Universidade do Minho
Escola de Ciéncias

Sandra Cristina Gomes Oliveira

Aminoacidos nao-proteinogénicos como
antioxidantes

(7]
Q
&=
(=
(']
o
X
(=]
-
o
(]
(=]
£
o
(%)
»
o
2
=
‘@
-T)]
o
£
(]
el
(=]
1Y
'y
=]
Uy}
| =
(7]
(=]
=
(*)
\Q
=]
£
£
<
©
=
(<))
=
o
(%]
(3]
&
(@)
S
o©
=
=
K2
(]
©
o
o
©
w

UMinho | 2016

Outubro de 2016






Universidade do Minho

Escola de Ciéncias

Sandra Cristina Gomes Oliveira

Aminoacidos nao-proteinogénicos como
antioxidantes

Tese de Mestrado
Mestrado em Quimica Medicinal

Trabalho efetuado sob a orientacao de

Doutor Luis Miguel Oliveira Sieuve Monteiro

e de

Doutora Maria de Fatima Azevedo Brandao Amaral
Paiva Martins

Outubro de 2016



Agradecimentos

O projeto que desenvolvi ao longo do segundo ano de mestrado, sé foi possivel
gracas a colaboracdo de diversas pessoas que, ajudaram na sua realizagcdo, as quais
aproveito desde ja para agradecer.

Em primeiro lugar, gostaria de agradecer ao Doutor Luis Monteiro e a Doutora Paula
Ferreira, pelo enorme e incansdvel apoio, pelos seus ensinamentos, paciéncia e
disponibilidade.

A Doutora Fatima Paiva-Martins da Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto,
agradeco por me ter proporcionado a oportunidade de desenvolver uma parte deste
trabalho na Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto, pela sua orientacdo,
ensinamento, disponibilidade e apoio.

Gostaria também de agradecer aos meus amigos de mestrado pelo companheirismo
e 0s momentos agraddveis. Aos meus colegas que estiveram comigo no laboratério da
Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto por toda a ajuda que deram a integrar-
me no laboratério nos primeiros tempos de trabalho. Agradeco também aos restantes
amigos.

Quero agradecer de uma forma muito especial a minha familia que sempre se
mostrou presente, disponivel e compreensiva, principalmente aos meus pais por
fazerem de mim aquilo que sou hoje.

Agradeco também ao meu namorado pelo apoio, compreensao e dedicagdo ao longo
deste percurso.

A Dra. Elisa, Dra. Vania da Universidade do Minho e Dra. Mariana da Universidade do
Porto pela disponibilidade e profissionalismo na realizacdo dos espetros de RMN.

A Universidade do Minho, em especial ao Departamento de Quimica, pelas condi¢cdes

de acolhimento proporcionadas para a realizacdo deste trabalho.






Resumo

O stress oxidativo esta correlacionado com mais de 100 doencas, quer como causa ou
como consequéncia, como por exemplo doencas cardiovasculares.!? O stress oxidativo
foi definido como um desequilibrio entre a formacdo e a remocao de espécies reativas
de oxigénio (ROS) pelos sistemas de defesa antioxidantes.! A produc¢do de ROS tem de
ser controlada, para manter o funcionamento normal das células, utilizando
antioxidantes.?

Os desidroaminoacidos representam uma classe importante de compostos que sao
encontrados em varios antibidticos naturais. Desempenham um papel importante no
centro ativo de algumas enzimas e demonstram atividade antioxidante. Os derivados da
desidroalanina mostraram-se Uteis na protecdo da pele, mucosas e cabelo contra o
stress oxidativo.

Neste trabalho descreve-se a sintese de varios derivados fendlicos de alanina e
desidroalanina com potencial atividade antioxidante. Inicialmente tentou-se sintetizar
ésteres metilicos de desidroaminoacidos com grupos fendlicos na fun¢cdao amina com
atividade antioxidante conhecida. Para tal adicionaram-se grupos do tipo acilo com
estruturas contendo grupos fenol ao éster metilico de serina, seguindo-se a sua
desidratacdo. No entanto, ndo foi possivel obter os ésteres metilicos dos
desidroaminodacidos pretendidos. Optou-se assim, por iniciar a sequéncia reacional, com
a protecdo dos hidroxilos dos grupos fendlicos com um grupo alilo, seguindo
posteriormente a sequéncia reacional anterior. Foi assim possivel obter ésteres
metilicos de desidroaminodacidos contendo anéis fendlicos. Com o objetivo de comparar
a sua atividade antioxidante com os correspondentes derivados de desidroalanina
sintetizou-se ésteres metilicos da alanina por reacdo de acoplamento de acidos
fendlicos com o éster metilico da alanina.

Tentou-se ainda sintetizar a,B-desidroaminodcidos B-substituidos, por reacbes de
Boc-AAla(B-triazol-1-il)-OMe e Bocz-AAla-OMe com aminas fendlicas. No entanto, nao se
obteve os a,B-desidroaminoacidos B-substituidos. Assim, voltou-se a iniciar a sequéncia
reacional com a protecdo dos grupos hidroxilo dos fendis com um grupo alilo e
seguiram-se as condigdes reacionais anteriores. Nestas condigdes foi possivel obter os

a,B-desidroaminoacidos B-substituidos por reacdo com o Boc-AAla(B-triazole)-OMe.






Abstract

Oxidative stress is correlated, either as a source or an outcome, with over 100
diseases, such as cardiovascular diseases.”?> Oxidative stress has been defined as an
imbalance between formation and removal of reactive oxygen species (ROS) by
antioxidant defense systems.! In this case to maintain the normal functioning of cells,
ROS have to be controlled using antioxidants.?

Dehydroamino acids represent an important class of compounds found in many
natural antibiotics. They play an important role in the active site of some enzymes, and
some exhibit antioxidant activity. Derivatives of dehydroalanine proved useful in
protection against oxidative stress of skin, mucous membranes and hair.*

In this work, the synthesis of several alanine and dehydroalanine derivatives with
potential antioxidant activity is described. Initially, the synthesis of the methyl esters of
dehydroalanine with phenolic acyl groups with known antioxidant activity on the amine
function was attempted. Thus, acyl-type protecting groups with phenol functions were
coupled with the methyl ester of serine, followed by dehydration. However, it was not
possible to obtain the intended dehydroalanines derivatives. An alternative reaction
sequence was proposed, consisting of protection of the hydroxides with an allyl group
prior to the above reaction sequence. Thus, it was possible to obtain the methyl esters
of N-protected dehydroalanines. Subsequently, in order to compare their antioxidant
activity with the corresponding dehydroalanine derivatives the corresponding phenolic
acyl derivatives of alanine were prepared.

The synthesize of B-substituted a,B-dehydroamino acids, by reaction of Boc-AAla(B-
triazol-1-il)-OMe or Boc,-AAla-OMe with phenolic amines was also attempted. However
the B-substituted o,B-dehydroamino acids could not be obtained. Again an alternative
reaction sequence, in with prior protection of the hydroxyl groups as allyl ethers was

followed.
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1.1 Stress oxidativo

X O stress oxidativo é um desequilibrio entre a
formacdao e a remocgdo de espécies reativas de

Equilibrium

AOX = ROS oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) pelos

sistemas de defesa antioxidantes (Figura 1).!

Radicais livres sdao espécies quimicas contendo

Oxidative stress

(excess ROS) um eletrdao desemparelhado, altamente instaveis,

Antioxidants com tempo de semi-vida extremamente curta e

muito reativas. Estes compostos multiplicam-se

Oxidants

Figura 1: Equilibrio entre a producio e remocdo das Fapidamente em cascata pelo sequestro de

ROS pelo sistema antioxidante.® eletrées de outras moléculas, que também se
transformam por sua vez em radicais livres. Estas espécies sdo produzidas durante o
funcionamento normal das células sob forma de ROS e RNS.° Em determinadas
concentracGes sdo necessdrias para a célula, estando envolvidas em varios processos
fisioldgicos de sinalizacdo e de regulacdo.? Quando ocorre stress oxidativo, ou seja
quando ha producdo exagerada de ROS/RNS ou quando os mecanismos de defesas
antioxidantes estdo diminuidos, ha um excesso de ROS que podem causar dano
oxidativo em moléculas organicas (DNA, proteinas, hidratos de carbono e lipidos,
Esquema 1), levando a sua modificacdo e frequentemente a sua inutilizacdo, inibindo a
sua funcdo normal e podendo mesmo causar a morte celular.

Os danos causados por stress oxidativo estdo correlacionados com mais de 100
doencas, quer como causa, quer como consequéncia, como por exemplo doencas
cardiovasculares, doencas neuro-degenerativas (Parkinson, Alzheimer), diversos tipos de
cancro e processo de envelhecimento (Esquema 1).12

A producdo de ROS/RNS tem de ser controlada de modo a manter a fungdo celular
normal. Qualquer excesso de ROS deve ser continuamente inativado por enzimas
antioxidantes ou utilizando antioxidantes sintéticos.?

O stresse oxidativo pode ter causas naturais ou causas ndo naturais. Causas naturais

ocorrem em situacdes de exercicio fisico extremo, ou em processos de inflamacao.
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Causas ndo naturais resultam por exemplo da presenga de xenobidticos no organismo
ou de ambientes radioativos (Esquema 1).2
As principais espécies reativas de oxigénio s3o: o oxigénio singleto (*0,), o radical

superoxido (027), o perdxido de hidrogénio (H20,), o radical hidroxilo (HO").®

Stress Oxidativo

Causas Alvos Consequéncias
( Naturais: \ (. Doencas \

e Exercicio fisico
e DNA cardiovasculares

extremo ,
e Proteinas

e Processos de e Doencas
e Hidratos de ¢

inflamacao
carbono

neuro-

e Nao naturais: L.
) e Lipidos degenerativas
e Farmacos

e Radiagdes e Cancro

\_ Y, U, \_ Y,

Esquema 1: Causas, alvos e consequéncias do stress oxidativo

1.2 Antioxidantes

A exposicdo do organismo a radicais livres provenientes de diversas fontes, levou o
organismo a desenvolver uma série de mecanismos de defesa para eliminar esses
radicais livres. Essas defesas sdo chamadas de antioxidantes e podem ser divididos em
antioxidantes endégenos e antioxidantes exdgenos.?

O conceito bioldgico de antioxidante refere-se a qualquer composto capaz de inibir
ou atrasar a oxidacdao de um substrato oxidavel. Os antioxidantes diminuem o stress
oxidativo e as doencas a que estd associado.!

Um composto pode ter atividade antioxidante de varias formas. Pode inibir a
formacdo de espécies reativas de oxigénio, pode neutralizar os radicais livres formados,

e também pode aumentar as defesas antioxidantes enddgenas. No entanto, um
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antioxidante que neutraliza radicais livres normalmente tornar-se numa espécie
radicalar, podendo ser também prejudicial.

Os antioxidantes que atuam sobre as espécies reativas de oxigénio podem ser
enzimaticos ou ndo enzimaticos. Os antioxidantes enzimaticos, sdo como o nome indica,
constituidos por enzimas e sdao antioxidantes enddgenos. As principais enzimas sdao: a
superoéxido dismutase (SOD), a catdlase (CAT), a glutationa redutase (GR) e a glutationa
peroxidase (GPx, Esquema 2).

Os antioxidantes ndo enzimdticos na sua maioria sdo antioxidantes exdégenos
constituidos por moléculas naturais ou sintéticas. Este tipo de antioxidantes sao obtidos
através dos alimentos, caso do a-tocoferol (vitamina E), do acido ascorbico (vitamina C),
do acido lipdico, dos carotenoides, dos flavonoides e de muitos compostos fendlicos
(Esquema 2).%7

O grupo catecol confere normalmente atividade antiradicalar as moléculas, estando
presente em varios antioxidantes, como é o caso das catecolaminas e dos flavonoides.

Estes antioxidantes s3o capazes de neutralizar espécies reativas.?

