdo do
receptor. Claro que a obten¢do de uma estrutura por cristalografia de raios X do
receptor, embora sendo uma tarefa dificil, serda um desenvolvimento sem precedentes,
permitindo uma interpretacao a nivel atdbmico das interacgdes entre o receptor e 0s seus
ligandos (especialmente se a estrutura e cristalografia for obtida com um ligando no
centro de interacgao).

Com o crescente interesse nestes receptores (constituindo uma grande
percentagem dos alvos farmacoldgicos das actuais terapias), podemos esperar um
crescente numero de estruturas homodlogas (de outras GPCR), o que facilitara a
obtencdo de um modelo obtido por homologia mais fiavel (especialmente se existirem
bastantes estruturas do mesmo tipo do receptor). Isto permitird uma abordagem
diferente a0 modo como desenhamos os antagonistas, permitindo a criagdo de uma
modelo farmacoforico mais detalhado, uma vez que contera informacdo estrutural
dependente de um “binding site” proteico, que € estruturalmente mais conservado que
um péptido livre (como no caso dos nossos ligandos). Com este tipo de informagao, sera
possivel quantificar da intensidade de interac¢do entre os diferentes ligandos e o
receptor (dentro das limitagcdes do método usado), embora a prova final de que qualquer
composto sugerido terd a actividade desejada, serd sempre o teste de actividade

biologica.
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5. Seccgdo Experimental

5.1 Reagentes, solventes e instrumentacio

Os compostos de partida foram adquiridos no mercado e foram usados sem
purificagdo prévia.

Os solventes utilizados tinham grau de pureza elevado e como tal ndo foram
sujeitos a qualquer processo de purificacdo adicional. O éter de petroleo utilizado
correspondia a frac¢do de ponto de ebulicdo 40 ° — 60 °C.

Na cromatografia em coluna foi usada silica gel 60, com tamanho de grao 0,063-
0,2 mm (70-230 Mesh) ou 0,04-0,063 mm (Mesh 230-400) da Macherey-Nagel ou
Merck.

Na cromatografia em camada fina foram utilizadas placas de vidro com silica gel

60 (espessuras 0,25) e com indicador fluorescente UV;s4, da Macherey-Nagel ou Merck.

Os pontos de fusdo foram determinados num aparelho Gallenkamp e ndo foram
sujeitos a correcgao.

Os espectros de 'H NMR foram obtidos a 300 MHz num espectrometro Varian
Unity Plus 300 ou a 400 MHz num Bruker Avance II" 400, usando os sinais dos
solventes residuais como referéncias internas. Os espectros de °C NMR foram obtidos
a 75,4 MHz (espectrémetro Varian) ou a 100,62 MHz (espectrometro Bruker). Usaram-
se técnicas de dupla ressonancia, e bidimensionais (HMQC e HMBC), sempre que
necessario, para a atribui¢cdo completa dos sinais de protdo e de carbono.

Os espectros de massa foram obtidos num espectrometro AutoSpec E, realizados
pela técnica FAB no modo de alta resolugdo no C.A.C.T.I. — Unidad de Espectrometria
de Massas (Vigo) ou num Thermo Finnigan LXQ MS, na Universidade do Minho.

As andlises elementares foram obtidas num analisador Leco CHNS-932.

A rotacdo optica foi medida num micro-polarimetro AA 1000, a 25 °C.
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5.2 Procedimentos

— Preparaciao de H-Orn(Z)-OMe.HCI (1)

CF NHj* CH,
CH, O CHy
C N @
CH, o
\

Arrefeceu-se metanol (20 mL) a -10 °C e adicionou-se gota a gota cloreto de
tionilo (5 mL) seguido da adi¢do de H-Orn(Z)-OH (20 mmoles, 2,64 g ). Deixou-se a
mistura em agitacdo e a temperatura ambiente durante 6 h. Apoés evaporagdo do
solvente, a pressdo reduzida, obteve-se um o6leo que solidificou por adi¢do de éter
etilico. O soélido branco obtido foi filtrado e recristalizado de metanol e éter etilico
(92%, 4,72g, 18,4 mmoles).

P.f.: 139,9-140,8 °C.

[a]p =+ 14,0° (C 1,0 %; MeOH).

Analise elementar: Calculado para C;3H,N,O4.HCI: C 53,08, H 6,68, N 8,84;
encontrado: C 52,56, H 6,54, N 9,77.

'"H RMN (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,40-1,60 (2H, m, yCH,), 1,76 (2H, m,
BCH>), 2,99 (2H, q ap, J = 6,3 Hz, 6CH>), 3,73 (3H, s, OCH3), 4,02 (1H, t ap, J = 6,0
Hz, aCH), 5,00 (2H, s, O-CH,-Ar), 7,31-7,36 (5H, m, Ar), 8,44 (3H, s 1, NH3").

— Preparaciao de H-Aib-OMe.HCI (2)

CI NHg*

Foi usado o método descrito para (1), deixando a mistura reaccional [H-Aib-OH
(25 mmoles, 2,58 g), em 25 mL de metanol e 6,5 mL de cloreto de tionilo] a 40 °C

durante 4 h. Obteve-se um sélido branco (93%).
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P.f.: 177,0-177,8 °C.

Analise elementar: Calculado para CsH;;NO,.HCI: C 39,10, H 7,87, N 9,12;
encontrado: C 38,97, H 7,68, N 9,25.

"H RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 1,74 (6H, s, 2x CHs (Aib)), 3,83 (3H, s,
OCHa), 8,94 (3H, s |, NH3").

- Preparacio de Z-Asp(OBzl)-Orn(Z)-OMe (3)

, o} CH, NH
o CH,—CH,
O——CH,

Arrefeceu-se a 0 °C uma solugao de H-Orn(Z)-OMe.HCI (6 mmoles, 1,90 g), Z-
Asp(OBzl)-OH (6 mmoles, 2,14 g) e HOBt (6 mmoles, 0,920 g) em diclorometano (20
mL). Em seguida adicionou-se trietilamina (6 mmoles, 0,90 mL) e DCCI (6,3 mmoles,
1,30 g) e deixou-se a reagir a temperatura ambiente durante 7 h e 30 min, seguindo a
reacgdo por tlc. Apds filtracdo o solvente foi removido a pressao reduzida e o residuo
obtido foi dissolvido na quantidade minima de acetona e deixado durante 1 hora a -4 °C.
A DCHU que precipitou foi removida por filtacdo e a solugdo concentrada a pressio
reduzida. Dissolveu-se o residuo obtido em EtOAc (30 mL) e a solug¢do foi extraida
sucessivamente com uma solucao saturada de NaHCOs (2 x 15 mL), solucao de acido
citrico 10% (2 x 15 mL), solucdo saturada de NaHCO; (2 x 15 mL) e 4gua (2 x 15 mL).
A fase organica foi seca com MgSOy e ap6s evaporagao do solvente o residuo obtido foi
cristalizado com uma mistura de EtOAc e éter de petrdleo. Obteve-se um sélido branco
(77%).

P.f.: 91,8-93,3 °C.

[a]p = - 8,0° (C 1,0 %; MeOH).

Analise elementar: Calculado para Cs3H37N3O9: C 63,96, H 6,02, N 6,78;
encontrado: C 63,89, H 5,99, N 6,84.
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"H RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 1,48-1,56 (2H, m, yCH; (Orn)), 1,61-1,94
(2H, m, BCH»(Orn)), 2,75 (1H, dd, J = 17,4 ¢ 6,0 Hz, BCH, (Asp)), 3,12-3,21 (3H, m,
dCH»(Or) + BCH, (Asp)), 3,73 (3H, s, O-CHs), 4,54-4,65 (2H, m, aCH(Asp) +
aCH(Orm)), 4,98 (1H, t, J = 4,7 Hz, 3NH(Orn)), 5,07 (2H, s, CH,-Ar), 5,12 (2H, s,CH>-
Ar), 5,14 (2H, s, -CH,-Ar), 5.96 (1H, d, J = 8,7 Hz, NH(Asp)), 7,07 (1H, d, J = 7,5 Hz,
NH(Orn)), 7,32-7,36 (15H, m, Ar).

- Preparaciao de Z-Asp(OBzl)-Orn(Z)-OH (4)

<o

O NH (0]

cﬁ 0O O CH NH

O
o CH,—CH,

OH

Dissolveu-se Z-Asp(OBzl)-Orn(Bzl)-OMe (1 mmol, 0,670 g) em metanol (10
mL), arrefeceu-se a solucdo a 0 °C e adicionou-se uma solugdo 1M de NaOH (1,00
mmol, 1 mL). Apos 20 minutos a mistura reaccional foi deixada a temperatura ambiente
durante 3 h (reaccdo seguida por tlc). Adicionou-se 4gua (10 mL) e o metanol foi
removido a pressdo reduzida. O pH da solu¢do resultante foi ajustado a 1, por adig@o de
HCI 1 M, e foi deixada a baixa temperatura (-4 °C). O so6lido entretanto formado foi
separado por decantacao e triturado com éter etilico e posteriormente lavado com éter
de petrdleo e seco. Obteve-se um sdlido branco (67%).

P.f.: 93,8-95,5 °C.

[a]p =+ 8,0° (C 1,0 %; MeOH).

"H RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 1,40-1,56 (2H, m, yCH(Orn)), 1,58-1,72
(1H, m, BCH(Orm)), 1,72-1,92 (1H, m, BCH(Orm)), 2,68-2,90 (2H, m, BCHy(Asp)),
2,98-3,19 (2H, m, 3CHy(Orn)), 4,40-4,55 (1H, m, aCH(Orn)), 4,55-4,70 (1H, m,
oCH(Asp)), 5,02-5,07 (6H, s 1 ap, CH»-Ar), 5,31-5,58 (1H, m, NH), 6,20-6,50 (1H, m,
NH(Asp)), 7,18-7,40 (15H, m, Ar), 7,40-7,60 (1H, m, NH(Orn)), ndo foi observado o

sinal do protdo hidroxilo.
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- Preparacao de Z-Asp(OBzl)-Orn(Z)-Aib-OMe (5)

are'
are b

CH,—CH, NH

/ CHs
CH, CH,
\ \ CHs
NH O
o‘< o)
/
<: :>—CH2 o

Na prepara¢do deste composto usou-se o método descrito para (3) fazendo a
reac¢do entre Z-Asp(OBzl)-Orn(Z)-OH (0,8 mmoles, 0,484 g) e H-Aib-OMe.HCI (0,8
mmoles, 0,123 g) em EtOAc (40 mL). O sélido resultante foi cristalizado numa mistura
de EtOAc e n-hexano, obtendo-se um so6lido branco com um rendimento de 66,6%.

P.f.: 139,7-141,6 °C.

'"H RMN (300 MHz, CDCl3) § (ppm): 1,47 (3H, s, CH; (Aib)), 1,49 (3H, s,
CHs(Aib)), 1,52-1,68 (2H, m, yCH»(Orn)), 1,80-1,96 (2H, m, BCH»(Orn)), 2,13-2,25
(1H, m, BCH; (Asp)), 2,55-2,63 (1H, m, BCH, (Asp)), 3,07-3,23 (2H, m, SCH,(Orn)),
3,68 (3H, s, O-CHs), 4,42-4,63 (2H, m, aCH(Orn)+aCH(Asp)), 5,02-5,18 (6H, m, 3x-
CH;-Ar), 6,00-7,10 (4H, m, 4x NH), 7,34 (15H, s I, 3 x Ar).

- Preparacao de Z-Tyr(Bzl)-Aib-OMe (6)
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Foi usado o método descrito para (3) (DCCI/HOBt, em DCM, um eq de Et;N),
fazendo a reaccao entre Z-Tyr(OBzl)-OH (5 mmoles, 2,03 g) e H-Aib-OMe.HCI (5
mmoles, 0,586 g). O composto foi isolado, apds cristalizacdo com uma mistura de
EtOAc e Et,0O, como um s6lido branco com um rendimento de 76,5%.

P.f.: 114,2-115,0 °C.

[a]p = - 3,6° (C 1,0 %; MeOH).

"H RMN (300 MHz, CDCl;) & (ppm) : 1,42 (3H, s, CHs (Aib)), 1,43 (3H, s, CH;
(Aib), 2,94 (1H, dd, J = 13,6 e 7,5 Hz, BCHx(Tyr)), 3,08 (1H, dd, J = 10,5 ¢ 5,7 Hz,
BCH; (Tyr)), 3,70 (3H, s, O-CH3), 4,35 (1H, d ap, J = 6,3 Hz, aCH (Tyr)), 5,04 (2H, s,
CH;-Ar(2)), 5,10 (2H, s, -CH»-Ar(Bzl)), 5,45 (1H, d, J = 6,9 Hz, NH (Tyr)), 6,27 (1H,
s, NH(Aib)), 6,91 (2H, d, J = 8,7 Hz, mCH(Tyr)), 7,15 (2H, d, J = 8,1 Hz, oCH(Tyr)),
7,42-7,33 (10H, m, Ar).

BC RMN (75 MHz, CDCls) & (ppm): 24,43 ¢ 24,55 (2 x CH; (Aib)), 37,70
(BCHy(Tyr)), 52,58 (O-CHj), 56,18 (aCH(Tyr)), 56,39 (aC(Aib)), 66,91 (CH,-
Ar(Bzl)), 66,98 (CH,-Ar(Z)), 114,93(mCH(Tyr)), 127,38, 127,92, 127,94, 128,13,
128,47, 128,53, 128,62, (CH-Ar), 130,49 (oCH(Tyr)), 136,14 (Cqaternario-CH2 (Tyr)),
136,85 (Cquaternario (Z)), 155,85 (C-O(Tyr)), 157,74 (C=0 (2)), 169,85 (C=0 (Tyr)),
174,45 (C=0, (Aib)).

- Preparacao de Z-Tyr(Bzl)-Aib-OH (7)

O,

\

C—OH

CHs /

¢
< / \CH3
0 NH
.
< >—cH2

(0] O,
CH,
—0
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Este composto foi obtido como um s6lido branco (98%) usando o método
descrito para (4) (partindo de 1 mmol, 0,505 g, de Z-Tyr(Bzl)-Aib-OMe), com tempo de
reac¢do de 7 h a temperatura ambiente.

P.f.: 110,0-112,2 °C.

Analise elementar: Calculado para C28H30N206.1/2 H,O: C 67,27, H 6,27, N
5,61; encontrado: C 67,75, H 6,15, N 5,77.

"H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 1,43 (3H, s, CHs(Aib)), 1,46 (3H, s,
CHj;(Aib)), 2,99 (2H, d, J = 6,6 Hz, BCH, (Tyr)), 4,49 (1H, q ap, J = 6,6 Hz, aCH
(Tyr)), 5,00 (2H, s, CH»-Ar(Z)), 5,06 (2H, s, CH»-Ar(Bzl)), 5,94 (1H, d, J = 7,2 Hz,
NH(Tyr)), 6,77 (1H, s 1 , NH(Aib)), 6,88 (2H, d, J = 8,4 Hz, mCH(Tyr)), 7,13 (2H, d, J
= 8,4 Hz, oCH(Tyr)), 7,27-7,42 (10H, m, 2 x Ar), 8,9 (1H, s I, OH).

BC NMR (75 MHz, CDCls) & (ppm): 24,22 e 24,46 (2 x CH; (Aib)), 37,70
(BCHy(Tyr)), 56,19 (aCH(Tyr)), 56,55 (aC(Aib)), 67,02 (CH,-Ar(Bzl)), 69,86 (CH,-
Ar(Z)), 114,92 (mCH(Tyr)), 127,38, 127,86, 127,89, 128,10, 128,45, 128,51,128,62,
(CH-Ar), 130,49 (oCH(Tyr)), 136,06 (Cqaternario-CH2 (Tyr)), 136,90 (Cquaternario
(2)), 156,32 (C-O(Tyr)), 157,72 (C=0 (Z)), 171,16 (C=0 (Tyr)), 177,25 (C=0, (Aib)).

- Preparacao de Boc-His(Bzl)-Pro-OMe (8)

(0]

CH; /K
NH o
N
CH,
cr—{ "
(0] 2
© O / N/C

N=— D

Arrefeceu-se a 0 °C uma solucdo de Boc-His(Bzl)-OH (0,5 mmoles, 0,173 g),
H-Pro-OMe.HCI (0,5 mmoles, 0,083 g) em diclorometano (20 mL). Em seguida
adicionou-se diisopropiletilamina (DIEA) (0,5 mmoles, 0,086 mL) e HBTU (0,5
mmoles, 0,190 g) e deixou-se a reagir a temperatura ambiente durante 3 h, seguindo a

reac¢do por tlc. O solvente foi removido a pressdo reduzida e o residuo obtido foi
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dissolvido em EtOAc (25 mL) e a solugdo extraida sucessivamente com uma solugdo de
acido citrico 10% (2 x 12,5 mL), solucdo saturada de NaHCO; (2 x 12,5 mL) e solugdo
saturada de NaCl (2 x 12,5 mL). A fase organica foi seca com MgSO, e apos
evaporagdo do solvente obteve-se um solido branco (99%) ligeiramente contaminado
com tetrametilureia (TMU), identificada por espectroscopia de rmn.

P.f.: 89,5-94,4 °C.

[a]p = - 35,8° (C 1,0 %; MeOH).

Analise elementar: Calculado para C24H32N4O5.1/2DCM+11/2 H,O: C 55,95, H
6,85, N 11,4; encontrado: C 55,63, H 6,63, N 11,23.

"H RMN (300 MHz, CDCl3) 6 (ppm) : 1,38 (9H, s, Boc), 1,88-1,97 (3H, m,
yCHy(Pro)+ BCH(Pro)), 2,13-2,21 (1H, m, BCH(Pro)), 2,89 (1H, dd, J = 14,4 ¢ 6,6 Hz,
BCH(His)), 3,04 (1H, dd, J = 14,4 Hz, 6,3 Hz, BCH(His)), 3,39-3,49 (1H, m, 3CH(Pro)),
3,67(3H, s, O-CH3), 3,68-3,78 (1H, m, 8CH(Pro)), 4,45 (1H, dd, J = 8,1 e 7,2 Hz,
oCH(Pro)), 4,70 (1H, dd, J = 14,7 ¢ 6,6 Hz, aCH(His)), 5,09 (2H, s, CH,-Ar), 5,48 (1H,
d, J = 8,4 Hz, NH(His)), 6,87 (1H, s, dCH(His)), 7,19-7,36 (5H, m, Ar), 7,64 (1H, s,
eCH(His)).

- Preparacio de H-His(Bzl)-Pro-OMe.CF;COOH (9)

CH
CF;—CO0O" NH3* 2
CH,
an'd
NJ

Dissolveu-se Boc-His(Bzl)-Pro-OMe (1 mmol, 0,457 g) em TFA (2 mL),
arrefeceu-se a solucdo a 0 °C. Apds 15 minutos a temperatura ambiente, foi adicionado
éter etilico (50 mL a temperatura de -4 °C) a mistura reaccional, que foi deixada a

temperatura de -4 °C durante 1 hora. O sélido entretanto formado foi separado por
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decantacdo e lavado com éter etilico. Apos secagem a pressao reduzida, obteve-se uma
espuma soélida (99%).

P.f. ndo determinado.

'H RMN (300 MHz, CDCL) & (ppm) : 1,85-2,12 (3H, m,
vCHz(Pro)+BCH(Pro)), 2,17-2,31 (1H, m, BCH(Pro)), 3,28 (1H, dd, J = 19,2 e 5,7 Hz,
BCH(His)), 3,27-3,38 (2H, m, BCH(His)+ 6CH(Pro)), 3,67 (3H, s, O-CHj3), 3,70-3,80
(1H, m, 3CH(Pro)), 4,55-4,95 (1H, m, aCH(Pro)), 4,64 (1H, t ap, J = 5,1 Hz,
aC.H(His)), 5,24 (2H, s, CH,-Ar), 7,34-7,46 (7TH, m, Ar, SCH(His), eCH(His)), 8,40
(3H, s, NH3").

- Preparaciao de Z-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-OMe (10)

o Y
0 3 B
CH,
CH, NH N—gp /
CH, " g
NH
CH
0 NH °CH, 0 0
P\v
/o 0 — 5
QCHZ CHZ/N\/N

€

Na preparacdo deste composto usou-se o método descrito para (8) fazendo a
reaccdo entre Z-Tyr(Bzl)-Aib-OH (0,7 mmoles, 0,343 g) e H-His(Bzl)-Pro-OMe.
CF5;COOH (0,7 mmoles, 0,329 g), em DCM (20 mL) durante 16 h. Apds tratamento da
mistura reaccional obteve-se uma espuma solida branca (79%).

P.f.: 77,0-79,2 °C.

[a]p =-16,2° (C 1,0 %; MeOH).