Antioxidantes

Endégenos Exégenos
I |
( ) ( )
superoéxido dismutase (SOD) vitamina E
catalase (CAT) vitamina C
glutationa redutase (GR) acido lipdico
glutationa peroxidase (GPx) carotendides
. J flavonoides
compostos fendlicos
g W,

Esquema 2: Tipos de antioxidantes
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1.3 Avaliagao da atividade antiradicalar

1.3.1 Método do DPPH

O método de DPPH é um método simples e o mais utilizado para avaliar a capacidade
antiradicalar de compostos. O método avalia a capacidade antiradicalar através da

capacidade dos compostos em reagir com um radical livre estavel, o 2,2-difenil-1-picril-

a3

N—N

NO,
O,N

Figura 2: Estrutura quimica do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH®)

hidrazilo (DPPH®*, Figura 2).°

O radical DPPH*® possui uma cor violeta forte em solu¢cdes metandlicas, e apresenta
um maximo de absorg¢ao a 515 nm. Quando esta em contacto com um antioxidante (AH)
ou uma espécie radicalar (R®) o radical DPPH*® é reduzido. O eletrdo desemparelhado do
atomo de azoto do DPPH*® recebe um atomo de hidrogénio, proveniente do composto
antioxidante havendo uma mudanca de cor, passando de violeta a amarelo, com uma
diminuicdo da absorvancia ao comprimento de onda maximo (Esquema 3). Assim, o
método de DPPH baseia se na diminui¢cdo da absorvancia a 515 nm do radical DPPH,

devido a reacdo com o antioxidante.®

O5N
O o O o
N

N—N + AH —— N— + A
N02 NOZ
02N OZN
DPPH’ DPPH
(Violeta) (Amarelo)

Esquema 3: Reagdo do radical DPPH com um antioxidante (AH)
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A diminuicdo da absorvancia do radical DPPH em fung¢do do tempo dd origem a uma
curva para cada concentrag¢ao de antioxidante. Essas curvas sdao caracterizadas por um
rapido desaparecimento da absor¢cdo do radical DPPH, seguido de um lento
desaparecimento deste radical. O abaixamento inicial é atribuido a reagdes que levam a
transferéncia do hidrogénio do antioxidante para o radical.

A atividade antioxidante define-se a partir do parametro ECso, que representa a
concentracdo necessdria de antioxidante para captar 50% dos radicais iniciais do DPPH.
O parametro ECsop determina-se a partir da representacao grafica da variacdo da
concentrac¢do do radical DPPH com a relagdo mol AO/ mol DPPH, para um determinado
tempo.

Os antioxidantes que tenham um valor de ECso menor serdao os que representam

maior atividade antiradicalar.
1.4 Aminoacidos

Aminoacidos sdo compostos que apresentam na sua estrutura um grupo funcional
carboxilo (-COOH) e um grupo funcional amina (-NH;), ligados ou mesmo atomo de
carbono, designado por carbono o (Figura 3). Ao dtomo de carbono o também se liga
um hidrogénio e um grupo quimico que varia conforme o aminoacido e que se designa
por cadeia lateral (R). Embora atualmente se conhecam inidmeros aminodcidos, apenas

20 sdo codificados pelo DNA e constituem as proteinas dos seres vivos superiores.

0

HoN

R

Figura 3: Estrutura de aminodcidos

Os aminoacidos ligam-se por reacdes de condensacdo entre o grupo amina de um
aminodcido e o grupo carboxilo de outro, formando uma amida, designadas por ligacdo
peptidica (Esquema 4). Este tipo de reacbes pode originar cadeias polipeptidicas curtas

(péptidos), ou ainda originar cadeias polipeptidicas longas (proteinas). As diferentes
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cadeias laterais dos aminodacidos permitem obter péptidos e proteinas com estruturas e

propriedades distintas.?

0 o R

HAN HAN i MO}  un OH

i %OH " %OH 7 %'T')ﬁf
R R R H O

Esquema 4: Formacao da ligagdo peptidica

Alguns aminoacidos, como a cisteina, a metionina e a tirosina, apresentam atividade

antioxidante (Figura 4).

(0] (0] (0]
H->N H->N
HZNJ)‘\OH 2 OH 2 OH
HS
Cisteina H C/S HO
3

Metionina Tirosina

Figura 4: Estruturas de alguns aminoacidos com atividade antioxidante

V. Silvia et al. testaram a atividade antioxidante de derivados da cisteina, metionina e
tirosina (Tabela 1). A atividade antiradicalar de derivados destes aminoacidos foi
determinada pelo método do DPPH. O cloridrato do éster metilico da cisteina, da
metionina, da tirosina, e os compostos 13, 19, 21, 23 tém baixa atividade antiradicalar
frente ao DPPH. Os compostos 7, 15, 24, 26 e o acido dihidroxifenilacético apresentam

boa atividade antiradicalar frente ao DPPH.1!
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Tabela 1: Derivados da cisteina, metionina e tirosina com atividade antiradicalar/antioxidante (Adaptada®?)

‘ ‘ s~ o

1, 3 3 Ca g Y
o} o )L o)

R™ON ~ R™ON > R™ON > RJLH SN

6, 8,10,12,14,16,18, 20, 22 7,9, 11, 13,|-j|5,17,19, 21, 23 ;'4, 25 26, 27
Composto R Composto R
OH oH
6,7, 24, 26 /\/@/OH 14, 15, 25, 27 \/@/OH
N
O/ O/
8,9 /\/@/OH 16, 17 \/©/OH
N
O/
OH
10,11 /\/@iOH 18,19 N@f
X o~ h
O/
12,13 /@io'* 20, 21 /\Q
i N OH
HO
22,23 A;@
X

A atividade antioxidante de varios derivados de aminodcidos foi determinada em
triglicerideos de 6leo de girassol (TGSO), e comparada com a do acido sinapico (SA), e do
acido ferulico (FA) (Tabela 2). Os compostos 11 e 15 mostram ser os compostos com
maior atividade antioxidante. Os compostos 13 a 15 exibiram atividade antioxidante
maior que os compostos 8 a 12. Os compostos 8 a 12 mostraram atividade antioxidante
maior que o FA. Os compostos 9, 11, 12 e 15 apresentaram duas vezes maior poder

antioxidante que o SA.*?
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Tabela 2: Derivados da valina, leucina, tirosina e fenilalanina com atividade antioxidante (Adaptada??)

0 (0] o} (0]
o R _0 o R o 0 X CH)
HO HO HO HO
O\ O\ O\ O\
8,9,10, 11, 12 13,14, 15 FA SA
Composto R Composto R
8 HN (ONG 11,15 o
e} HN
o
F
9 12,14
HN O~ o
(0] HN ~
0]
OH
10, 13
@]
HN ~
0

1.5 Aminoacidos nao proteinogénicos

Os aminodacidos ndo codificados pelo DNA sdo denominados aminodacidos nao
proteinogénicos, sendo também designados por aminoacidos ndo naturais.

Aminodcidos ndo proteinogénicos podem ter atividade bioldgica intrinseca e/ou
serem encontrados em péptidos com atividade antiviral, anti-inflamatéria e
imunossupressora. A incorporacdo destes aminoacidos em péptidos e proteinas é uma
6tima via para a obtencdo de compostos com novas propriedades quimicas, estruturais,

e farmacoldgicas.!?

10
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1.6 Desidroaminoacidos

Os desidroaminoacidos o,B-insaturados ou a,B-desidroaminodcidos (Aaa) sdo
aminoacidos ndo proteinogénicos que contém uma ligagdo dupla entre carbono a e o
carbono B (Figura 5). Os a,B-desidroaminoacidos fazem parte de muitos péptidos
naturais e sintéticos.'*

Os a,B-desidroaminoacidos mais comuns s3o a desidroalanina (AAla), o acido
desidroaminobutirico (AAbu), a desidrofenilalanina (APhe), a desidrovalina (AVal), a

desidroleucina (ALeu) e o desidrotriptofano (ATrp).

0 R=H,R'=H AAla
HoN R=CHy, R'=H AAbu
| 9" R=pnR=H aPhe
ROR R = CHy, R'= CHy AVal

R = CH(CHj),, R'=H ALeu

Figura 5: Estrutura dos a,B-desidroaminoacidos mais comuns

Devido a existéncia da dupla ligacdo que lhes confere uma geometria planar e
possibilita a existéncia de isomerismo E/Z, os desidroaminoacidos tém propriedades
diferentes dos aminodacidos naturais4

Os desidroaminoacidos ndo se encontram livres na natureza pois sdao bastante
instaveis e podem sofrer hidrdlise. Surgem em algumas bactérias, leveduras e
antibidticos naturais.

A introducdo de desidroaminoacidos em péptidos provoca alteragcdes nas
propriedades quimicas e bioldgicas, uma vez que a ligacdo dupla do desidroaminoacido
estd conjugada com a ligacdo peptidica formando uma estrutura planar rigida. Isto afeta
a reatividade quimica e a conformac3o dos péptidos.>16

Os desidroaminoacidos representam uma classe importante de compostos, uma vez
gue sdo intermediarios chave na sintese de novos aminodacidos e péptidos sendo
também encontrados em varios antibidticos naturais.!”'® Desempenham também um

papel importante no centro ativo de algumas enzimas. Para além destas propriedades,

os desidroaminoacidos mostram atividade antioxidante.

11
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Os derivados da desidroalanina mostraram-se Uteis na prote¢do da pele, mucosas e

cabelo contra o stress oxidativo (Figura 6).4

R4= H, ou cadeia ramificada com grupo alquilo C4-C4

H O
H ™ O’R1 R,= cadeia linear ou ramificada com grupo alquilo C4-C5q ou
HNTRZ Xy X r-O~0
0 H
X3 oy HNT Y
/g H
X5 Xy (CHz)r™ "0

X4, X2, X3 X4 X5= H, halogénio, hidroxilo, alquilo linear ou de cadeia ramificada C¢-C4

Figura 6: Derivados da desidroalanina com atividade antioxidante (Adaptada?)

O barettin é um péptido natural derivado do ATrp que exibe atividade antioxidante e

anti-inflamatdria (Figura 7).14

O
Br
I b L H NH
HN 2
N
H W)\/V il
o) NH

Figura 7: Estrutura do barettin

Ferreira et al. testaram a atividade antioxidante de catorze derivados da
desidroalanina, comparando-a com a atividade do a-tocoferol (Tabela 3).3 Alguns
derivados da desidroalanina mostraram atividade sobre a inibicio da peroxidacao
lipidica mais alta que a atividade do a-tocoferol. Os compostos 1, 2 e 9 apresentaram
atividade mais elevada do que a-tocoferol. Os compostos 3, 7, 8, 13 e 14 apresentaram
atividade de inibicido moderada e, os compostos 6, 10 e 11 apresentaram baixa

atividade de inibicao.
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Tabela 3: Esteres metilicos da desidroalanina N-substituidos, de desidrodipéptidos N-substituidos, de N-acil-

desidroalanina B-substituidos e do acido N, N-(bis-tert-butiloxicarbonil)desidroaminobutirico (Adaptada

’)

R, O Composto R: R2 Rs
R1/N\[HJ\O/CH3 8 Boc Boc Boc
CH, 9 Boc H H
Composto R1 R2 32 O
N _CHj3
1 Boc Boc Ry o
o) Rs
I
2 O2N CHOC  Boc
Composto R1 R2 R3
/N\
3 HsC SO, Boc 10 Boc H —N
\=N
4 @—Co Boc 11 Boc H /s@—sr
> Boc ; 12 Boc H s@—sr
/
6 H3(:4<j>—so2 H < \,_CHO
13 Boc H
14 Boc Boc _CHs

Ffs 0
R1< N _CH
oy e
R, O CH,

1.7 Sintese de desidroaminoacidos

Os desidroaminoacidos ndo se encontram livres na natureza, tém sido sintetizados

como derivados de aminas, ésteres carboxilicos ou derivados N-acilados. A via

biossintética principal para a sintese de desidroaminodcidos é a via que envolve reagdes

de eliminacao.