"H RMN (300 MHz, CDCl3): & (ppm): 1,35 (3H, s, CH3(Aib)), 1,48 (3H, s,
CHj;(Aib)), 1,83-2,27 (4H, m, yCH,(Pro)+BCH,(Pro)), 2,83-3,10 (4H, m, BCH,(Tyr)+
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BCH»(His)), 3,61 (3H,s, O-CH3), 3,56-3,83 (2H, m, 6CH»(Pro)); 4,36 (1H, q ap, J = 7.5
Hz, aCH(Tyr)), 4,50 (1H, dd, J = 8,4 ¢ 4,2 Hz, aCH(Pr0)), 4,82 (1H, q ap, J = 6,0 Hz,
oCH(His)), 4,95 (2H, s, CH,-Ar (Bzl/His)), 5,02 (4H, s, 2x CH»-Ar), 6,00 (1H, d, J =
8,1 Hz, NH(Tyr)), 6,59 (1H, s I, NH(Aib)), 6,82 (1H, s, SCH(His)), 6,87 (2H, d, J = 8,4
Hz, mCH(Tyr)), 7,11 (2H, d, J = 8,4 Hz, oCH(Tyr)), 7,35 (1H, s, eCH(His)), 7,24-7,45
(15H, m, 3 x Ar), 7,41 (1H, s, NH(His)).

BC RMN (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 23,52 (CH; (Aib)), 24,91 (yCH,(Pro)),
25,91 (CHs (Aib)), 28,91 (BCHy(Pro)), 29,63 ((BCHx(His)), 37,37 (BCHx(Tyr)), 46,82
((6CHz(Pro)), 50,75 (CHy-Ar(His(Bzl)), 51,31 (aC(His)), 52,00 (O-CHj3), 56,54
(aCH(Tyr)), 57,09 (aC(Aib)), 58,62 (aCH(Pro)), 66,92 (CH,-Ar(Tyr(Bzl))), 69,91
(CH»-Ar(2)), 114,88 (mCH(Tyr)), 118,15 (8CHy(His)), 127,25, 127,34, 127,41, 127,89,
128,01, 128,11, 128,47, 128,52, 128,87 e 128,98 (15 CH-Ar),130,56 (oCH(Tyr)),
136,17 (yC(His)), 136,84 (C quaternario (His(Bzl)), 136,99 (¢C(His)), 137,18 (C
qaternario-BCH, Ar(Tyr) e C quaternario (Z)), 156,06 (C=0 (Z)), 157,69(C-O(Tyr)),
169,85 (C=0, (His)), 170,13 (C=0, (Tyr)), 172,63 (C=0, (Pro)), 173,86 (C=0, (Aib)).

- Preparaciao de Z-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-OH (11)
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Este composto foi obtido como um s6lido branco (85%) usando o método
descrito para (4) (Z-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-OMe (0,2 mmoles, 0,166 g), 3
equivalentes de base), com tempo de reac¢ao de 20 h a temperatura ambiente.

P.f. 102,4-103,1 °C.

[a]p = - 6,0° (C 1,0 %; MeOH).

Analise elementar: Calculado para C4sHs50NOs.H,O: C 66,33, H 6,29, N 10,09;
encontrado: C 66,15, H 6,30, N 9,74.

'"H NMR (300 MHz, CDCl;) & (ppm): 1,34 (3H, s, CH3(Aib)), 1,43 (3H, s,
CH3;(Aib)),1,81-1,96 (2H, m, yCH,(Pro)), 2,03-2,21 (2H, m, BCH,(Pro)), 2,85-3,12 (3H,
m, BCH,(His) + BCH(Tyr)), 3,19-3,32 (2H, m, BCH(Tyr) + 6CH(Pro)), 3,63-3,72 (1H,
m, 0CH(Pro)), 4,37 (1H, q ap, J = 7,2 Hz, aCH(Tyr)), 4,48 (1H, t ap, J = 6,6 Hz,
aCH(Pro)), 4,79 (1H, dd, J = 12,4 ¢ 6,9 Hz, aCH(His)), 5,23 (1H, d, J = 14,7 Hz,
NH(Tyr)), 6,02 (1H, s 1, NH (Aib)), 6,83 (1H, s, 3CH(His)), 6,83 (2H, d, J = 8,4 Hz,
mCH(Tyr)), 7,12 (2H, d, J = 8,4 Hz, oCH(Tyr)), 7,17-7,47 (16H, m, Ar + ¢CH(His)),
8,24 (1H, s, NH(His)), ndo foi observado o grupo OH.

BC RMN (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 24,13 (CH; (Aib)), 24,98 (yCH(Pro)),
25,91 (CHs (Aib)), 27,64 (BCHax(Pro)), 29,34 ((BCHz(His)), 37,16 (BCHx(Tyr)), 47,41
((6CHy(Pro)), 50,77 (aC(His)), 52,16 (CH,-Ar(His(Bzl))), 56,53 (aCH(Tyr)), 56,82
(aC(Aib)), 61,10 (aCH(Pro)), 66,79 (CH,-Ar(Tyr(Bzl))), 69,87 (CH,-Ar(Z)), 114,76
(mCH(Tyr)), 119,42 (6CHy(His)), 127,42, 127,93, 128,22, 128,40, 128,55, 128,82 ¢
129,10, (15 CH-Ar),130,43 (oCH(Tyr)), 134,27 (yC(His)), 135,80 (C quaternario
(His(Bzl)), 136,33 (¢C(His)), 136,95 (C quaternario-BCH, Ar(Tyr) e C quaternario (Z)),
156,29 (C=0 (Z)), 157,58 (C-O(Tyr)), 169,36 (C=0, (His)), 170,73 (C=0, (Tyr)),
174,25 (C=0, (Aib)), 175,67 (C=0, (Pro)).
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- Preparacao de Z-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe (12)

Na preparacao deste composto usou-se o método descrito para (8)
fazendo a reaccao entre Z-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-OH (0,7 mmoles, 0,570 g) e H-
Aib-OMe.HCI1 (0,7 mmoles, 0,108 g), em DCM (30 mL) durante 18 h. Apo6s tratamento
da mistura reaccional obteve-se um solido branco (74%).

P.f.: 86,5-87,7 °C.

Analise elementar: Calculado para Cs;HsoN;09.CH;COOCH,CHj3: C 65,92, H
6,74, N 9,78; encontrado: C 65,86, H 6,54, N 9,58.

'"H RMN (300 MHz, CDCl3): & (ppm): 1,34 (3H, s, CH3(Aib)), 1,44 (3H, s,
CHj;(Aib)), 1,46 (3H, s, CHi(Aib)), 1,50 (3H, s, CHs(Aib)), 1,80-2,22 (4H, m,
vYCHz(Pro)+BCH,(Pro)), 2,90-3,06 (5H, m, BCHy(Tyr)+ BCH,(His) + 6CH(Pro)), 3,42-
3,53 (1H, m, 6CH(Pro)), 3,67 (3H,s, O-CHs), 4,28-4,38 (1H, m, aCH(Tyr)), 4,47 (1H,
dd, J = 8,1 Hz, 3,3 Hz, C,H(Pro)), 4,64-4,73 (1H, m, aCH(His)), 5,00 (2H, s, CH,-Ar
(Bzl/His)), 5,02 (2H, s, CH,-Ar), 5.03 (2H, s, CHy-Ar) 5,56 (1H, d, J = 4,2 Hgz,
NH(Tyr)), 6,51 (1H, s I, NH(Aib)), 6,83-6,90 (3H, m, 6CH(His) + mCH(Tyr)), 7,10-
7,14 (2H, m, oCH(Tyr)), 7,37 (1H, s, eCH(His)), 7,24-7,43 (16H, m, 3 x Ar + NH(His)),
8,47 (1H, s 1, NH(Aib)).

BC RMN (75 MHz, CDCl;) & (ppm): 23,93 (CH; (Aib)), 24,58 (CH; (Aib)),
24,72 (yCHay(Pro)), 25,46 (CH;3 (Aib)), 25,65 (CHs (Aib)), 28,49 (BCHz(Pro)), 30,89
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((BCH2(His)), 37,37 (BCHx(Tyr)), 47,29 ((6CH2(Pro)), 50,90 (CH,-Ar(His(Bzl)), 51,93
(aC(His)), 52,24 (O-CH3), 56,12 (aC(Aib)), 56,54 (aCH(Tyr)), 56,90 (aC(Aib)), 60,67
(aCH(Pro)), 66,93 (CH;-Ar(Z)), 69,89 (CH,-Ar(Tyr(Bzl))), 114,97 (mCH(Tyr)), 117,99
(0CH»(His)), 127,28, 127,35, 127,37, 127,48, 127,90, 127,92, 127,96, 128,09, 128,20,
128,37, 128,45, 128,48, 128,70, 128,84 ¢ 129,00 (15 CH-Ar), 128,51 (oCH(Tyr)),
130,45 (C quaternario-fCH, Ar(Tyr), 135,85 (yC(His)), 136,53 (¢C(His)), 136,78 (C
quaternario (His(Bzl)), 136,89 (C quaternario-BCH, Ar(Tyr), 137,38 (C quaternario
(2)), 156,05 (C=0 (2)), 157,74(C-O(Tyr)), 170,24 (C=0O, (Tyr)), 170,93 (C=0, (His)),
172,10 (C=0, (Pro)), 173,49 (C=0, (Aib)), 175,09 (C=0, (Aib)).

- Preparacao de H-Tyr-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe.HBr (13)

e #
LR

A uma solu¢do de HBr/CH3COOH (33%) (13 mL) adicionou-se, com agitagao,
Z-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe (0,1 mmoles, 0,092 g), deixando a mistura
protegida da humidade (vaso reaccional tapado com tubo contento CaCl,). Apds 1h
(reacgao seguida por tlc) adicionou-se éter dietilico seco (cerca de 100 mL), e deixou-se
a baixa temperatura (-4 °C) durante 3 h. O solido entretanto formado foi filtrado e seco,
obtendo-se um so6lido branco (83%).

P.f.: 193,5-199,8 °C (com decomposi¢ao).

HRMS: previsto para [M+1]": 690,36; encontrado: 690,58.

"H RMN (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,12 (3H, s, CH3(Aib)), 1,16 (3H, s,
CHs(Aib)), 1,30 (3H, s, CHj3(Aib)), 1,34 (3H, s, CHj3(Aib)), 1,70-1,92 (3H, m,
vCH,(Pro)+BCH(Pro)), 2,02-2,20 (1H, m, BCH(Pro)), 2,71-2,92 (2H, m, BCH(Tyr)+
BCH(His)), 2,93-3,12 (2H, m, BCH(Tyr)+ BCH(His)), 3,40-3,60 (2H, m, 6CH,(Pro)),
3,53 (3H, s, O-CHs), 3,92-4,06 (1H, m, aCH(Tyr)), 4,29 (1H, dd, J = 8,4 Hz, 3,9 Hz,
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oCH(Pro)), 4,78-4,89 (1H, m, aCH(His)), 5,37 (2H, s, CH,-Ar (Bzl/His)), 6,71 (2H, d,
J =38,4 Hz, mCH(Tyr)), 7,06 (2H, d, J = 8,4 Hz, oCH(Tyr), 7,35-7,44 (5H, m, Ar), 7,49
(1H, m, 6CH(His)), 7,71 (1H, d, J = 8,4 Hz, NH(His)), 8,04 (3H, s ap 1, NH;"), 8,34
(1H, s, NH(Aib)), 8,49 (1H, s, NH(Aib)), 9,18 (1H, s, eCH(His)), 14,12 (1H, s 1,
OH(Tyr)).

BC RMN (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 23,91 (CH; (Aib)), 24,25 (yCH,(Pro)),
24,53 (CHj3 (Aib)), 25,34 (CH3 (Aib)), 25,65 (CHs (Aib)), 26,47 ((BCH2(His)), 29,20
(BCHz(Pro)), 35,94 (BCHx(Tyr)), 46,83 ((3CHz(Pro)), 49,66 (aC(His)), 51,69 (CH-
Ar(His(Bzl)), 51,83 (O-CHs), 53,88 (aCH(Tyr)), 55,10 (aC(Aib)), 56,24 (aC(Aib)),
59,21 (aCH(Pro)), 115,28 (mCH(Tyr)), 120,39 (6CHx(His)), 124,95 (oCH(Tyr)),
128,28, 128,63 e 128,97 (5 CH-Ar), 129,86 (yC(His)), 130,56 (C quaternario-BCH,
Ar(Tyr), 134,54 (¢C(His)), 134,95 (C quaternario (His(Bzl)), 156,52 (C-O(Tyr)), 167,69
(C=0, (Tyr)), 167,99 (C=0, (His)), 171,09 (C=O0, (Pro)), 172,93 (C=0, (Aib)), 174,30
(C=0, (AiDb)).

- Preparacao de Boc-Arg(NO;)-Aib-OMe (14)

CHj
o} NH
o (0}
)J\ CHs
O NH /O
CH CH

CH,
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CHy
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NH,

Na preparagdo deste composto usou-se o método descrito para (3), fazendo a
reac¢ao entre Boc-Arg(NO,)-OH (5 mmoles, 1,60 g) e H-Aib-OMe.CF;COOH (5
mmoles, 0,773 g), em EtOAc (20 mL). O produto obtido ap6s o tratamento da mistura
reaccional, foi purificado por cromatografia em coluna (100 g de silica gel;
DCM/MeOH 19:1 como eluente) obtendo-se uma espuma solida (57 %) apos
evaporagao do solvente.

P.f.: 96,7-98,8 °C.

[a]p =-7,0°(C 1,0 %; MeOH).
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Analise elementar: Calculado para C¢H3NeO7.'/,H,0: C 43,13, H 7,48, N
18,87; encontrado: C 42,76, H 6,87, N 18,89.

"H NMR (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 1,44 (9H, s, Boc), 1,53 (3H, s, CH3(Aib)),
1,54 (3H, s, CHs(Aib)), 1,63-1,92 (4H, m, BCH2(Arg)+ yCHx(Arg)), 3,33-3,50 (2H, m,
dCH,(Arg)), 3,74 (3H, s, O-CHs3), 4,26 (1H, s 1 ap, aCH(Arg)), 5,47 (1H, d, J = 7,5 Hz,
NH(Arg), 7,06 (1H, s, NH(Aib)), 7,59 (2H, s I, NH»), 8,63 (1H, s 1, eNH(Arg)).

BC RMN (75 MHz, CDCls) & (ppm): 24,50 (yCHa(Arg)), 24,72 ¢ 24,85 (CH;
(Aib)), 28,26 (CH;3 (Boc)), 30,39 (BCHa(Arg)), 40,55 (6CHa(Arg)), 52,56 (O-CHs),
53,03 (aC(Arg)), 56,26 (aC(Aib)), 80,22 (C quaternario (Boc)), 156,16 (C=0O (Boc)),
159,36 (C quaternario (Arg)), 171,47(C=0(Arg)), 174,80 (C=0(Aib)).

Nota: Conforme indicado na discussdo, foi isolado um composto resultante da
ciclizacdo da Arg, ap6és uma tentativa de preparacao de (14), cuja caracterizagdo ¢ a

seguinte:

P.f.: 131,5-132,8 °C.

Analise elementar: Calculado para C;;H;9yNsOs: C 43,85, H 6,36, N 23,24;
encontrado: C 44,00, H 6,29, N 23,22.

'"H NMR (300 MHz, CDCls) 6 (ppm):1,47 (9H, s, Boc), 1,56-1,73 (1H,
m, BCH), 1,88-2,05 (2H, m, yCHy), 2,42-2,56 (1H, m, BCH), 3,50-3,63 (2H, m, 6CH),
4,47 (1H, q ap, J = 11,4 Hz, aCH), 4,67 (1H, dt, J = 13,1 e 4,8 Hz, 8CH), 5,16 (1H, d, J
= 6,0 Hz, NH), 9,54 (1H, s 1, NH>), 10,41 (1H, s 1, NH;).
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- Preparacao de H-Arg(NO;)-Aib-OMe.CF;COOH (15)

(@)

o)
CH; \
o) CHj
CH;

NH

Na preparacdo deste composto usou-se o método descrito para (9), reagindo
Boc-Arg(NO,)-Aib-OMe (1 mmoles, 0,418 g) em TFA (2 mL), durante 20 min. Apos
tratamento da mistura reaccional, obteve-se um sé6lido branco (98%).

P.f.: 114,0-116,0 °C.

[a]p =+ 31,6° (C 1,0 %; MeOH).

"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 1,36 (3H, s, CH3(Aib)), 1,40 (3H, s,
CHj;(Aib)), 1,46-1,59 (2H, m, yCHy(Arg)), 1,62-1,74 (2H, m, BCH,(Arg)), 3,18 (2H, s |
ap, 0CHz(Arg)), 3,57 (3H, s, O-CH3), 3,69 (1H, t ap, ] = 6,0 Hz, aCH(Arg)), 7,91 (3H, s
1, NHs"), 8,08 (1H, s 1, NH), 8,61 (1H, s I, NH), 8,76 (2H, s, NH,).

- Preparaciao de Z-Asp(OBzl)-Arg(NO;)-Aib-OMe (16)

N,

@\ o
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Na preparagdo deste composto usou-se o método descrito para (8), fazendo a
reaccdo entre Z-Asp(Bzl)-OH (1,0 mmoles, 0,357 g) e H-Arg(NO;)-Aib-
OMe.CF;COOH (1,0 mmoles, 0,432 g), em diclorometano (50 mL), durante 22 h. Apos
tratamento da mistura reaccional, obteve-se um sélido branco (94%).

P.f.: 82,6-85,0 °C.

'"H NMR (300 MHz, CDCl;) & (ppm): 1,50 (3H, s, CH3(Aib)), 1,51 (3H, s,
CH;(Aib)), 1,63-1,77 (2H, m, yCH,(Arg)), 1,79-1,97 (2H, m, BCH(Arg)), 2,85 (1H, dd,
J=16,8 Hz, 6,0 Hz, BCH(Asp)), 3,05 (1H, dd, J = 16,8 ¢ 5,1 Hz, BCH(Asp)), 3,12-3,36
(2H, m, 3CH»(Arg)), 3,70 (3H, s, O-CH3), 4,48-4,65 (2H, m, aCH(Arg)+ aCH(Asp)),
5,08 (2H, s, CH-Ar), 5,11 (2H, s, CH;-Ar), 6,01 (1H, d, J = 8,7 Hz, NH(Arg)), 7,02
(1H, s, NH(Aib), 7,28-7,40 (12H, m, ArtNH(Asp)+eNH(Arg)), 8,30 (2H, s 1, NH,).

- Preparacio de Z-Asp(OBzl)-Arg(NO;)-Aib-OH (17)

NH—5CH2
NO,—N

NH,

Usando o método descrito para (4), este composto foi obtido como um soélido
branco (25%), (partindo de 0,3 mmol, 0,197 g, de Z-Asp(Bzl)-Arg(NO,)-Aib-OMe)
com tempo de reac¢do de 40 min a temperatura ambiente.

P.f.: 126,0-128,0 °C.

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8 (ppm): 1,31 (3H, s, CH3(Aib)), 1,34 (3H, s,
CHs(Aib)), 1,40-1,75 (4H, m, yCHa(Arg) + BCHa(Arg)), 2,55-2,78 (2H, m, BCH2(Asp)),
3,05-3,20 (2H, m, 6CH»(Arg)), 4,20-4,40 (2H, m, aCH(Arg)+aCH(Asp)), 5,00 (2H, s,

114



5. Seccgdo Experimental

CH»-Ar), 5,01 (2H, s, CH,-Ar), 7,28-7,44 (10H, m, Ar), 7,62 (1H, d, J = 6,0 Hz,
NH(Asp)), 7,84 (1H, d, J = 6,0 Hz, NH(Arg)), 8,00 (2H, m., NH,), 8,22 (IH, s,
NH(Aib)), 8,50 (1H, s ap I, eNH(Arg)), 12,50 (1H, s 1, OH).

- Preparacio de Boc-Tyr(Bzl)-Aib-OMe (18)
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Foi usado o método descrito para (3), (DCCI/HOBt, em DCM, um eq de Et;N),
fazendo a reacc¢do entre o Boc-Tyr(OBzl)-OH (10 mmoles, 3,71 g) e H-Aib-OMe.HCl
(10 mmoles, 1,54 g). O composto foi isolado, ap6s cristalizagdo com uma mistura de
Et,0 e éter de petroleo, como um sélido branco com um rendimento de 85%.

P.f.: 80,7-82,0 °C.

[a]p = - 3,6° (C 1,0 %; MeOH).