Pode-se efetuar a sintese quimica de a,B-desidroaminodcidos utilizando diferentes

métodos, nomeadamente por condensagao de a-cetoacidos com amidas ou nitrilos; por

degradacdao de Hofmann de residuos de a,B-diaminopropionilo; por reducdo de a-

azidoacrilatos e a-azidocarboxilatos e por hidrélise de oxazolinonas insaturadas.'>2°
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Apesar dos processos referidos anteriormente, os métodos de sintese mais
importante de a,B-desidroaminoacidos sdao métodos relacionados com a via
biossintética. Existem varias vias possiveis, como a desidratacdio de N-
hidroxiaminoacidos; a desidratacdo de o-hidroxiaminoacidos, a oxidacdo direta de
aminoacidos ou reag¢Ges de eliminagdo em B-hidroxiaminodcidos ou B-

mercaptoaminodcidos.?1?2

1.8 Sintese de desidroaminoacidos por rea¢ao de eliminagao

O método mais simples para a sintese de desidroaminodacidos é por reacdes de B-
eliminagcdo, usando como precursores B-hidroxiaminoacidos [serina (Ser) e treonina
(Thr)] para se obter o desidroaminoacido correspondente [desidroalanina (AAla) e acido
desidroaminobutirico (AAbu)].?%??> Para realizar as rea¢des de B-eliminacdo tém sido
utilizados varios reagentes de desidratacdo. O dietilazodicarboxilato e a trifenilfosfina
foram usados como reagentes para a desidratacdo de derivados de esteres metilicos de
N-acilserina e treonina, obtendo-se os compostos desidratados com rendimentos
moderados. Contudo, no caso dos derivados do acido desidroaminobutirico, obteve-se
uma mistura 1:1 de isémeros E/Z.23

Um aumento dos rendimentos da sintese foi possivel quando foi realizado o
tratamento dos  ésteres metilicos do  N-benziloxicarbonilserina e  N-
benziloxicarboniltreonina com carbonato de di-succinimida e trietilamina (EtsN) em
acetonitrilo. Para o derivado de AAla o rendimento foi de 90% e para o derivado de
AAbu para além do rendimento ter aumentado em relacdo ao método descrito em cima
(70%), a reacdo foi estereosseletiva originando apenas o isomero Z.24

Utilizando dietilclorofostato e hidreto de sédio em THF para o tratamento dos ésteres
metilicos da N-benziloxicarboniltreonina e da N-benziloxicarbonilserina, obtém-se os
respetivos desidroaminoacidos com bons rendimentos. Neste caso a reacdo também foi
estereosseletiva para o AAbu originando apenas o isdmero Z.%°

Goodall e Parson sintetizaram desidroaminoacidos por reacdo de diversos cloretos de
haloacetilo e EtsN com derivados da Ser e da Thr, obtendo rendimentos entre 39% e

89%. Porém a reacdo n3o foi estereosseletiva para os derivados de treonina.?®

14



Introdugao

Berkowitz e Pederson desenvolveram um método de prote¢do simultanea, que
protegia as fungdes amina e carboxilo de aminodcidos com cloroformiato de benzilo na
presenca de DMAP e EtsN.?’ Usando estas condicBes Ferreira et al. verificaram que a Ser
sofre eliminagdo e origina o éster benzilico da N-benziloxicarbonilo-desidroalanina com
rendimento de 51%. Utilizando o mesmo método com derivados da Ser N-protegidos
com os grupos protetores Boc, Z, Z(NO;) e Tos ou protegidos no N- e C-terminal, obteve-
-se derivados da desidroalanina com rendimentos entre 56-76%. Para a treonina a
reacao foi completa, porém nao foi possivel obter o produto puro, mas uma mistura dos
dois estereoisomeros do acido desidroaminobutirico.

O método descrito por Nugent para a sintese de desidroaminoacidos a partir de B-
hidroxiaminoacidos demonstra que a introducdo de um segundo grupo volumoso no
atomo de azoto pode facilitar a reacdo de eliminacdo e, consequentemente aumentar
os rendimentos. Ragnarsson et al. desenvolveram um método de introdugao dos grupos
volumosos em N-acilaminoacidos. Neste caso o grupo utilizado foi o grupo terc-
butiloxicarbonilo que foi introduzido no atomo de azoto de aminas N-aciladas por
reacdo destas com pirocarbonato de terc-butilo na presenca de dimetilaminopiridina
(DMAP).28 Utilizando este método Ferreira et al. fizeram reagir os esteres metilicos de
serina, treonina e B-hidroxifenilalanina protegidos com varios grupos protetores com 2
equivalentes de Boc;0, na presenca de DMAP como catalisador em acetonitrilo seco.
Verificaram que para além de conseguirem introduzir o grupo Boc como segundo grupo
acilante formavam o derivado carbonato de terc-butilo do B-hidroxiaminoacido. O
derivado carbonato de terc-butilo obtido sofre eliminacdo com formacdo do
correspondente derivado do desidroaminodcido com excelente rendimento. Esta reagao
é estereosseletiva, dando origem ao isémero Z dos derivados do 4acido

desidroaminobutirico e da desidrofenilalanina (Esquema 5, Tabela 4).2%:3°

H o Boc O
N _R? Boc,0/DMAP N R2
P (0] > p- o8
CH4CN |

R” “OH R
R: H, Me, Ph
P: Boc, Z, Z(NO,), Dpp,Tos, Bz
R2: H, Me, Bn

Esquema 5: Sintese de derivados de N, N-diacildesidroaminoacidos (Adaptado?®3°)
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Tabela 4: Rendimentos obtidos na sintese de esteres metilicos de N,N-diacildesidroaminoacidos (Adaptada

29,30)

Reagente Produto Rendimento (%)
Boc-Ser-OMe Boc-AAla(N-Boc)-OMe 92
Z-Ser-OMe Z-AAla(N-Boc)-OMe 85
Z(NO,)-Ser-OMe Z(NO,)-AAla(N-Boc)-OMe 93
Z(NO,)-Ser-OBn Z(NO,)-AAla(N-Boc)-0OBn 91
Tos-Ser-OMe Tos-AAla(N-Boc)-OMe 99
Tos-Ser-OBn Tos-AAla(N-Boc)-OBn 97
Bz-Ser-OMe Bz-AAla(N-Boc)-OMe 92
Bz-Ser-OBn Bz-AAla(N-Boc)-OBn 92
Boc-Thr-OMe Boc-Z-AAbu(N-Boc)-OMe 87
Z-Thr-OMe Z-Z-AAbu(N-Boc)-OMe 94
Z(NO,)-Thr-OMe Z(NO;)-Z-AAbu(N-Boc)-OMe 92
Tos-Thr-OMe Tos-Z-AAbu(N-Boc)-OMe 87
Z(NO;)-Phe(B-0OH)-OMe Z(NO;)-Z-APhe(N-Boc)-OMe 93
Boc-Ser-OH Boc-AAla(N-Boc)-O'Bu 73
Boc-Thr-OH Boc-AAbu(N-Boc)-O'Bu 73
H-Ser-OMe Boc-AAla(N-Boc)-OMe 82

Este método também foi aplicado na preparacao de desidrodipéptidos, fazendo
reagir dipéptidos contendo serina, treonina ou B-hidroxifenilserina com 3 eq. de
pirocarbonato de terc-butilo, obtendo-se desidrodipéptidos com elevados rendimentos
(74-96%). No caso dos dipéptidos contendo treonina ou B-hidroxifenilalanina a reacao
foi estereosselectiva.3!

Ferreira et al. realizaram uma alteracio no método da sintese de
desidroaminoacidos, com o objetivo de obter desidroaminodcidos N-monoprotegidos.
Estes desidroaminodcidos foram sintetizados pela reacdo dos desidroaminoacidos N-
monoprotegidos com apenas um equivalente de Boc;0 para formacgao do carbonato e o
uso de N,N,N’,N’-tetrametilguanidina (TMG) para induzir a eliminacdo deste com

subsequente formacao da dupla ligacdo entre o carbono a e o carbono B (Esquema 6).
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o) 4§
H _N -
o-N fko _  Boc,ODMAP P f‘\o

R (0] O
R” OH e \{/
1 (0]
2
1. Boc,O/DMAP
TMG
H (0]
. ])ko/
P= Boc, Z, Z(NO,), Tos R
R=H, CH; Ph 3

Esquema 6: Sintese de derivados de N-acildesidroaminoacidos (Apaptado3!)

Os desidroaminoacidos N-monoprotegidos foram obtidos com rendimentos

compreendidos entre 65 e 95% (Tabela 5).3!

Tabela 5: Rendimentos obtidos na sintese de derivados de N-acildesidroaminoacidos (Apaptada3?)

Reagente 2 N (%) 3 n (%)
Boc-Ser-OMe (1a) Boc-Ser(O-Boc)-OMe (2a) 80 Boc-AAla-OMe (3a) 87
Boc-Ser-OMe (1a) - - Boc-AAla-OMe (3a) 82
Z-Ser-OMe (1b) Z-Ser(0O-Boc)-OMe (2b) 86  Z-AAla-OMe (3b) 82
Z-Ser-OMe (1b) - - Z-AAla-OMe (3b) 90
Z(NO;)-Ser-OMe (1c) Z(NO,)-Ser(0-Boc)-OMe (2c) 83  Z(NO,)-AAla-OMe (3c) 85
Z(NO;)-Ser-OMe (1c) - - Z(NO,)-AAla-OMe (3c) 90
Tos-Ser-OMe (1d) Tos-Ser(0O-Boc)-OMe (2d) 81  Tos-AAla-OMe (3d) -
Tos-Ser-OMe (1d) - - Tos-AAla-OMe (3d) 65
Boc-Thr-OMe (1e) Boc —Thr(0O-Boc)-OMe (2e) 87  Boc-AAbu-OMe (3e) 98
Boc-Thr-OMe (1e) - - Boc-AAbu-OMe (3e) 82
Z-Thr-OMe (1f) Z —Thr(0-Boc)-OMe (2f) 86  Z-AAbu-OMe (3f) 84
Z-Thr-OMe (1f) - - Z-AAbu-OMe (3f) 83
Z(NO,)-Thr-OMe (1g) Z(NO,)-Thr(O-Boc)-OMe (2g) 89  Z(NO,)-AAbu-OMe (3g) 95
Z(NO,)-Thr-OMe (1g) - - Z(NO,)-AAbu-OMe (3g) 91
Tos-Thr-OMe (1h) Tos-Thr(O-Boc)-OMe (2h) 90 Tos-AAbu-OMe (3h) 91
Tos-Thr-OMe (1h) - - Tos-AAbu-OMe (3h) 86
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Reagente 2 N (%) 3 N (%)
Boc-Phe(B-OH)-OMe (1i)  Boc-Phe(0O-Boc)-OMe (2i) 82  Boc-APhe-OMe (3i) 88
Boc-Phe(B-OH)-OMe (1i) - - Boc-APhe-OMe (3i) 81
Tos-Phe(B-OH)-OMe (1j)  Tos-Phe(O-Boc)-OMe (2j) 73  Tos-APhe-OMe (3j) -
Tos-Phe(B-OH)-OMe (1j) - - Tos-APhe-OMe (3j) 81

1.9 Alaninas B-substituidas

Alaninas B-substituidas sdo aminoacidos com um substituinte ligado ao carbono
(Figura 8) sendo esse substituinte diferente dos existentes nos aminoacidos
proteinogénicos. Algumas alaninas B-substituidas apresentam atividade biolégica, como
por exemplo B-(pirazol-1-il)-alanina que tem propriedades hipoglicémicas. Também
fazem parte de péptidos que possuem atividade antibiética ou anti tumoral, podendo,

ainda, atuar como inibidores enzimaticos.3%:33

0]