'"H RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm) : 1,43 (12H, s, CH; (Aib) + CHs(Boc)),
1,45 (3H, s, CH; (Aib), 2,92 (1H, dd, J = 13,8 Hz, 7,8 Hz, BCH (Tyr)), 3,04 (1H, dd, J =
11,1 ¢ 6,0 Hz, BCH (Tyr)), 3,72 (3H, s, O-CHj3), 4,23 (1H, d ap, J = 6,0 Hz, aCH (Tyr)),
5,06 (2H, s, -CH,-Ar(Bzl) + NH (Tyr)), 6,24 (1H, s, NH(Aib)), 6,92 (2H, d, J = 9,0 Hz,
mCH(Tyr)), 7,15 (2H, d, ] = 9,0 Hz, oCH(Tyr)), 7,32-7,45 (5H, m, Ar).
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- Preparacao de Boc-Tyr(Bzl)-Aib-OH (19)

O\C/OH

HsC——C——CHj
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09

Este composto foi obtido como um s6lido branco (84%) usando o método

descrito para (4) (5,0 mmol, 2,35 g, de Z-Tyr(Bzl)-Aib-OMe , usando 1 equivalente de

NH

base), com tempo de reacc¢ao de 7 h, a temperatura ambiente.

P.f.: 78,8-80.,4 °C.

[a]lp =+ 2,4° (C 1,0 %; MeOH).

'"H NMR (300 MHz, CDCLs): & (ppm): 1,41 (9H, s, CH3(Boc)), 1,46 (3H, s,
CH3;(Aib)), 1,49 (3H, s, CH3(Aib)), 2,98 (2H, d ap, J = Hz, BCHx(Tyr)), 4,40 (1H, s ap 1,
aCH(Tyr)), 5,03 (2H, s, -CH,-Ar(Bzl)), 5,43 (1H, s 1, NH(Tyr)), 6,77 (1H, s I, NH
(Aib)), 6,91 (2H, d, J = 8,4 Hz, mCH(Tyr)), 7,15 (2H, d, J = 8,1 Hz, oCH(Tyr)), 7,31-
7,44 (5H, m, Ar), 8,83 (1H, s I, OH).

BC RMN (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 24,23 (CH; (Aib)), 24,53 (CH; (Aib)),
28,66 (CH; (Boc)), 37,66 (BCHa(Tyr)), 55,79 (aCH(Tyr)), 56,34 (aC(Aib)), 69,91
(CH,-Ar(Tyr(Bzl))), 114,94 (mCH(Tyr)), 127,38, 127,90, 128,83 (5 CH-Ar), 130,48
(oCH(Tyr)), 136,94 (C qaternario-BCH, Ar(Tyr)), 155,91 (C qaternario (Bzl)), 157,71
(C-O(Tyr)), 171,47 (C=0, (Tyr)), 177,21 (C=0, (Aib)).
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- Preparacio de Boc-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-OMe (20)
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Na preparagdo deste composto usou-se o método descrito para (8), fazendo a
reac¢ao entre Boc-Tyr(Bzl)-Aib-OH (1,4 mmoles, 0,639 g) e H-His(Bzl)-Pro-OMe.
CF;COOH (1,4 mmoles, 0,659 g), em EtOAc (25 mL) durante 14 h. Apos tratamento da
mistura reaccional obteve-se um so6lido branco (90%), ligeiramente contaminado com
T™MU.

P.f.: 85,8-87,1 °C.

[a]p =-10,4° (C 1,0 %; MeOH).

Analise elementar: Calculado para C4sHs4sNgOg.2H,O: C 63,60, H 6,99, N
10,12; encontrado: C 63,28, H 6,77, N 10,17.

'"H RMN (300 MHz, CDCls): & (ppm): 1,38 (9H, s, CH3(Boc)), 1,40 (3H, s,
CHj;(Aib)), 1,47 (3H, s, CH3(Aib)), 1,86-2,24 (4H, m, yCH,(Pro)+BCHx(Pro)), 2,83-
3,10 (4H, m, BCHx(Tyr) + BCHx(His)), 3,63 (3H,s, O-CHj3), 3,52-3,81 (2H, m,
dCH,(Pro)); 4,28 (1H, q ap, J = 7,2 Hz, aCH(Tyr)), 4,50 (1H, dd, J = 8,4 Hz, 4,5 Hz,
aCH(Pro)), 4,83 (1H, q ap, J = 7,5 Hz, aCH(His)), 5,03 (2H, s, CH,-Ar (Bzl/His)), 5,07
(2H, s, CH,-Ar (Bzl/Tyr)), 5,55 (1H, d, J = 8,1 Hz, NH(Tyr)), 6,62 (1H, s 1, NH(Aib)),
6,87-6,90 (3H, m, SCH(His) + mCH(Tyr)), 7,10-719 (2H, m, oCH(Tyr)), 7,24-7,45
(11H, m, eCH(His) + Ar), 7,62 (1H, s, NH(His)).
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- Preparacao de Boc-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-OH (21)
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Este composto foi obtido como um so6lido branco (61%) usando o método
descrito para (4) (2,0 mmol, 1,19 g, de Boc-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-OMe, usando 1
equivalentes de base (adicionada a 0 °C)), com tempo de reac¢do de 7 h a temperatura
ambiente.

P.f.: 145,8-147,2 °C.

HRMS: previsto para [M+1]": 781,39; encontrado: 781,58.

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 1,28 (9H, s, CH3(Boc)), 1,32 (3H, s,
CHj;(Aib)), 1,34 (3H, s, CH3(Aib)),1,75-1,92 (3H, m, yCH»(Pro) + BCH(Pro)), 2,04-
2,22 (1H, m, BCH(Pro)), 2,58-2,71 (2H, m, BCH(His) + BCH(Tyr)), 2,78-2,97 (2H, m,
BCH(His) + BCH(Tyr)), 3,48-3,64 (2H, m, 6CH»(Pro)), 4,02-4,13 (1H, m, aCH(Tyr)),
4,20 (1H, t ap, J = 5,4 Hz, aCH(Pro)), 4,65-4,81 (1H, m, aCH(His)), 5,05 (2H, s, -CH2-
Ar (Bzl/His)), 5,25 (2H, s, -CH2-Ar (Bzl/Tyr)), 6,86-6,92 (3H, m, SCH(His) +
mCH(Tyr)), 7,10-7,18 (2H, m, oCH(Tyr)), 7,26-7,43 (11H, m, Ar + ¢CH(His)), 7,94
(1H, s 1, NH (Aib)), 8,01 (1H, s I, NH(Tyr)), 8,58 (1H, s 1, NH(His)), 12,20 (1H, s 1,
OH).

BC RMN (75 MHz, CDCLs) & (ppm): 24,20 (CH; (Aib)), 24,40 (yCH,(Pro)),
24,77 (CHs (Aib)), 27,83 (BCHx(His)), 28,12 (CH; (Boc)), 28,75 ((BCHz(Pro)), 36,80
(BCHx(Tyr)), 46,44 ((6CHz(Pro)), 50,04 (aC(His)), 50,93 (CH,-Ar(His/Bzl)), 55,55
(aCH(Tyr)), 56,44 (aC(Aib)), 58,86 (aCH(Pro)), 69,10 (CHy-Ar(Tyt/Bzl)), 77,97
(C(CHs); (Boc)), 114,28 (mCH(Tyr)), 119,13 (8CHy(His)), 127,57, 127,59, 127,74,
127,91, 128,40 e 128,84 (10 CH-Ar), 130,19 (oCH(Tyr)), 130,29 (C qaternario-BCH,
Ar(Tyr)), 135,41 (yC(His)), 137,23 (¢C(His)), 137,25 (C quaternario (His(Bzl)), 156,09
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(C=0 (Boc)), 156,87 (C-O(Tyr)), 171,32 (C=0, (Tyr)), 173,17 (C=0, (His)), 174,62
(C=0, (Aib)), 175,47 (C=0, (Pro)).

- Preparacao de Boc-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe (22)
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Na preparagdo deste composto usou-se o método descrito para (8), fazendo a
reaccdo entre Boc-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-OH (1,0 mmoles, 0,781 g) e H-Aib-
OMe.HCl (1,0 mmoles, 0,154 g), adicionando a base (Et;N, 0,13 mL) a baixa
temperatura, em EtOAc (50 mL) durante 21 h. Apds tratamento da mistura reaccional
obteve-se um sélido branco (92%) cristalizando de uma mistura de EtOAc/Et,0.

P.f.: 104,5-105,6 °C.

[a]p =-21,2° (C 1,0 %; MeOH).

HRMS: previsto para [M+1]+: 880,46; encontrado: 880,67

"H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 1,37 (9H, s, CH3(Boc)), 1,40 (3H, s,
CHs(Aib)), 1,45 (3H, s, CH3(Aib)), 1,46 (3H, s, CH3(Aib)), 1,47 (3H, s, CH3(Aib)),
1,80-2,06 (3H, m, yCH,(Pro)+BCH(Pro)), 2,12-2,24(1H, m, BCH(Pro)), 2,84-3,08 (4H,
m, BCHy(Tyr)+ BCHy(His)), 3,44-3,82 (2H, m, dCHx(Pro)), 3,62 (3H,s, O-CHs), 4,20-
4,36 (1H, m, aCH(Tyr)), 4,49 (1H, dd, J = 8,4 ¢ 4,2 Hz, C,H(Pro)), 4,78-4,86 (1H, m,
aCH(His)), 5,02 (2H, s, CH,-Ar (Bzl/Tyr)), 5,04 (2H, s, CH,-Ar (Bzl/His)), 5,58 (1H,
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d, J = 8,1 Hz, NH(Tyr)), 6,65 (1H, s I, NH(Aib)), 6,85-6,92 (3H, m, 6CH(His) +
mCH(Tyr)), 7,10-7,17 (3H, m, oCH(Tyr) + NH(His)), 7,22-7,43 (11H, m, Ar +
eCH(His)), 8,42 (1H, s I, NH(Aib)).

BC RMN (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 23,73 (yCHa(Pro)), 24,73 (CH; (Aib)),
24,90 (CH; (Aib)), 25,58 (CH3 (Aib)), 25,73 (CHs (Aib)), 28,23 (CH;3 (Boc)), 28,91
(BCH2(Pro)), 30,88 ((BCHx(His)), 37,37 (BCHx(Tyr)), 46,84 ((6CHx(Pro)), 50,86 (CHa-
Ar(His(Bzl)), 51,26 (aC(His)), 51,99 (O-CHs), 56,12 (aCH(Tyr)), 56,86 (aC(Aib)),
57,00 (aC(Aib)), 58,65 (aCH(Pro)), 69.93 (CH,-Ar(Tyr(Bzl))), 114,88 (mCH(Tyr)),
118,25 (6CH(His)), 127,31, 127,38, 127,86, 128,17, 128,40, 128,37, 128,51 (10 CH-
Ar), 128,90 (oCH(Tyr)), 130,51 (C quaternario-BCH, Ar(Tyr), 136,10 (yC(His)),
136,54 (¢C(His)), 136,70 (C quaternario (His(Bzl)), 137,02 (C quaternério (Tyr/Bzl),
155,49 (C=0 (Boc)), 157,65(C-O(Tyr)), 170,56 (C=0, (Tyr)), 172,61 (C=0, (Pro)),
173,52 (C=0, (Aib)), 173,91 (C=0, (His)), 175,03 (C=0, (Aib)).