H-oN
2 \E‘\OH

R

Figura 8: Estrutura de alaninas B-substituidas

As alaninas B-substituidas foram isoladas de fontes vegetais e bacterianas, caso do -
(pirazol-1-il)-alanina que é isolada a partir do sumo da melancia. Devido a sua atividade

biologia tém sido desenvolvidos varios métodos para a sua sintese.33

1.10 Sintese de alaninas B-substituidas

Zahn, em 1965, sintetizou uma alanina B-substituida, a N*-(2-amino-2-carboxi-etil)-L-
lisina, com rendimento de 96,5% pela adigdao de N%-acetil-L-lisina ao éster etilico de N-
acetildesidroalanina na presenca de hidréxido de sédio. Posteriormente a benzilamina
foi feita reagir por adicio de Michael a Boc-AAla-OMe na auséncia de uma base
inorganica tendo-se obtido o éster metilico do N%(terc-butiloxicarbonil)-Né-

benzildiaminopropidénico com um rendimento de 64%.33
prop
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As alaninas B-substituidas também foram obtidas por adi¢do de Michael catalisadas
por FeCls de nucledfilos de azoto a derivados de alaninas. Os rendimentos obtidos
variavam entre 13 e 98%. Reacdes na presenca de uma base inorganica, em vez de
FeCls, permitiu obter B-(pirazol-1-il) alanina e [-(1,2,4-triazol-1-il) alanina com
rendimentos de 54 e 78%, respetivamente. Esta sintese apresenta algumas dificuldades
na purificacdo dos compostos obtidos devido a solubilidade semelhante dos produtos e
dos reagentes de partida. Para contornar essas dificuldades utilizou-se sintese em fase
solida. N-Acetildesidroalanina foi ancorada a uma resina Wang e tratado com
nucledfilos, na presenca de carbonato de potdssio em varias condi¢des (utilizando 6 a 15
equivalentes de nucledfilo; reacdes de 2 dias; e com temperaturas entre 50-60 °C).33

Ferreira et al. sintetizaram varios derivados de alaninas B-substituidas, por reacdo de
Michael entre desidroaminoacidos N,N-dissubstituidos e varios nucledfilos. Fizeram
reagir os derivados de desidroaminoacidos N,N-dissubstituidos com 1 equivalente de
varios nucledfilos em acetonitrilo na presenca de 6 equivalentes de carbonato de
potdssio tendo obtido vdrios derivados [-substituidos da N,N-diacilalanina com

rendimentos compreendidos entre 37-99% (Esquema 7, Tabela 6).3334

Nu
NuH / K,CO3
BOC\NJH‘/O\ 8, Boc. O\
. CH5CN N
P

P=Boc 1
= = N=\ =\
R N T\/N_ WR e
N N = N P=Bz(NO,) 3
a b c \ pP=7 4
R=H d P=Z(NOy) 35
R=CHO e
R= COCH, f
R, R
YO
X
I 1T
NN N N
/ / I
j RiRoR3=H g R=H m
R,= CHO,R; Rg=H h R= CO,Et n
R2 =CH3’ R1’R3= H i R=F o
R»]: CH3’ R2= CHO, R3= N02 k R= N02 p

R1= CH3’ R2= H, R3=N02 |
33,34)

Esquema 7: Sintese de derivados -substituidos da N,N-diacilalanina (Adaptado
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Tabela 6: Rendimentos obtidos na sintese dos derivados p-substituidos da N,N-diacilalanina (Adaptada333%)

P NuH Produto n (%)
1 a Boc-Ala[N-Boc-B-(pirazol-1-il)]-OMe (1a) 98
1 b Boc-Ala[N-Boc-B-(1,2,4-triazol-1-il)]-OMe (1b) 99
1 c Boc-Ala[N-Boc-B-(imidazol-1-il)]-OMe (1c) 98
1 d Boc-Ala[N-Boc-B-(pirrol)]-OMe (1d) -
1 e Boc-Ala[N-Boc-B-(2-formilpirrol)]-OMe (1e) 99
1 f Boc-Ala[N-Boc-B-(2-acetilpirrol)]-OMe (1f) 82
1 g Boc-Ala[N-Boc-B-(indole)]-OMe (1g) 49
1 h Boc-Ala[N-Boc-B-(3-formilindole)]-OMe (1h) 99
1 i Boc-Ala[N-Boc-B-(3-metilindole)]-OMe (1i) -
1 i Boc-Ala[N-Boc-B-(7-azaindol)]-OMe (1j) 93
1 k Boc-Ala[N-Boc-B-(3-formil-2-metil-5-nitroindol)]-OMe (1k) 87
1 | Boc-Ala[N-Boc-B-(2-metil-5-nitroindol)]-OMe (1l) 93
1 m Boc-Ala[N-Boc-B-(carbazol-9-il)]-OMe (1m) 53
1 n Boc-Ala[N-Boc-B-[3-(ethoxicarbonil)carbazol-9-il]]-OMe (1n) 93
1 o Boc-Ala[N-Boc-B-(3-fluorocarbazol-9-il)]-OMe (10) 80
1 p Boc-Ala[N-Boc-B-(3-nitrocarbazol-9-il)]-OMe (1p) 93
2 a Bz-Ala[N-Boc-B-(pirazol)]-OMe (2a) 53
2 b Bz-Ala[N-Boc-B-(1,2,4-triazol)]-OMe (2b) 98
2 i Bz-Ala[N-Boc-B-(7-azaindol)]-OMe (2j) 92
3 a Bz(NO,)-Ala[N-Boc-B-(pirazol)]-OMe (3a) a
3 b Bz(NO,)-Ala[N-Boc-B-(1,2,4-triazol)]-OMe (3b) 67
3 i Bz(NO,)-Ala[N-Boc-B-(7-azaindol)]-OMe (3j) 54
4 a Z-Ala[N-Boc-B-(pirazol)]-OMe (4a) 48
4 b Z-Ala[N-Boc-B-(1,2,4-triazol)]-OMe (4b) 98
4 i Z-Ala[N-Boc-B-(7-azaindol)]-OMe (4j) 99
5 a Z(NO;)-Ala[N-Boc-B-(pirazol)]-OMe (5a) 37
5 b Z(NO,)-Ala[N-Boc-B-(1,2,4-triazol)]-OMe (5b) 98
5 g Z(NO,)-Ala[N-Boc-B-(indole)]-OMe (5g) 46
5 i Z(NO3)-Ala[N-Boc-B-(7-azaindol)]-OMe (5j) 87

2 Isolou-se apenas Boc-AAla-OMe, com um rendimento de 82%.
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Ferreira et al. também sintetizaram varios derivados de desidroaminoacidos pB-
substituidos, por reagdo de Michael, a partir de derivados de N-(4-toluenosulfonil), N-
(terc-butiloxicarbonil) desidroaminoécidos.®> Os derivados de N-(4-toluenosulfonil), N-
(terc-butiloxicarbonil) desidroaminoacidos reagiram com 1 equivalente de varios
nucledfilos em acetonitrilo na presenca de um excesso de carbonato de potassio (6
equivalentes). Apds reagir 16 horas, obtiveram varios derivados de desidroaminoacidos
B-substituidos (compostos 3) com rendimentos compreendidos entre 83-95% (Esquema
8). Quando a reagdao é efetuada em cloroférmio obtém-se o composto 2 com
rendimento quantitativo. O composto 2 pode ser convertido no composto 3 se for

tratado com carbonato de potassio em acetonitrilo.

CHR CH(Nu)R C(Nu)R
Boc. AN O _ NuH7KCOs Boc. A\ O NUATHCOs Boc. A0
) CHCl, ) CH4CN H
Tos O Tos O o
1 2
‘ NuH / K,CO3 T
CH5;CN
R= H, CH3, CGHS
NuH = nllj\N_ oM I\E/\N_ f\N_ oM
./ = ./
N N NO,
a / c d H3C /
N N
H H
b e

Esquema 8: Sintese de derivados de desidroaminoécidos B-substituidos (Adaptado®)

Verifica-se  assim que os  N-(4-toluenosulfonil),  N-(terc-butiloxicarbonil)
desidroaminoacidos comportam-se de forma diferente dos restantes N-acil, N-Boc
desidroaminodacidos, pois ocorre a eliminacdao do grupo Tos e a regeneragdo da ligacao
dupla.®®

A sintese de varios derivados de B-amino-a,B-desidroalanina, obtidos da reagdao de
Boc-AAla[B-(1,2,4-triazol-1-il)]-OMe com 2.2 equivalentes de varias aminas em metanol

foi descrita por Ferreira et al. (Esquema 9).
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Esquema 9: Sintese de B-aminodesidroaminoacidos (Adaptado36)

Os derivados de B-amino-o,B-desidroalanina foram obtidos com rendimentos

compreendidos entre 49 e 95% (Tabela 7).3¢

Tabela 7: Rendimentos obtidos na sintese de derivados de B-aminodesidroaminoécidos (Adaptada3®)

Reagente NH:R’ Produto N (%)
3 5a (E)-Boc-AAla(B-benzilamina)-OMe (6a) 87
3 5b (E)-Boc-AAla(B-propargilamina)-OMe (6b) 82
3 5c (E)-Boc-AAla(B-[N-(2-aminoetil)amina)]-OMe (6c¢) 90
4 5a (E)-Boc-AAbu(B-benzilamina)-OMe (7a) 95
4 5b (E)-Boc-AAbu(B-propargilamina)-OMe (7b) 92
4 5¢ (E)-Boc-AAbu(B-[N-(2-aminoetil)amina)]-OMe (7c) 49

1.11 Objetivo

A necessidade de controlar as espécies reativas de oxigénio tem levado a utiliza¢ao
de antioxidantes. Os antioxidantes utilizados podem ser sintéticos. Assim, o principal
objetivo deste trabalho foi a sintese a partir de B-hidroxiaminoacidos de varios
desidroaminoacidos conjugados com compostos fendlicos. Os compostos fendlicos
utilizados sdo compostos com atividade antioxidante estabelecida. Desta forma,
pretende-se aumentar as propriedades antioxidantes dos desidroaminoacidos.

A sequéncia de reacdo proposta teria inicio com a sintese do cloridrato do éster
metilico da serina, seguindo-se a reacdo de protecdo com o grupo acilante adequado
contendo a estrutura fendlica e posterior desidratacdo, obtendo-se ésteres metilicos de

desidroalaninas N-acilados. Foram igualmente sintetizados ésteres metilicos da alanina
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N-acilados com os mesmos derivados fendlicos de modo a comparar a sua atividade
antioxidante com os correspondentes derivados de desidroalanina.

Prop6s se igualmente sintetizar ésteres metilicos de N-Boc desidroalaninas B-
substituidas com compostos fendlicos. A sequéncia reacional utilizada comegou com a
sintese do éster metilico de N-(4-toluenosulfonilo)-serina, seguindo-se a sintese do éster
metilico de N-(4-toluenossulfonil), N-(terc-butiloxicarbonil)-a,B-desidroalanina. Este por
reagao com o 1,2,4-triazole da origem ao éster metilico de N-(terc-butiloxicarbonil), (B-
triazol-1-il)desidroalanina. Finalmente seria efetuada a substituicdo do triazole por
substituintes fendlicos com potencial atividade antioxidante, obtendo-se os ésteres
metilicos de N-(terc-butiloxicarbonil)-desidroalanina B-substituidos.

Apds a sintese dos ésteres metilicos de desidroalaninas N-protegidos e dos ésteres
metilicos de N-(terc-butiloxicarbonil)-desidroalanina B-substituidos pretende-se testar a

sua atividade antioxidante.
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2.1 Avaliagao da atividade antiradicalar

2.1.1 Método do DPPH

Para a determinacdo da capacidade antiradicalar dos derivados de ésteres metilicos
de desidroaminoacidos N-protegidos previamente sintetizados recorreu-se ao método
do DPPH. Os desidroaminoacidos estudados foram a desidroalanina, o acido
desidroaminobutirico e a desidrofenilalanina protegidos na fungdo amina com os grupos
protetores benzoilo (Bz), 4-nitrobenzoilo [Bz(NO2)], naftaloilo (Naf), quinoloilo (Qnx), 4-
toluenosulfonilo (Tos), terc-butiloxicarbonilo (Boc), benziloxicarbonilo (Z) e 4-
nitrobenziloxicarbonilo [Z(NO3)] e o éster metilico de N-benzoilalanina [(Bz-Ala-OMe),
Figura 9].

Efetuou-se a determinacdo dos valores do ECso para os derivados dos ésteres
metilicos de desidroaminodcidos N-protegidos, medindo espectroscopicamente o
desaparecimento do radical DPPH (A=515 nm) utilizando diferentes concentra¢bes de
antioxidante.

0]

H
P/N])J\O/ R=H, CHs, CeHs
R
“A N
N
1 L
O,N N
Bz Bz(NO,) Naf Qnx
0 0. _0O 0 o
II/
/@/S\\O \i/ \f ©AOJ\ /@/\Ok
Boc O,N
Tos z Z(NOy)
H (@]
Ao
(0]
Bz-Ala-OMe

Figura 9: Esteres metilicos de desidroaminodacidos N-protegidos
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Os testes foram efetuados numa placa BD Falcon de 96 pogos (8x12) de poliestireno,
onde se colocaram 250 pL da solugdo etandlica de DPPH (0,0001349 mol.dm3) e
adicionaram-se 50 pL de uma solugdo etandlica de cada antioxidante (1.186-0.2372 mol
AO/ mol DPPH, concentragdo em cada pogo).

Determinou-se a absorvancia a 515 nm por um periodo de 20 minutos, com
intervalos de 5 minutos a temperatura ambiente. Todos os ensaios foram realizados em
triplicado.

Os resultados obtidos mostram que em solugao etandlica, e ao longo dos 20 minutos
de reacdo, os derivados de ésteres metilicos de desidroaminodcidos N-protegidos

testados ndo apresentaram atividade antiradicalar frente ao radical DPPH.

2.2 Sintese de ésteres metilicos da desidroalanina N-acilados com acidos

fendlicos

Em face dos resultados anteriormente obtidos e com o objetivo de se obter
compostos com atividade antioxidante, decidiu-se sintetizar novos ésteres metilicos da
desidroalanina N-acilados com grupos contendo estruturas fendlicas com atividade
antioxidante conhecida.

A sintese dos ésteres metilicos de desidroalaninas N-acilados foi planeada em 3
etapas. Inicialmente sintetizou-se o cloridrato do éster metilico da serina, seguindo-se a
reacao de acilacdo com o acido fendlico adequado e posterior desidratacdo (Esquema
10). Os grupos utilizados foram o 4cido 4-hidroxibenzoico, o acido 2-hidroxibenzoico e

acido 3-(3,4-dihidroxifenil)propanoico.
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HO HO
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z(4-OH)-OH; a z(2-OH)-OH; b Prop(34 OH)-OH; ¢ X - NMO\
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Boc,O/DMAP | CH3CN (seco)
TMG

Esquema 10: Esquema geral da sintese de ésteres metilicos da desidroalanina N-acilados com acidos fendlicos

2.2.1 Sintese do éster metilico da serina

O éster metilico da serina [HCI-Ser-OMe (composto 1)] foi obtido como um solido
branco com rendimento de 68% através da reacdo entre uma solucdo de cloreto de
tionilo e metanol na qual se adicionou lentamente em banho de gelo o cloridrato do

aminoacido L-serina aquecendo depois a solugdo a 402C (Esquema 11).

HO HO
on _SOCk o
B ——
H,N MeOH  HCI.H,N ~
1

Esquema 11: Sintese do éster metilico da serina

2.2.2 Sintese dos ésteres metilicos da serina N-acilados com acidos fendlicos

Em seguida adicionou-se o grupo acilo pretendido ao éster metilico da serina. Para
esta reacdo foram utilizados 2 métodos diferentes. No método A os acidos fendlicos 4-
hidroxibenzoico (composto a) e 2-hidroxibenzoico (composto b) reagiram com 1
equivalente de éster metilico da L-serina (1), em acetonitrilo, na presenca de 1
equivalente de 1-hidroxibenzotriazole (HOBt), 1 equivalente de hexafluorofosfato de 2-
(1H-benzotriazol-1-il) -1,1,3,3-tetrametilurénio (HBTU), e 2.2 equivalentes de EtsN.

Obteve-se os ésteres metilicos da serina N-acilados (2a e 2b, Esquema 12).
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Esquema 12: Sintese dos ésteres metilicos da serina N-acilados

Os compostos 2a e 2b foram submetidos a andlise por espectroscopia de 'H RMN
permitindo assim confirmar a estrutura do composto. No espetro de RMN de 'H
evidenciou-se o aparecimento de um singleto com 6=3.8 ppm correspondente aos
protdes OCHs3, um multipleto com 6=4-4.1 ppm correspondente aos protdes BCHz, um
multipleto a 6=4.8-4.9 correspondente aos protdes aCH e a 6=6-8 ppm aos protdes

aromaticos (Tabela 8).

Tabela 8: Rendimetos otidos na sintese de ésteres metilicos da serina N-acilados e respetiva interpretagdo do
espectro de RMN (desvios quimicos).

Composto Bz(4-OH)-Ser-OMe (2a) Bz(2-OH)-Ser-OMe (2b)
OH a
O OH O ©
Estrutura /©)J\N O @ALN SN
H o) H
HO 0
Rendimento
99 92
(%)
OCHs 3.84 (s) 3.86 (s)
3 BCH, 4.09-4.10 (m) 4.05-4.10 (m)
Q.
% aCH 4.86-4.88 (m) 4.85-4.87 (m)
(2]
E Bz(2- 6.88-6.92 (m), 6.99-7.01 (m) 7.41-7.46
=]
o | OH) (m) e 7.52-7.54 (m)
S
3 Bz(4-
o 7.47-7.49 (m) e 7.80-7.84 (m)
OH)
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No método B o composto a e o acido 3-(3,4-dihidroxifenil)propanoico (composto c)
reagiram com 1 equivalente de HOBt e 1 equivalente de ECD em DMF e posteriormente
adicionou-se a mistura reacional 1 equivalente de éster metilico da serina (composto 1)
em diclorometano. Apds obtencdo do espectro de RMN de H da mistura reacional,

apenas se observaram os sinais do reagente de partida.

2.2.3 Sintese de ésteres metilicos da desidroalanina N-acilados com acidos fendlicos

Efetuou-se a desidratagdo dos ésteres metilicos da serina N-acilados (compostos 2).
Para tal, fez-se reagir o composto 2a com Boc,O usando 0,1 equivalentes de DMAP
como catalisador em acetonitrilo seco, e adicionando-se posteriormente o TMG. No

entanto ndo foi possivel obter o composto pretendido (composto 3a, Esquema 13).

OH Boc,O/DMAP
O ™G O o
N N X > N ~
H o g H o
HO CH3CN (seco) HO
2a 3a

Esquema 13: Sintese dos ésteres metilicos da desidroalanina N-protegidos

Os espectros de protdo obtidos apds tratamento da reacdo apresentavam uma
mistura complexa de picos. Julga-se que a ndao obtencdo do composto pretendido se
deveu a existéncia de um grupo hidroxilo no anel aromatico do grupo acilante, uma vez
gue o grupo Boc se deverad ligar ao grupo OH da serina e também ao do grupo fendlico

ndo se obtendo a desidroalanina pretendida.

2.3 Sintese de ésteres metilicos da desidroalanina N-acilados com acidos

fenolicos protegidos

Para ultrapassar as dificuldades encontradas na obtencdao dos ésteres metilicos da
serina N-acilados e na sua desidratacdo, alterou-se a sequéncia reacional. Assim, antes
de efetuar os acoplamentos do grupo acilo ao éster metilico da serina, os hidroxilos do

grupo acilo foram protegidos com um grupo alilo (compostos 5). Apds a reacdo de
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acilagdo do éster metilico da serina, submeteram-se estes ésteres metilicos da serina N-

acilados (compostos 6), a desidratacdo de modo a serem obtidos os ésteres metilicos da

desidroalanina N-acilados pretendidos (compostos 7, Esquema 14).
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Esquema 14: Esquema geral da sintese de ésteres metilicos da desidroalanina N-acilados com acidos fendlicos
protegidos
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2.3.1 Sintese dos éteres alilicos dos acidos fendlicos

Inicialmente protegeu-se simultaneamente os grupos hidroxilo e carboxilo de varios
acidos carboxilicos fendlicos com grupos alilo obtendo-se os compostos 4. Para tal,
fizeram-se reagir o composto a e os compostos d-h [4cido 4-hidroxibenzoico (composto
a), acido 3,4-dihidroxibenzoico (composto d), acido 4-hidroxifenilacético (composto e),
acido 3,4-dihidroxifenilacético (composto f), dcido 4-hidroxifenilacrilico (composto g),
acido 3,4-dihidroxifenilacrilico (composto h)] com 3.1 equivalentes de K,COs em DMF,
sob atmosfera de azoto. A mistura preparada anteriormente adicionaram-se 3.1

equivalentes de brometo de alilo (Esquema 15).

Howi | Q CHCHCH,-Br \\—\ N 0
~“OH K,CO3 N No~F
a, d-h 4a, 4d-h
o) o)
OH /©/\[( on N oH
HO HO © HO
Bz(4-OH); a Phet(4-OH); e Phac(4-OH); g
o) o)
HO o HOWOH HO o
HO HO ° HO
Bz(3,4-OH); d Phet(3,4-OH); f Phac(3,4-OH); h

Esquema 15: Sintese de derivados alilicos de acidos fendlicos

Obtiveram-se 0s compostos pretendidos (compostos 4), com rendimentos
compreendidos entre 58 a 98% (Tabela 9).

As estruturas dos compostos 4 foram confirmadas recorrendo a espectroscopia de *H
e 13C RMN. Para todos 0os compostos 0s seus espectros de protdo exibem dupletos ou
multipletos a 6=4 ppm que correspondem aos protdes de OCH,CHCH,, um multipleto a
6=5 ppm que corresponde aos protdes de OCH,CHCH; e um multipleto a 6=6 ppm que

corresponde ao protao OCH;CHCH,.
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Tabela 9: Rendimentos obtidos na sintese de de derivados alilicos de acidos fendlicos

Reagente Produto Rendimento (%)
Bz(4-OH)-COOH (a) Bz(4-OAl)-COOAI (4a) 98
Bz(3,4-OH)-COOH (d) Bz(3,4-OAl)-COOAI (4d) 67
Phet(4-OH)-COOH (e) Phet(4-OAl)-COOAI (4e) 95
Phet(3,4-OH)-COOH (f) Phet(3,4-OAl)-COOAI (4f) 58
Phac(4-OH)-COOH (g) Phac(4-OAl)-COOAI (4g) 90
Phac(3,4-OH)-COOH (h) Phac(3,4-OAl)-COOAI (4h) 87

Em seguida efetuou-se a hidrélise do grupo alilo ligado ao grupo carboxilico para se
obter os compostos 5. Para tal adicionou-se uma mistura de LiOH em agua desionizada
(2.1 equivalentes, 2.5 mol.dm3) aos compostos 4 em THF num banho de dleo a 662C

(Esquema 16).

\\_\O = o)

4a, 4d-h 5a, 5d-h

Esquema 16: Sintese de derivados alilicos de acidos fendlicos

Os compostos 5 foram obtidos com rendimentos entre 67-99% (Tabela 10).
A hidrdlise do grupo alilo ligado ao grupo acido carboxilo foi confirmada recorrendo a
técnica de espectroscopia de 'H e 3C RMN. No espetro de RMN de 'H observou-se a

auséncia dos sinais dos protdes de CO,CH,CHCH,.

Tabela 10: Rendimentos obtidos na sintese de derivados alilicos de acidos fendlicos

Reagente Produto Rendimento (%)
Bz(4-OAl)-COOAI (4a) Bz(4-OAl)-COOH (5a) 99
Bz(3,4-OAl)-COOAI (4d) Bz(3,4-0Al)-COOH (5d) 88
Phet(4-OAl)-COOAI (4e) Phet(4-OAl)-COOH (5e) 97
Phet(3,4-0Al)-COOAI (4f) Phet(3,4-0Al)-COOH (5f) 67
Phac(4-OAl)-COOAI (4g) Phac(4-OAl)-COOH (5g) 93
Phac(3,4-0Al)-COOAI (4h) Phac(3,4-0Al)-COOH (5h) 87
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2.3.2 Sintese dos ésteres metilicos da serina N-acilados com acidos fendlicos

protegidos

Sintetizaram-se varios ésteres metilicos da serina N-protegidos (compostos 6), a
partir da reagdo dos compostos 5 com o éster metilico da serina, em acetonitrilo, na

presencga de HOBt, DCC e EtsN (Esquema 17).