- Preparacao de H-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe.CF;COOH (23)
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Na preparacao deste composto usou-se o método descrito para (9), deixando
Boc-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe (0,4 mmoles, 0,352 g) numa mistura de TFA
(1 mL) e EtOAc (2mL), durante 35 min, a 0 °C. Apds tratamento da mistura reaccional,
obteve-se um solido branco (68%).

P.f.: decomp. a 230 °C.
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HRMS: previsto para [M+1]": 780,41; encontrado: 780,41.

'H NMR (300 MHz, DMSO-de)  (ppm): 1,13 (3H, s, CHs(Aib)), 1,16 (3H, s,
CHs(Aib)), 1,22 (3H, s, CHy(Aib)), 1,25 (3H, s, CHi(Aib)), 1,75-195 (3H, m,
yCHa(Pro)+BCH(Pro)), 2,10-2,22(1H, m, BCH(Pro)), 2,70-3,10 (4H, m, BCHy(Tyr)+
BCHa(His)), 3,40-3,70 (2H, m, 8CHs(Pro)), 3,57 (3H.s, O-CH), 4,00-4,15 (1H, m,
aCH(Tyr)), 4,18-4.24 (1H, m, «CH(Pro)), 4,72-4,87 (1H, m, «CH(His)), 5,05 (2H, s,
CH,-Ar (Bzl/His)), 5,31 (2H, s, CHy-Ar (Bzl/Tyr)), 6,86-6,97 (3H, m, 6CH(His) +
mCH(Tyr)), 7,10-722 (3H, m, oCH(Tyr) + NH(Aib)), 7,28-7.43 (11H, m, Ar +
¢CH(His)), 7,61 (1H, d, J= 4,0 Hz, (NH(His)), 8,03 (3H, s |, NH;"(Tyr)), 8,97 (1H, s I,
NH(Aib)).

- Preparacao de Boc-Arg(NO;)-Aib-OH (24)

CH,
o NH
0 o
)k CH,
o) NH p CHz OH
| e
CH, CH, yCHy  _NH N
cH, ©
CHs 3

NH,

Este composto foi obtido usando o método descrito para (4), (0,4 mmol, 0,167 g,
de Boc-Arg(NO;)-Aib-OMe, usando 3 equivalentes de base),com tempo de reac¢do de
22 h, a temperatura ambiente (adicionando 2 eq de HCl 1M no fim da reac¢ao). Apds
tratamento da mistura reaccional, obteve-se uma solucdo aquosa, que foi extraida com
EtOAc. A fase organica foi seca com MgSO,4 e apds evaporagdo do solvente, resultou
um so6lido branco (81%).

P.f.: 120,2-122,0 °C.

[a]lp =-5,9°(C 1,0 %; MeOH).

'"H RMN (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,32 (9H, s, Boc), 1,34 (3H, s,
CHj3(Aib)), 1,37 (3H, s, CH3(Aib)), 1,40-1,63 (4H, m, BCH,(Arg)+ yCH,(Arg)), 3,05-
3,18 (2H, m, 3CHy(Arg)), 3,84-3,98(1H, m, aCH(Arg)), 6,71 (1H, d, J = 8,4 Hz,
NH(Arg), 7,65-8,15 (1H, m, eNH(Arg)) 7,96 (2H, s, NH,(Arg)), 8,47 (1H, s, NH(Aib)),
12,23 (1H, s, OH).
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5. Seccgdo Experimental

- Preparacio de Boc-Arg(NO;)-Aib-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe

(25)
s CHg/O\C/O
CHy CH, . “ /CH3 o c’
3~C——
o o o \C/ \/C\ /o I CHy
0 CcH, (l lH chy T N M
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3
/(l:H2 CH, N
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Na prepara¢ao deste composto usou-se o método descrito para (8) fazendo a
reac¢do entre o Boc-Arg(NO;)-Aib-OH (0,24 mmoles, 0,097 g) e H-Tyr(Bzl)-Aib-
His(Bzl)-Pro-Aib-OMe.CF;COOH (0,24 mmoles, 0,210 g), adicionando a base (Et;N,
0,033 mL) a baixa temperatura, em EtOAc (25 mL) durante 24 h. Apds tratamento da
mistura reaccional obteve-se um sélido branco (76%) cristalizando de uma mistura de
MeOH/E,0.

P.f.: 142,0-143,5 °C.

HRMS: previsto para [M+1]": 1166,60, encontrado: 1166,67.

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,18-1,39 (27H, m, CHjz(Aib) +
CH;(Boc)), 1,40-1,63 (4H, m, BCHy(Arg) + yCH(Arg)), 1,68-2,03 (4H, m,
vYCH,(Pro)+BCH; (Pro)), 2,58-2,94 (4H, m, BCH,(Tyr) + BCH(His)), 3,02-3,18 (2H, m,
OCH»(Arg)), 3,37-3,60 (2H, m, dCH; (Pro), sob o pico da 4gua), 3,53 (3H,s, O-CH3),
3,75-3,88 (1H, m, aCH(Tyr)), 3,97-4,08 (1H, m, aCH(Arg)), 4,16 (1H, dd, J = 3,6 Hz,
8,8 Hz, aCH(Pro)), 4,36-4,68 (1H, m, aCH(His)), 5,04 (2H, s, CH,-Ar (Bzl/His)), 5,10
(2H, s, CH,-Ar (Bzl/Tyr)), 6,84-6,93 (2H, m, mCH(Tyr)), 6,97-7,18 (4H, m, oCH(Tyr)
+ 8CH(His) + NH(Aib)), 7,22-7,42 (11H, m, Ar + €CH(His)), 7,45-8,08 (5H, m,
NH(His) + NH(Tyr) + NHx(Arg) + eNH(Arg)), 7,88 (2H, s 1, NHy), 8,25 (1H, s |,
NH(Arg)) 8,42 (1H, s 1, NH(Aib)), 8,70 (1H, s, NH(Aib)).

BC RMN (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 23,60 (yCHa(Pro)), 24,25
(yCHa(Arg)), 24,48, 24,73, 25,03, 25,56, 26,29 (6 CH;3 (Aib)), 28,14 (3 CH; (Boc)),
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5. Seccgdo Experimental

28,58 (BCHa(Arg)), 28,99 (BCHa(Pro)), 30,61 ((BCH2(His)), 34,68 (6CHx(Arg)), 36,27
(BCHy(Tyr)), 46,60 ((8CHa2(Pro)), 49,66 (CH,-Ar(His(Bzl)), 51,18 (aC(His)), 51,71 (O-
CH3), 54,33 (aCH(Tyr)), 55,04 (aC(Aib)), 55,93 (aC(Aib)), 55,96 (aCH(Arg)), 56,18
(aC(Aib)), 59,84 (aCH(Pro)), 69.10 (CH,-Ar(Tyr(Bzl))), 78,54 (C quaternario (Boc)),
114,37 (mCH(Tyr)), 117,52 (3CH(His)), 127,45, 127,48, 127,59, 127,71, 127,76,
128,41, 128,60, 128,64 (10 CH-Ar), 130,13 (oCH(Tyr)), 130,29 (C quaternario-BCH;
Ar(Tyr), 136,95 (¢C(His)), 137,22 (C quaternario (His/Bzl), 137,37 (C quaternario
(Tyr/Bzl), 137,57 (yC(His)), 155,89 (C=O (Boc)), 156,88 (C-O (Tyr)), 159,41 (C
quaterndrio (Arg)), 170,17 (C=0, (Tyr)), 171,43 (C=0, (Arg)), 172,27 (C=0, (Pro)),
172,53 (C=0, (Aib)), 173,55 (C=0, (His)), 174,34 (C=0, (Aib)), 174,48 (C=0, (Aib)).

- Preparacio de H-Arg(NO,)-Aib-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-
OMe.CF;COOH (26)

ot
CFy—COO™ NHy' _C._ /C\/ ~
CH NH CH
CH
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Na preparacao deste composto usou-se o método descrito para (9), reagindo
Boc-Arg(NO,)-Aib-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe (0,01 mmoles, 0,117 g) em
TFA (1 mL), durante 20 min, a temperatura ambiente. Apos tratamento da mistura
reaccional, obteve-se um solido branco (84%).

P.f.: 129,1-131,5 °C.

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,19-1,35 (18H, m, CH3(Aib)), 1,41-
1,59 (4H, m, BCHa(Arg) + yCHy(Arg)), 1,62-1,97 (4H, m, yCH,(Pro)+BCH, (Pro)),
2,70-3,19 (6H, m, BCHy(Tyr) + BCHy(His) + 6CHy(Arg)), 3,23-3,410 (2H, m, 6CH,
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5. Seccgdo Experimental

(Pro), sob o pico da 4gua), 3,53 (3H,s, O-CHs), 3,69-3,82 (1H, m, aCH(Tyr)), 3,95-4,10
(1H, m, aCH(Arg)), 4,19-4,30 (1H, m, aCH(Pro)), 4,62-4,82 (1H, m, aCH(His)), 5,03
(2H, s, CH,-Ar (Bzl/His)), 5,23 (2H, s, CH,-Ar (Bzl/Tyr)), 6,89 (1H, s I, NH(Aib)), 6,90
(2H, d, J = 8,1 Hz, mCH(Tyr)), 7,08 (2H, d, J = 8,4 Hz, oCH(Tyr)), 7,12 (1H, s 1,
O0CH(His)), 7,25-7,44 (11H, m, Ar + ¢CH(His)), 7,45-8,20 (8H, m, NH(His) + NH(Tyr)
+ NH,(Arg) + eNH(Arg) + NH;'(Arg)), 7,88 (2H, s 1, NH,), 8,50-8,60 (2H, s I,
NH(Aib)).