\ HO \\_\ HO
Nod? | o . o DCCI/HOBt ol | o
\ HCI. HoN ~ EtsN X o<
OH o n ”

n

5a, 5d-h 1 o

6a, 6d-h

Esquema 17: Sintese dos ésteres metilicos da serina N-protegidos

Os compostos 6 foram caracterizados recorrendo a técnica espetroscépica de RMN
de 'H e 13C que permitiu confirmar as suas estruturas. Nos espetros de RMN de 'H dos
compostos 6 evidenciou-se um singleto a 6=3.8 ppm correspondente aos protdes
COOCHs3, um multipleto ou tripleto a 6=4 ppm correspondente aos protdes BCHz, um
multipleto a 6=4.6 ppm correspondente aos protdes OCH,CHCH,, um multipleto a 6=4.8
ppm correspondente ao protdo aCH, um multipleto a 6=5.3 ppm correspondente aos
protdes OCH,CHCH,, um multipleto a 6=6 ppm correspondente ao protdao OCH,CHCH,, e
dupletos ou multipletos a 6=6-8 ppm correspondentes aos protées aromaticos (Tabela

11).

Tabela 11: Rendimentos obtidos na sintese de ésteres metilicos da serina N-protegidos (compostos 6) e a respetiva
interpretacdo do espectro de RMN (desvios quimicos dos protdes metilicos e dos protdes dos carbonos a e f).

Desvio quimico (ppm)
Composto n (%)
COOCH; BCH, oCH
Bz(4-OAl)-Ser-OMe (6a) 86 3.83(s) 4.04-4.10 (m) 4.85-4.89 (m)
Bz(3,4-0Al)-Ser-OMe (6d) 74 3.84 (s) 4.06-4.07 (m) 4.85-4.87 (m)
Phet(4-OAl)-Ser-OMe (6e) 87 3.76 (s) 3.87-3.96 (m) 4.63-4-4.66 (m)
Phet(3,4-0Al)-Ser-OMe (6f) 87 3.76 (s) 3.87-3.96 (m) 4.59-4.67 (m)
Phac(4-OAl)-Ser-OMe (6g) 90 3.83(s) 4.07 (m) 4.81-4.85 (m)
Phac(3,4-0OAl)-Ser-OMe (6h) 79 3.81(s) 4.03 (t) 4.81-4.84 (m)
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2.3.3 Sintese dos ésteres metilicos da desidroalanina N-acilados com acidos fendlicos

protegidos

Efetuou-se a desidratacdo dos ésteres metilicos da serina N-acilados pela rea¢do dos
compostos 6 com 1 equivalente de Boc,O usando 0,1 equivalentes de DMAP como
catalisador em acetonitrilo seco e adicionando-se posteriormente o TMG para dar os

compostos pretendidos (compostos 7, Esquema 18, Tabela 12).

o | o HO Boc,O/DMAP (Wi 0
S 0 T™MG N 0
n H ~N n H)’H( ~N
0

6a, 6d-h 7a, 7d-h

Esquema 18: Sintese dos ésteres metilicos da desidroalanina N-acilados

Os compostos 7 foram obtidos com bons rendimentos (63-87%) e foram
caracterizados recorrendo a técnicas espetroscépicas (RMN de H e de 13C). Pela anélise
dos espetros de RMN de *H observou-se a formacdo da ligacdo dupla entre o carbono a
e o carbono B, uma vez que os compostos apresentam dois singletos para os protdes
BCH; (6=5-6 ppm) da desidroalanina. A formacdo da ligacao dupla entre o carbono a e o
carbono B, torna os dois protdes do carbono B ndo equivalentes, e assim estes

apresentam dois sinais com diferentes desvios quimicos.

Tabela 12: Estrutura e rendimentos obtidos na sinteses dos ésteres metilicos da desidroalanina N-protegidos

Composto Estrutura Rendimento (%)

o)
OCH
Bz(4-OAl)-AAla-OMe (7a) NJ\( ® 64
\/\ H o
O

o)
o) OCH
Bz(3,4-0Al)-AAla-OMe (7d) PN HJ\[( 3 72
\/\O O

(0]
H
N
Phet(4-OAl)-AAla-OMe (7e) \[HJ\OCHs 87
\/\O o
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Composto Estrutura Rendimento (%)

o)
H
o N
Phet(3,4-0Al)-AAla-OMe (7f) e \H)J\OCH3 63
\/\O o

o)
PP
Phac(4-0OAl)-AAla-OMe (78) N COOCH, 75
\/\O

i JL
0
Phac(3,4-0Al)-AAla-OMe (7h) N D/\)LH COOCH, 63
\/\O

2.3.4 Sintese dos ésteres metilicos da alanina N-acilados com acidos fendlicos

De modo a poder comparar se a atividade antioxidante dos ésteres metilicos da
desidroalanina N-acilados com a atividade dos ésteres metilicos da alanina com os
mesmos grupos fendlicos, estes ultimos foram sintetizados com os mesmos dacidos
fendlicos (compostos 9).

Fez-se reagir os compostos a, d-h com 1 equivalente do éster metilico da alanina
(composto 8), na presenca de HOBt, DCC e EtsN em acetonitrilo (Esquema 19).

Obtiveram-se os compostos 9 com bom rendimento (35-78%, Tabela 13).

= o)
= 0 HO~w |
HOW\r\ | N HZNJ\H/O\ DCCI/HOBt S N
. OH HCI. 5 EtzN n N

H 0
a, d-h 8 9a, 9d-h

Esquema 19: Sintese dos ésteres metilicos da alanina N-protegidos

Os compostos 9 foram submetidos a espectroscopia de RMN de *H e '3C que permitiu
confirmar as suas estruturas. Nos espectros obtidos evidenciou-se um dupleto a §=1.5
ppm correspondente aos protdes BCHs3, um singleto a 6=3.7 ppm correspondente aos
protées COOCH3 e um multipleto a 6=4.4-4.6 ppm correspondente ao protdo aCH e os

restantes sinais para os diferentes grupos N-acilo (Tabela 13).
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Tabela 13: Rendimentos obtidos na sintese dos ésteres metilicos da alanina N-protegidos e respetiva interpretagdo do
espectro de RMN (desvio quimico de alguns protdes representativos).

Desvio quimico (ppm)
Composto N (%)
BCH; OCH3 aCH
Bz(4-OH)-Ala-OMe (9a) 74 1.48 (d) 3.71(s) 4.62-4.69 (m)
Bz(3,4-OH)-Ala-OMe (9d) 35 1.48 (d) 3.71(s) 4.62-4.66 (m)
Phet(4-OH)-Ala-OMe (9e) 70 1.36 (d) 3.73 (s) 4.57-4.61 (m)
Phet(3,4-OH)-Ala-OMe (9f) 52 1.34 (d) 3.67 (s) 4.43-4.46 (m)
Phac(4-OH)-Ala-OMe (9g) 78 1.42 (d) 3.71(s) 4.56-4.64 (m)
Phac(3,4-OH)-Ala-OMe (9h) 73 1.42 (d) 3.71 (s) 4.56-4.63 (m)

2.4 Sintese de ésteres metilicos da N-(terc-butiloxicarbonil) alanina e

desidroalanina B-substituidos com aminas fenolicas

Com o objetivo de testar a atividade antioxidante de aminoacidos e desidroalaninas
B-substituidos realizou-se a sintese de ésteres metilicos de N-(terc-butiloxicarbonil)
alanina e desidroalanina com substituintes fendlicos ligados ao carbono B. Os
aminodcidos B-substituidos tém sido sintetizados por reacGes de adicdo de Michael de
nucledfilos de nitrogénio a derivados de Boc,-AAla-OMe.3* Ferreira et al. sintetizaram,
igualmente, derivados da desidroalanina B-substituidos fazendo reagir o Boc-AAla(B-
triazol-1-il)-OMe com diversas aminas.3® Assim tentou-se sintetizar alaninas e o,B-
desidroalaninas B-substituidos com grupos com potencial atividade antioxidante a partir

de Bocz-AAla-OMe e de Boc-AAla(B- triazol-1-il)-OMe, respetivamente (Esquema 20).
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Esquema 20: Esquema geral da sintese de ésteres metilicos da N-(terc-butiloxicarbonil) alanina e desidroalanina -
substituidos com aminas fendlicas

2.4.1 Sintese do éster metilico da N-(4-toluenosulfonilo)-serina

Adicionou-se lentamente em banho de gelo ao éster metilico da serina (composto
1) 2.2 equivalentes de EtsN em diclorometano e 1.1 equivalentes de cloreto de 4-
toluenosulfonilo obtendo-se o composto 10 como um solido branco com 72% de

rendimento (Esquema 21).

HCI. H,N
2 Et3N H

1 10

Esquema 21: Sintese do éster metilico da N-(4-toluenosulfonilo)-serina

Através da técnica espetroscépica RMN de 'H, confirmou-se a estrutura do composto
10. Pela anélise do espetro de RMN de *H comprovou-se o aparecimento de um singleto
6=2.44 ppm correspondente aos protdes CHsz do grupo tosilo; um singleto
correspondente aos protdes CHs do éster metilico (6=3.63 ppm); um dupleto a 6=3.90
BCHo;

ppm correspondente aos protdes um multipleto a 6=3.97-4.01 ppm

correspondente ao protdo aCH; um singleto largo a 6=5.59 ppm correspondente ao
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protdo NH; e dois dupletos a 6=7.32 ppm e a 6=7.75 ppm correspondentes aos protdes

aromaticos. Os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura.?®

2.4.2 Sintese do éster metilico da N-(4-toluenossulfonil), N-(terc-butiloxicarbonil)-

a,B-desidroalanina

O Tos-N(Boc)-AAla-OMe (composto 11) foi obtido como um solido amarelo, com
rendimento de 75%, pela reagdo do composto 10 com 2.2 equivalentes de Boc,0 na

presenga de DMAP como catalisador (Esquema 22).

HO H
(Boc),O /DMAP CH, o
> 10S. N
oSN O e, NJ\H/ CHy
H

|
o Boc O
10 1

Esquema 22: Sintese do éster metilico de N-(4-toluenossulfonil), N-(terc-butiloxicarbonil)-a,B-desidroalanina

O composto foi caracterizado recorrendo a técnica espetroscopica RMN de H, que
permitiu confirmar a sua estrutura. Pela andlise do espetro de RMN de 'H observou-se
um singleto a 6=1.34 ppm correspondente aos protdes do grupo Boc, e a formacdo da
ligacdo dupla entre o carbono a e o carbono B, uma vez que o composto 11 apresenta
dois singletos a 6=6.03 e a 6=6,58 ppm que correspondem aos protdes BCH; da

desidroalanina, estando de acordo com resultados previamente descritos.3°

2.4.3 Sintese do éster metilico da N-(terc-butiloxicarbonil),(B-triazol-1-il)

desidroalanina

Sintetizou-se o Boc-AAla(B-triazol-1-il)-OMe (composto 12) fazendo reagir o

composto 11 com 1,2,4-triazole, em acetonitrilo na presenca de K,COs3. O composto 12

foi obtido como um solido amarelo com rendimento quantitativo (Esquema 23).
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N 0
[ERY o. N
Tos\NJH(O\ o |
| K2CO3 NERN
Boc O \Q >

Esquema 23: Sintese do éster metilico de N-(terc-butiloxicarbonil), (B-triazol-1-il) desidroalanina

Confirmou-se a estrutura do composto 12 recorrendo a analise espetroscopica RMN
de 'H no qual se evidenciou dois singletos a 6=8.12 e a 6=8.47 ppm correspondentes aos
protdes do 1,2,4-triazole, observou-se a auséncia de um dos protées BCH. da
desidroalanina e dos protdes do grupo tosilo, de acordo com resultados previamente

descritos.3®

2.4.4 Sintese de ésteres metilicos da N-(terc-butiloxicarbonil)-desidroalanina B-

substituidos com aminas fenoélicas

Em seguida tentou-se a substituicdo do grupo 1,2,4-triazole por um grupo amina, de
modo a se obter ésteres metilicos de N-(terc-butiloxicarbonil)desidroalanina com
substituintes com potencial atividade antioxidante ligados ao carbono 3 (compostos 14).
Para esta substituicdo fez-se reagir o composto 12 com 2.5 equivalentes das aminas 4-
hidroxilamina (composto 13i), bromidrato de 3,4-dihidroxibenzilamina (composto 13j) e

cloridrato de dopamina (composto 13k) em metanol (Esquema 24).

H
Foutdo o i ]
I- o ~
e} | N MeOH > \\/ \”/ \fko
N \> € O
< NHR

12 14i-k

13i R= 13j R= 13k R=
;< >*OH ;< E}—OH \—< \>—OH
OH OH

Esquema 24: Sintese dos ésteres metilicos da N-(terc-butiloxicarbonil)-desidroalanina B-substituidos
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Analisou-se os compostos obtidos através da técnica espetroscopica de RMN de H.
No composto 14i evidenciaram-se dois singletos a 6=3.70 ppm e 6=3.81 ppm que sugere
serem os protdes O-CHs, dois singletos a 6=4.31 ppm e a 6=4.79 ppm que podem
corresponder aos protdes CH,, e dois multipletos 6=6.78-6.82 ppm e a 6=7.12-7.15 ppm
gue podem corresponder aos protdes aromaticos. A existéncia de dois sinais para os
protdes O-CHs, protées CH, e aromaticos leva-nos a supor que se obteve o composto
pretendido como uma mistura de isdmeros E e Z numa razdo de 1/1.4. Na tentativa de
separar os isdmeros realizou-se cromatografia em coluna, mas esta mostrou-se ineficaz.

No espetro do composto 14j observaram-se dois singletos 6=3.69 ppm e a 6=3.90
ppm que podem corresponder aos protdes O-CHs, dois singletos a 6=4.26 ppm e 6=4.67
ppm que sugere serem os protdes do CH, e dois dupletos a 6=7.34-7.36 ppm e a
6=7.90-7.62 ppm que podem corresponder aos protées ArH. Novamente os dados
espectroscépicos sugerem que se obteve o composto pretendido, mas como uma
mistura de isdmeros E e Z com uma razdo de 1/1.9. A tentativa de separar os isdmeros
por cromatografia em coluna nao alcangou o objetivo pretendido.

No espetro de RMN de *H do composto 14k, observou-se que o composto 14k estd
impuro. Tentou-se purificar este composto por cromatografia em coluna, mas nao se

obteve o composto puro.

Tabela 14: Rendimentos obtidos na sintese dos ésteres metilicos da N-terc-butiloxicarbonildesidroalanina B-
substituidos

Composto Estrutura n (%)

Boc-AAla[B-Bzl(4-OH)-NH]-OMe (14i) NH 30

OH

Boc-AAla[B-Bzl(3,4-OH)-NH]-OMe (14j) NH 35
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2.4.5 Sintese dos ésteres metilicos da N,N-bis(terc-butiloxicarbonil)-desidroalanina

B-substituidos com aminas fenodlicas

Obtiveram-se os compostos 16 pela reacao do éster metilico da N,N-bis(terc-
butiloxicarbonil)-desidroalanina [Bocz-AAla-OMe (composto 15)], com 1 equivalente de
nucledfilo [amina (13)] e com 6 equivalentes de K,COs, em acetonitrilo a temperatura
ambiente. Na sintese do composto 16j para além do K,COsz também se adicionou Et3N a

mistura reacional (Esquema 25).

NH,R NHR
Boc\N O 13i, 13] Boc\N o
' K,COj3 / EtsN |
Boc O Boc O
15 16i-16j
13i R= 13j R=
‘—< >—OH ‘—< E>—OH
OH

Esquema 25: Sintese dos ésteres metilicos da N, N-bis(terc-butiloxicarbonil)-desidroalanina B—substituidos

Obtiveram-se as alaninas -substituidas 16i e 16j com rendimentos de 53% e 25%
respetivamente. Os rendimentos foram baixos pois estes compostos foram purificados
por cromatografia em coluna. Os compostos obtidos foram submetidos a
espectroscopia de RMN de *H. Nos espetros de RMN de 'H observou-se a auséncia de
dois sinais correspondentes aos protdes BCH; da desidroalanina. Obteve-se um
multipleto a 6=4.2-4.4 ppm correspondente aos sinais dos protdes BCH, e do protao
aCH. Com o desaparecimento da ligacdo dupla os protdes BCH, sdo equivalentes
obtendo-se apenas um sinal. Pode ainda observar-se o sinal dos protdes aromaticos

(6=6.77-7.44 ppm). Estes dados sugerem a formagdo dos compostos 16 (Tabela 15).
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Tabela 15: Rendimetos otidos na sintese de ésteres da N,N-bis(terc-butiloxicarbonil)-desidroalanina B-substituidos,
respetiva interpretacdo do espectro de RMN (desvios quimicos dos seus protoes).

Composto Bocy-Ala[B-Bzl(4-OH)-NH]-OMe (16i)  Boc,-Ala[B-BzI(3,4-OH)-NH]-OMe (16;)
Rendimento 53 25

CHsBoc 1.45 (s) 1.45 (s)
9 CH, 3.37-3.42 (m) 3.40 (s largo)
£ CHs
5 £ 3.72 (s 3.71(s
& E| coome (s) )
o o
S | BCH,/aCH 4.26-4.45 (m) 4.33-4.36 (m)
a 7.01-7.03 (d), 7.37-7.40 (dd), e 7.43-

ArH 6.77-6.79 (d) e
7.44 (d)

2.5 Sintese de ésteres metilicos da N-(terc-butiloxicarbonil)-

desidroalanina B-substituidos com aminas fenélicas protegidas

Em face dos resultados insatisfatérios obtidos na sintese dos compostos 14 e 16,
optou-se por alterar a sequéncia reacional. Nesta sequéncia optou-se igualmente por

proteger previamente os grupos OH dos fendis (17) que substituem o 1,2,4-triazole

(Esquema 26).

\

= \—\

Howl | (B0c)O  powl | H CH,CHCH,-Br o0l ) y
S NHZ Et3N N . “Boc KZCOS N N.

n Boc
k 17ik 18ik
\
\—\ = TFA =
o | E—— o |
N N. X NH,
n Boc n
18i-k 19i-k
_/
N=\ = |
N\ W N NG A
\¥\ _ lN\// K,CO4
O'vv\.n + —
%NHZ Boc. OCHs | NH
n H o Boc.. OCH;
19i-k N
12 o)
20i-k

/©/\NH2 HO:©/\NH2 HO]@NNHZ
HO HO

HO
BzI(4-OH)-NHy, i BzI(3,4-OH)-NH,, j Dopa(3,4-OH)-NH,, k

Esquema 26: Esquema geral da sintese de ésteres metilicos da N-(terc-butiloxicarbonil)-desidroalanina B-substituidos
com aminas fendlicas protegidas
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2.5.1 Sintese de éteres alilicos de hidroxifenilaminas

Inicialmente protegeu-se o grupo amina com um grupo Boc fazendo reagir os
compostos i-k com 1 equivalente de Boc:O e 1.1 equivalentes de EtsN em

diclorometano, originando os compostos 17 (Esquema 27).

How | (BockO _ powl | H CH,CHCH,-Br % &
X NH Et;N X N. g &
n 2 3 n Boc K,COg4 N nN‘Boc
i-k i
17ik 18i-k
TFA
/©/\NH2 HO:©/\NH2 HOD/\/NHZ \
HO HO HO ¥\
BzI(4-OH)-NH, i BzI(3,4-OH)-NH,, j Dopa(3,4-OH)-NH,, k ol |
NN NH2
n
19i-k

Esquema 27: Sintese de éteres alilicos de hidroxifenilaminas

Os compostos 17 foram obtidos com bons rendimentos (Tabela 16) e foram
submetidos a espectroscopia de RMN de 'H e 3C que permitiu confirmar as suas
estruturas. Na anélise do espetro de RMN de *H observou-se um singleto a 6=1.5 ppm
correspondente ao sinal dos protdes CH3 do grupo Boc e um singleto largo a 6=4.6-4.9

ppm correspondente ao sinal do protao NH.

Tabela 16: Rendimentos obtidos na sintese de N-(terc-butiloxicarbonil)hidroxifenilaminas

Reagente Produto Rendimento (%)
BzI(4-OH)-NH (i) BzI(4-OH)-NH-Boc (17i) 97
BzI(3,4-OH)-NH, (j) BzI(3,4-OH)-NH-Boc (17j) 93
Dopa(3,40H)-NH, (k) Dopa(3,40H)-NH-Boc (17k) 85

Em seguida protegeu-se os grupos OH dos compostos 17 sob a forma de éteres
alilicos através da reacdao dos compostos 17 com 3.1 equivalentes de K,CO3; em DMF,
sob atmosfera de azoto. Adicionaram-se 3.1 equivalentes de brometo de alilo e deixou-
se a agitar a temperatura ambiente. Os compostos 18 foram obtidos com bons

rendimentos (78-88%, Tabela 17).
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Confirmou-se a formac¢3o dos compostos 18 pelos espetros de RMN de 'H e 13C.

Nestes observou-se um multipleto a 6=4.5 ppm correspondente aos protdoes

OCH,CHCH; dos grupos alilo, dois multipletos a 6=5.2 e 5.4 ppm que correspondentes

aos protdes de OCH,CHCH- dos grupos alilo e um multipleto a §=6 ppm correspondente

ao protdao OCH,CHCH;

(Tabela 17).

Tabela 17: Rendimentos obtidos na sintese de éteres alilicos de N-(terc-butiloxicarbonil)hidroxifenilaminas e respetiva interpretagdo
dos espectros de RMN (desvios quimicos dos seus protdes).

Composto Bzl(4-OAl)-NH-Boc (18i) Bzl(3,4-0OAl)-NH-Boc (18j) Dopa(3,40Al)-NH-Boc (18k)
i k A0 i k o N_ o
Estrutura /©/\H o S~ j@ﬂﬁ ° i\/ j@/\/ TO( \~/
"o © "0
Rendimento 78 % 81% 88 %
CHsBoc 1.48 (s) 1.47 (s) 1.47 (s)
CH; 4.26 (d) 4.22 (s) 2.64 (1)
g CH: 3.27 (d largo)
? NH 4.79 (s largo) 4.61 (s largo) 4.45 (s largo)
:g OCH2CHCH: 4.54-4.56 (m) 4.53-4.66 m) 4.48-4.54 (m)
o
% OCH2CHCH. 5.28-5.32 (m) >215:34 (Tr:)e 235547 5 185523 (m), e 5.31-5.37 (m)
e OCH2CHCH:? 5.40-5.45 (m) 5.96-6.15 (m) 5.96-6.04 (m)
ArH 6.90 (d), e 7.21 (d) 6.76-6.88 (m) 5.96-6.04 (m), e 6.62-6.77 (m)

O grupo Boc dos compostos 18 foi facilmente removido por tratamento com TFA

(Esquema 23). Obteve-se os compostos 19 N-desprotegidos com rendimentos de 89-

93% (Tabela 18). A caraterizacdo espetroscopia de RMN H e 13C confirmou as estruturas

dos compostos 19. Pela analise do espetro de RMN de *H foi possivel verificar a auséncia

do sinal caracteristico dos protdes do grupo Boc, confirmando a desprotecdo do grupo

amina.

Tabela 18: Rendimentos obtidos na sintese de éteres alilicos de hidroxifenilaminas

Reagente Produto Rendimento (%)
Bzl(4-OAla)-NH-Boc (18i) Bzl(4-OAla)-NH; (19i) 93
BzI(3,4-OAla)-NH-Boc (18j) BzI(3,4-OAla)-NH, (19j) 89

Dopa(3,40Ala)-NH-Boc (18k) Do

pa(3,40Ala)-NH, (19k)

a

2 Rendimento quantitativo
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2.6 Sintese dos ésteres metilicos da N-(terc-butiloxicarbonil)desidroalanina B-

substituidos com aminas fendlicas protegidas

A sintese de ésteres metilicos da N-(terc-butiloxicarbonil)desidroalanina pB-
substituidos tem sido efetuada fazendo reagir o Boc-AAla(B- triazol-1-il)-OMe com 2.5
equivalentes de uma amina. A sintese dos ésteres metilicos de N-(terc-
butiloxicarbonil)desidroalanina B-substituidos com hidroxifenilaminas (compostos 20)
seguiu 0 mesmo método com uma alteragdao, em vez da utilizagdao de 2.5 equivalentes

da amina utilizou-se apenas 1 equivalente e EtsN (Esquema 28).