- Preparac¢ao de Boc-Sar-Arg(NO;)-Aib-OMe (27)

CH;—Q

CH, o
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Na preparagao deste composto usou-se o0 método descrito para (8) (Boc-Sar-OH
(0,1 mmoles, 0,019 g), H-Arg(NO;)-Aib-OMeCF;COOH (0,1 mmoles, 0,043 g), em
EtOAc (20 mL), DIEA (0,1 mmoles, 0,033 mL) adicionada a baixa temperatura), com
tempo de reacg¢do de 6 h. Apos tratamento da mistura reaccional obteve-se um solido
branco (73%), que foi cristalizado de uma mistura de EtOAc/Et,0.

P.f.: 89,0-90,0 °C.

"H NMR (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 1,46 (9H, s, Boc), 1,51 (3H, s, CH3(Aib)),
1,52 (3H, s, CH3(Aib)), 1,66-1,74 (2H, m, yCHx(Arg)), 1,82-1,92 (2H, m, BCH,(Arg)),
2,97 (3H, s, CHs(Sar)), 3,28-3,47 (2H, m, 8CHz(Arg)), 3,72 (3H, s, O-CH3), 3,89 (2H, s,
oCHy(Sar)), 4,61 (1H, s 1 ap, aCH(Arg)), 7,03 (1H, s I, NH(Arg), 7,18 (1H, s I,
NH(AIib)), 7,57 (2H, s I, NH»), 8,35 (1H, s 1, eNH(Arg)).
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5. Seccgdo Experimental
- Preparacao de Boc-Sar-Arg(NO;)-Aib-OH (28)

CH,—NH
N—NO,

CH2 NH,
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Este composto foi obtido usando o método descrito para (4) (partindo de 0,6
mmol, 0,294 g, de Boc-Sar-Arg(NO;)-Aib-OMe, 3 equivalentes de base), com tempo de
reac¢do de 24 h, a temperatura ambiente (adicionando 2 eq de HCI 1M no fim da
reaccdo). Apos tratamento da mistura reaccional, a solugdo aquosa foi extraida com
EtOAc. A fase organica foi seca com MgSO, e ap6s evaporagdo do solvente, obteve-se
um soélido branco (99%).

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 1,31 (9H, s, Boc), 1,32 (3H, s,
CHj;(Aib)), 1,34 (3H, s, CH3(Aib)), 1,38-1,75 (4H, m, yCHy(Arg) + BCHa(Arg)), 2,76
(3H, s, CHj3(Sar)), 3,13 (2H, s 1, 3CH(Arg)), 3,77 (2H, s, aCHy(Sar)), 4,30 (1H, s | ap,
aCH(Arg)), 7,90-7,97 (2H, m, NH,), 8,08 (1H, s I, NH(Arg), 8,23 (1H, s I, NH(Aib)),
8,52 (1H, s 1, eNH(Arg)), 12,20 (1H, s 1, OH).
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5. Seccgdo Experimental

- Preparacio de Boc-Sar-Arg(NO,)-Aib-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-
OMe (29)
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Usou-se o método descrito para (8), fazendo a reac¢do entre Boc-Sar-Arg(NO;)-
Aib-OH (0,25 mmoles, 0,119 g) e H-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe.CF;COOH
(0,25 mmoles, 0,223 g), adicionando a base (DIEA, aprox. 1 eq., 0,050 mL) a
temperatura baixa (0 °C), em EtOAc (30 mL), com um tempo de reac¢do a temperatura
ambiente de 48 h. Apds tratamento da mistura reaccional obteve-se um solido branco
(61%).

HRMS: previsto para [M+1]": 1237.63; encontrado: 1237.636.

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,13-1,40 (27H, m, CHs(Aib) +
CHs(Boc)), 1,43-2,04 (8H, m, BCH,(Arg) + yCH,(Arg) + yCH,(Pro) + BCH, (Pro)),
2,70-3,09 (6H, m, BCH,(Tyr) + BCH,(His) + 8CH,(Arg)), 3,15 (3H, s, CH;(Sar)), 3,30-
3,43 (2H, m, 3CH; (Pro), sob o pico da agua), 3,53 (3H,s, O-CHs), 3,72-3,91 (1H, m,
oCH(Tyr)), 3,91-4,26 (4H, m, aCH,(Sar) + aCH(Arg) + aCH(Pro)), 4,36-4,50 (1H, m,
oCH(His)), 5,04 (2H, s, CH,-Ar (Bzl/His)), 5,11 (2H, s, CH,-Ar (Bzl/Tyr)), 6,80-6,94
(2H, m, mCH(Tyr)), 7,02-7,19 (3H, m, oCH(Tyr) + 6CH(His)), 7,22-7,44 (12H, m, Ar +
2 NH(Aib), 7,72 (1H, s 1, eCH(His)), 7,50-8,82 (4H, m, NH(His) + NHa(Arg) +
eNH(Arg)), 8,05 (1H, s, NH(Tyr)), 8,72 (1H, s, NH(Aib)), 8,74 (1H, s, NH(Arg)).
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5. Seccgdo Experimental

BC RMN (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 23,63 (yCHz(Pro)), 24,19
(yCHa(Arg)), 24,45, 24,67, 24,71, 25,01, 25,07, 25,43, 25,67, 25,98, 26,11, 26,37 (6
CH; (Aib)), 27,92 (3 CH; (Boc)), 28,54 (BCHx(Arg)), 28,97 (BCHx(Pro)), 30,54
((BCHx(His)), 34,77 (6CHx(Arg)), 35,14 (BCHx(Tyr)), 35,25 (CHjs(Sar)), 46,57
((6CHy(Pro)), 49,63 (CH,-Ar(His(Bzl)), 51,20 (aC(Tyr)), 51,76 (O-CHj3), 51,88
(aCH(His)), 53,40(aC(Sar)), 55,00 (aC(Aib)), 55,11 (aC(Aib)), 55,97 (aCH(Arg)),
56,10 (aC(Aib)), 59,85 (aCH(Pro)), 69,05 (CH,-Ar(Tyr(Bzl))), 78,87 (C quaternario
(Boc)), 114,36 (mCH(Tyr)), 117,61 (86CH(His)), 127,36, 127,44, 127,52, 127,57,
127,70, 128,36, 128,53, 128,59 (10 CH-Ar), 130,16 (oCH(Tyr)), 131,35 (C quaternario-
BCH, Ar(Tyr), 136,77 (¢C(His)), 137,17 (C quaternario (His/Bzl), 137,34 (yC(His)),
137,63 (C quaternario (Tyr/Bzl), 155,29 (C=0O (Boc)), 156,80 (C-O (Tyr)), 159,281 (C
quaternario (Arg)), 170,14 (C=0, (Tyr)), 171,03(C=0, (Sar)), 171,13 (C=0, (Arg)),
172,21 (C=0, (Pro)), 173,50 (C=0, (His)), 173,56 (C=0, (Aib)), 174,27 (C=0, (Aib)),
174,42 (C=0, (Aib)).

- Preparacao de Boc-Sar-Arg-Aib-Tyr-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe (30)
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Para a preparagdo deste composto, realizou-se a preparacdo prévia de
monoformiato de hidrazina, segundo o método apresentado por Gowda e Mahesh [9].
Dissolveu-se Boc-Sar-Arg(NO;)-Aib-Tyr(Bzl)-Aib-His(Bzl)-Pro-Aib-OMe (0,06 mmol,
0,070 g) em metanol (5 mL). Adicionou-se Pd-C 10% (0,140 g) e com agitagdo,

adicionou-se monoformiato de hidrazina (0,9 mmoles). A mistura reaccional foi deixada
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5. Seccgdo Experimental

a temperatura ambiente, com agitacdo (reaccdo seguida por tlc) e apos 8 h, foi filtrada
através de kieselgur. O filtrado foi evaporado e o residuo solubilizado em EtOAc e
lavado com uma solugdo saturada de NaCl. Apos secagem com MgSQO,, a fase organica
foi evaporada e o residuo triturado com Et,0. Apds decantacdo e secagem, foi obtido
um solido (55%).

HRMS: previsto para [M+1]": 1102.60; encontrado: 1102.60.

'"H NMR (300 MHz, (CD3),CO) & (ppm): 1,25-1,55 (27H, m, CHs(Aib) +
CHs(Boc)), 1,55-2,45 (8H, m, BCH,(Arg) + yCH,(Arg) + yCH,(Pro) + BCH;, (Pro)),
2,80-3,38 (9H, m, BCH,(Tyr) + BCH,(His) + 8CH,(Arg) + CH;(Sar), sob os picos de
metanol), 3,58-3,68 (2H, m, 8CH, (Pro)), 3,70 (3H,s, O-CHs3), 3,89-4,70 (6H, m,
oCH(Tyr) + aCHy(Sar) + aCH(Arg) + aCH(Pro) + aCH(His)), 5,30 (2H, s, CH,-Ar
(Bzl/His)), 6,00 (1H, s 1, NH), 6,78 (2H, s 1, NHx(Arg)), 7,00-7,22 (2H, m, mCH(Tyr)),
7,30-7,43 (2H, m, oCH(Tyr)), 8,31-8,35 (5H, m, Ar), 7,43-8,60 (9H, m, SCH(His) +
eCH(His) + NH), 9,65 (1H, s 1, OH(Tyr)).
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Tabela S1. Distincias entre Ci) Cqir2) (valores em Angstroms). Células sombreadas indicam a presenga de uma o, a-dialkylglicine na posigdo i+1.

Compound Dist. Res. 1 -Res. 3 Dist. Res. 2 -Res. 4 Dist. R3 -R5 Dist. Res. 4 - Res. 6 Dist. Res. 5 —Res. 7 Dist. Res. 6 — Res. 8
P Max Min Ave Max Min Ave Max Min Ave  Max Min Ave Max Min Ave Max Min Ave
Angll 77034 58310  7.1246  7.6291 53645  6.8352  7.5212 52344 6320  7.6541 48701  6.6331 7.7006 54379 7.0819  6.5348 47610  5.7856

1 A3 1.8 7.6462 5.6976 6.7628 7.4448 4.7107 6.4979 7.2349 5.2475 5.9191 7.7518 5.6251 7.0174 7.7044 5.6545 6.9864 6.8820 4.6757 5.6865
[Sar’,Aib’,Ile"]Angll

| A5 1.8 7.6505 5.4565 6.6463 7.3779 5.1475 6.3954 7.3221 5.1005 6.0589 7.6968 5.3301 6.6772 7.6930 5.7260 7.0096 6.7462 4.4126 5.7244
[Sar’,Aib’,Ile"]Angll

1 oAT a8 7.7304 5.8599 6.9774 7.3455 5.2410 6.4409 6.9907 5.1137 5.9804 7.6445 5.4447 7.0486 7.7871 5.4829 7.1957 6.5335 4.5615 5.6592
[Sar’,Aib’,Ile”]AngIl

[Sar', Aib*]AnglT 7.7092 5.3833 6.6959 7.3797 4.8670 6.3545 6.7163 5.2742 5.9250 6.8372 4.9226 6.0332 7.7255 6.1054 7.2980 6.2978 4.7380 5.4366

[Sar'Tle*]AnglT 7.6915 5.6328 6.8307 7.2696 5.2427 6.4744 7.0788 5.3370 5.9992 7.7064 5.5184 7.1159 7.5859 5.8911 6.6835 6.4504 4.4421 5.6619

[Sar‘,Aib{:X;Egiibg]AngH 7.6253 5.0698 6.5276 7.2932 4.7564 6.0733 7.7734 5.6714 7.0036 7.5842 5.5138 6.8454 7.6750 5.6159 6.8422 7.3294 4.3686 5.7221
ICOmS 2 7.6039 5.1628 6.4302 7.6799 49172 6.7341 7.5865 5.3300 6.5376 7.7082 5.5163 7.0757 7.6413 5.5040 7.0618 6.5892 4.6058 5.6875
[Sar’,Dpg’]Angll
1C°m€ 3 7.6731 5.5293 6.8130 7.4841 4.8515 6.4655 7.7328 5.3267 6.4411 7.6937 5.4790 7.0192 7.7507 5.9968 7.2688 7.3681 4.9492 6.6898
[Sar’,Deg"JAnglIl
,CO‘“% 4 7.6213 5.4831 6.6450 7.5993 5.2917 6.8713 7.1279 5.0228 5.8876 6.8064 4.9871 5.8983 7.5044 4.8848 6.5783 7.6196 5.1217 6.6712
[Sar’,Dibg’]Angll
[Aib’ Acilfsnx)ibsx]AngH 7.6906 5.5900 7.0427 7.4260 4.8564 6.5566 7.6859 5.1943 6.7137 7.5762 5.2742 6.5090 7.7226 5.9313 7.2128 7.1841 4.8137 6.0991
]Compx() 7.6994 5.5819 6.9796 7.5918 4.9153 6.4015 6.9609 5.1777 5.9801 7.7058 5.5304 7.1703 7.6724 5.4432 6.9307 6.4624 5.0390 5.7414
[Sar’,Db,g"]Angll
[Sar' Degfg:;@ lgegg]Angll 7.4262 5.1522 6.3378 6.6899 4.8510 5.7545 7.7480 5.9142 7.0665 7.5943 5.5899 6.6443 7.7134 6.0436 7.1408 6.5963 4.8927 5.6843
[Sar' ng%’;‘;‘; Epgs]Angll 7.5762 5.6793 6.6570 7.3928 4.7494 6.5413 7.3838 5.5611 6.3433 7.5956 5.5542 7.1613 7.6903 5.9695 7.2304 7.4499 4.8283 6.6939
[Sar' Degfg%?gegg]Angll 7.5066 5.3172 6.3670 7.0046 4.8302 5.8425 7.8013 5.8144 7.0955 7.6399 4.8430 6.3651 7.7097 5.7077 6.8965 6.7104 5.0478 5.6306
[Sar',Degg,(:xillfs,fibg]Angll 7.6868 5.5039 6.8319 7.5687 5.2719 6.9623 7.7983 5.8794 7.2735 7.4859 4.7882 6.2814 7.6172 5.7158 6.9432 6.4003 4.5858 5.7325
[Sar! nggoA?ig gpgS]Angll 7.6793 5.1447 6.7699 7.3513 5.0568 6.7087 7.6240 5.3694 6.8615 7.6568 5.5766 6.9693 7.6501 6.0172 7.1239 6.4757 4.8628 5.6956
[Sar! Degcjozli%llzleg]AngH 7.6895 5.3555 6.8507 7.4666 5.1431 6.4441 7.3185 5.6892 6.6304 7.6476 5.6780 7.1469 7.7483 49172 6.5352 6.8020 4.4254 5.8137
Comp 13

| 3 AS 8 7.6342 5.5360 6.9319 7.3938 5.1462 6.7395 7.0660 5.1050 6.0187 7.3956 4.6451 6.5566 7.6425 6.0273 7.0506 6.4269 5.1028 5.6989
[Sar’,Deg’,Aib’,Dpg”]Angll
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Tabela S2. Distincias entre Ci) Cyi+3) (valores em Angstroms). Células sombreadas indicam a presen¢a de uma o, a-dialkylglicine entre a posi¢do 1 e i+4.

Compound

Angll
[Sar',Aib® Ile*]AngIl
[Sar',Aib’ Ile*]AngIl
[Sar',Aib” Ile*]AngIl

[Sar',Aib*]AngIl

[Sar',Tle*]AnglI
Comp 1
[Sar',Aib’ Aib°, Aib*]AngIl
Comp 2
[Sar',Dpg*]AngIl
Comp 3
[Sar',Deg*]AngIl
Comp 4
[Sar',Dibg*]AngIl
Comp 5
[Aib’,Aib’,Aib*]AngIl
Comp 6
[Sar',Db,g*]AngIl
Comp 7
[Sar',Deg’,Deg’,Deg®]Angll
Comp 8
[Sar',Dpg’,Dpg’,Dpg*]Angll
Comp 9
[Sar',Deg’,Aib’ Deg®|Angll
Comp 10
[Sar',Deg’,Aib’, Aib*]AngIl
Comp 11
[Sar',Dpg® Aib’,Dpg®]Angll
Comp 12
[Sar!,Deg’, Aib’,Ile*]Angll
Comp 13
[Sar',Deg’,Aib’, Dpg*]AnglI

Dist. Res. 1 —Res. 4

Max Min Ave

113169 82686 102318
10.8847  7.4193  9.4547
109269  7.2448 95414
109369 7.5091  9.4208
109736 7.6856  9.4795

109053 7.9681  9.6588
104635 69574  8.8441

112895  8.0838  9.8482
111878 7.0237 95144
111861 84519  10.0831
109170 74950  9.6147
109662  8.0989  9.5681

102846 7.4929  8.9682
107784 81965  9.6548
10.0600  7.2663  8.8363

113279 81868  10.1180
10.8059  7.9964  9.7875

110392 7.5893  9.3724
108109  7.7781  9.8400

Dist. Res. 2 — Res. 5

Max Min Ave

104600  7.3395  9.1175
9.8576  7.3499 83036
102638 7.8151  9.0185
102889 7.2564  8.6085
95103  7.5225  8.6417
94050  7.6022 84510
109976 73822 9.5215
111788 8.0318  9.9898
107598 7.6523  9.2657
101342 73275 89782
109920 69561  9.2192
102151 68592  8.2400
104516  8.0553  9.2276
94403 64532  8.0764
10.7264  7.5951  9.2900
112777 7.6752  10.0913
10.6456  6.9848  8.9083
102324 7.6096  8.9372
105713 7.1084  9.1548

Dist. Res. 3 —Res. 6

Max Min Ave
10.8958  7.5932  9.3006
107067 8.0237 92217
10.9943 59303 83049
106774  7.9994  9.4591
9.1284  6.5966  8.0585
107200 7.9777  9.3499
113213 69298  9.2740
112820  8.0279  10.1144
112557 8.0016  10.0045
103374 8.1914  9.0885
102962  5.1346  8.1175
106680  7.8374 93033
113480  7.9543  9.8780
105981  7.0786  8.7865
114875  7.8216  9.6791
107411 63104  8.8441
10.8453  7.3353  8.8459
108647 87758  10.0822
99683 62571 82756

131

Dist. Res. 4 —Res. 7

Max Min Ave

112377 83984  10.1537
112788 8.1026  10.2560
111872 8.8897  10.2667
114548 87297  10.7205
104080  7.1263  9.1316
112719 7.6407  9.5211

110453 66569  9.4827
113338 8.0850  10.5359
113859 9.0599  10.7540
95482 63686  7.7625

113593 60779  9.0448
113678 82819 103449
113332 85446  10.1167
112603 85715 104435
112947 81546  9.9576
111271 81998  9.9126
113151  7.6982  9.8550
110534 83321  9.9960
111749 7.8200  10.2855

Dist. Res. 5 —Res. 8

Max Min Ave
100543  8.1402 92719
105739 7.3593  9.0149
103847 7.9617  9.1825
102654 74033  9.0155
99362 77092  8.8259
10.0406  7.5662  8.8619
10.6043 74906  8.9435
102853 8.0666  9.0901
109825 82602  9.7438
109672 84954 99711
107656 7.6558  9.1490
99947  7.6707  9.0267
102345 77922 9.2021
109341 81810  9.7503
99391 79232 9.0152
100364  7.8372  9.1015
102786 7.8000  9.0854
99789 59417  7.4066
99344 77534 9.1307



As paginas seguintes contém dados relevantes recolhidos de cada simulagdo realizada em
DMSO. Os dados estdo apresentados na seguinte ordem:

-Nome;

-Representacdes relatives aos valores dos dngulos de diedro de cada residuo:
-angulo vs. tempo de simulagao;
-9 VS. y;
-distribui¢do de populagdes;

-Distancias entre Ca do residuo 1 € Ca do residuo i+2;

- Distancias entre Ca do residuo 1 € Car do residuo i+3;

-Distancia entre H(Res 4)-N(Res 6), H(Res 6)-O1(Res 8) e H(Res 6)-O2(Res 8) vs. tempo

de simulacao;

-angulo O(Res 4)-H(Res 4)-H(Res 6) vs. tempo de simulagao;

- angulo N(Res 6)-H(Res 6)-O;(Res 8) vs. tempo de simulagao;

- angulo N(Res 6)-H(Res 6)-O,(Res 8) vs. tempo de simulagao;

-Figuras:
- sobreposi¢ao do esqueleto peptidico dos residuos 4,5 e 6. As cadeias laterais e os
atomos de hidrogénio ndo estdo representados (superior esquerdo);
- estrutura com a conformacdo de menor energia encontrada. Os atomos de
hidrogénio ndo estdo representados (superior direito);
- sobreposi¢cdo da cadeia lateral do residuo 2, mostrando as posi¢des relativas das
cadeias laterais dos residuos 1 e 4. Os atomos de hidrogénio ndo estao
representados (inferior esquerdo);
- sobreposi¢ao da cadeia lateral do residuo 6, mostrando as posi¢des relativas da
cadeia laterai do residuo 4 e o residuo 8.0Os atomos de hidrogénio ndo estdo

representados (inferior direito).
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