N\ NN N
% | ~7 K,CO4
O v + _—
N | NH, Boc\N)/\H/OCHs | NH
: H 0 Boc. OCH;
19i-k N

12 o
20i-k

Esquema 28: Sintese dos ésteres metilicos da N-(terc-butiloxicarbonil)-desidroalanina B-substituidos

Obtiveram-se compostos 20 com rendimentos de 42 a 43%. Os rendimentos
apresentados foram baixos pois estes compostos foram purificados por cromatografia
em coluna.

A substituicdo do 1,2,4-triazole pelos compostos 19 foi confirmada pelas técnicas
espetroscopias RMN H e 13C. Pelos espetros de RMN de !H verificou-se o
desaparecimento dos singletos correspondentes aos protdes do 1,2,4-triazole, um
dupleto a 6=4.3 ppm que corresponde aos protdes CH,, um multipleto a 6=4.5-4.6 ppm
qgue corresponde aos protdes OCH,CHCH; dos grupos alilo, dois multipletos a 6=5.3 e a
6=5.4 ppm que correspondem aos protdes de OCH,;CHCH; dos grupos alilo e um

multipleto a 6=6-6.1 ppm que corresponde ao protdao OCH,CHCH; (Tabela 19).
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Tabela 19: Rendimetos otidos na sintese dos ésteres metilicos da N-(terc-butiloxicarbonil)-desidroalanina B-
substituidos e respetiva interpretagdo dos espectros de RMN (desvios quimicos dos seus prot&es).

Boc-AAla[Bzl(4-OAl)-NH]-

Boc-AAla[BzI(3,4-0Al)-

Boc-AAla[Dopa(3,4-OAl)-

Composto
OMe (20i) NH]-OMe (20j) NH]-OMe (20k)
Rendimento 43 42 36
Boc 1.46 (s) 1.46 (s) 1.45 (s)
O-CH; 3.70(s) 3.70(s) 3.69 (s)
CH, 4.33 (d) 4.32 (d) 2.74-2.78 (m)
. CH, 3.37-3.53 (m)
£
2 | OCH.CH
- 4.52-4.55 (m) 4.60-4.62 (M) 4.57-4.60 (M)
S | CH
£
‘g_ OCH,CH | 5.28-5.31 (m) e 5.39-5.44 5.26-5.29 (m) e 5.40-5.44  5.25-5.28 (m) e 5.38-5.44
o
2| o (m) (m) (m)
()]
O | OCH,CH
6.02-6.06 (m) 6.04-6.09 (m) 6.02-6.12 (m)
CH,
ArH + 6.70-6.74 (m) e 6.82-6.85
6.88-6.92 (m) e 7.21 (d) 6.81-6.88 (m)
BCH (m)
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Conclusdes e perspetivas futuras

Neste trabalho descreve-se a sintese de derivados de ésteres metilicos da
desidroalanina N-acilados com acidos fendlicos, de derivados de ésteres metilicos da
alanina N-acilados com 4cidos fendlicos e de derivados de ésteres metilicos da N-(terc-
butiloxicarbonil)-desidroalanina B-substituidos com aminas fendlicas com o objetivo de
conferir atividade antioxidante a estes aminoacidos.

Obtiveram-se os ésteres metilicos da serina N-acilados com acidos fendlicos com
rendimentos de 92 e 99%, pela reacdo do cloridrato do éster metilico da serina com
diferentes acidos fendlicos, nomeadamente, o acido 4-hidroxibenzoico, o acido 2-
hidroxibenzoico e o 4acido 3-(3,4-dihidroxifenil) propanoico. Estes grupos foram
utilizados atendendo as suas propriedades antioxidantes bem estabelecidas. No
entanto, tentou-se desidratar os ésteres metilicos da serina N-protegidos sintetizados
anteriormente, mas ndo se obteve os ésteres metilicos da desidroalanina pretendidos.
Atribuiu-se a dificuldade na desidratacdo a existéncia de um grupo hidroxilo no grupo
fendlico. Pensa-se que se formam os carbonatos resultantes ligacdo do grupo terc-
butiloxicarbonilo aos grupos hidroxilo da serina e do grupo fendlico obtendo-se uma
mistura reacional complexa que ndo permitiu o isolamento do produto pretendido. Para
ultrapassar esta dificuldade, decidiu-se proteger previamente os hidroxilos dos grupos
fendlicos sobre a forma de éteres alilicos. Assim, apds a obtencdo dos derivados alilicos
dos acidos fendlicos fez-se novamente o acoplamento destes ao ester metilico da serina
obtendo-se os ésteres metilicos da serina N-acilados com bons rendimentos. Em seguida
efetuou-se a sua desidratacdo obtendo-se os compostos pretendidos, designadamente
os derivados de ésteres metilicos da desidroalanina N-acilados com os acidos fendlicos
com atividade antioxidante reconhecida. Sintetizaram-se também os ésteres metilicos
da alanina N-protegidos com bons rendimentos pelo acoplamento do éster metilico da
alanina com acidos fendlicos. A atividade antioxidante que venha a ser encontrada para
estes compostos servird como padrao de comparag¢ao com a atividade antioxidante dos
correspondentes derivados da desidroalanina, podendo deste modo atribuir um
eventual incremento desta atividade a presenca do desidroaminoacido.

Apds a realizacdo das sequéncias reacionais descritas tentou-se sintetizar ésteres
metilicos da  N-(terc-butiloxicarbonilo) desidroalanina e da  N,N-bis(terc-
butiloxicarbonilo) alanina B-substituidos com aminas fendlicas com potencial atividade

antioxidante. Pretende-se também testar a atividade antioxidante destes compostos.
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Inicialmente sintetizou-se o éster metilico da N-(4-toluenossulfonil), N-(terc-
butiloxicarbonil) desidroalanina pela rea¢dao do éster metilico da N-(4-toluenosulfonilo)
serina com pirocarbonato de terc-butilo. Em seguida sintetizou-se o éster metilico da N-
(terc-butiloxicarbonil), (B-triazol-1-il) desidroalanina por adicdo de Michael de 1,2,4-
triazole ao composto anteriormente sintetizado. Posteriormente tentou-se sintetizar
ésteres metilicos da N-(terc-butiloxicarbonil) desidroalanina B-substituidos fazendo a
substituicdo do 1,2,4-triazole por um grupo substituinte 4-hidroxifenilamina, bromidrato
de 3,4-dihidroxibenzilamina ou cloridrato de dopamina. Pensa-se que se obteve os
isomeros E e Z dos derivados da desidroalanina B-substituidos, mas ndo foi possivel o
isolamento destes de modo a poder confirmar a estrutura proposta. Os ésteres
metilicos da N,N-bis(terc-butiloxicarbonil) alanina B-substituidos foram obtidos com
baixos rendimentos. A sua sintese foi efetuada por adicdo de Michael de
hidroxifenilaminas ao éster metilico da N,N-bis(terc-butiloxicarbonil) desidroalanina.
Nestes dois casos ndo foram obtidos resultados satisfatérios, pelo que foi proposta uma
alteracdo na sintese. Assim, antes da substituicdo do 1,2,4-triazole do éster metilico da
N-(terc-butiloxicarbonil), (B-triazol-1-il) desidroalanina, os grupos hidroxilo das aminas
fendlicas substituintes foram protegidos com um grupo alilo. Usando esta metodologia
ja foi possivel obter a alanina com substituintes fendlicos no carbono B com bons
rendimentos.

Terminadas estas reacdes é necessario efetuar a desprotecdo do grupo hidroxilo,
para poder testar a atividade antioxidante dos compostos. Devido a limitacdes de
tempo ndo foi possivel realizar a reacdo de desprotecdo. Assim, como perspetivas
futuras propde-se a reacao de desprotecdo do grupo hidroxilo e o teste de atividade
antioxidante/antiradicalar dos compostos obtidos.

Em suma, apesar das dificuldades encontradas, foram sintetizados com bons
rendimentos varios derivados de ésteres metilicos da desidroalanina e da alanina N-
acilados com grupos fendlicos e de ésteres metilicos da N-(terc-butiloxicarbonil)

desidroalanina B-substituidos com aminas fendlicas.
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Parte experimental

4.1 Procedimentos gerais

Para cromatografia em camada fina (TLC) utilizou-se placas de aluminio com gel de
silica 60 F254 com 0,25 mm de espessura (Merck). A revela¢do das placas foi efetuada,
por exposicao a radiacao U.V. de 254 nm e, por vezes, usada a revelacdo com iodo.

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

Os espectros de ressondncia magnética nuclear 'H foram registados num
espectrometro Brucker Avance Il de 400 MHz. Os espetros de 3C RMN foram registados
no mesmo espectrofotometro a 100,6 MHz. Na descricdo de cada espectro de RMN, os
dados sdo indicados pela seguinte ordem: desvio quimico (8§) em partes por milhdo
(ppm), multiplicidade de sinal [s (singuleto), d (dupleto), q (quarteto), m (multipleto)],
constante de acoplamento (J) em Hertz (Hz), nimero de protdes (nH), identificacdo do
protdo. Os desvios quimicos indicados para cada composto foram registados
relativamente ao padrdo interno que é constituido pelo solvente usado para aquisicao
do espetro. Foram usadas as técnicas de HSQC para identificacdo de carbonos
diretamente ligados a atomos de hidrogénio ou/e de HMBC para a identificacdo de
atomos de carbonos a trés ou mais ligagdes de um determinado dtomo de hidrogénio. O
solvente deuterado utilizado foi o cloroférmio (CDClz-d1).

A maior parte dos solventes utilizados apresentava grau de pureza p.a., por isso
foram utilizados sem purificacdo prévia. A excecdo foi o acetonitrilo que foi seco por
agitacao com silica a temperatura ambiente durante a noite, refluxado com hidreto de
calcio e destilado para um frasco com agentes secantes. O éter de petréleo utilizado
refere-se a fracdo com ponto de ebulicdo entre 40-60 °C. As fases organicas foram secas

usando sulfato de magnésio anidro ou sulfato de sdédio anidro.
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4.2 Sintese de ésteres metilicos da desidroalanina N-acilados com acidos

fendlicos

4.2.1 Sintese do cloridrato do éster metilico da serina [HCI.H-Ser-OMe (1)]
HO

HCI. H,N O
o]

Adicionou-se cloreto de tionilo (3.6 ml, 50.000 mmol), gota a gota a metanol (50 ml),
num banho de gelo. Juntou-se lentamente o cloridrato do aminoacido L-serina (5.254 g,
50.000 mmol) e deixou-se a agitar em banho termostatado a 40 2C durante 5 horas e a
temperatura ambiente durante 16 horas e 50 minutos. Terminada a reagdo levou-se a
mistura a secura em vacuo. Adicionou-se em seguida metanol e éter etilico. Colocou-se
no congelador e apds 4 horas filtrou-se em vacuo. Obteve-se, um sélido branco (5.295 g,

34.050 mmol, 68%).

4.2.2 Sintese de ésteres metilicos da serina N-acilados com acidos fenolicos (2)

Método A

Dissolveu-se o acido carboxilico em acetonitrilo e arrefeceu-se a mistura num banho
de gelo. Adicionou-se 1 equivalente de HOBt hidratado, de HBTU, do éster metilico da L-
serina (1), e 2.2 equivalentes de EtsN esperando cerca de 15 minutos entre cada adicdo.
Deixou-se em agitacdo a temperatura ambiente. Terminada a reacdo evaporou-se o
solvente a pressdo reduzida, dissolveu-se o composto obtido em acetato de etilo (100
ml), lavou-se com uma solu¢do de KHSO4 (20 ml, 1 mol.dm3) e uma solu¢3o saturada de
NaCl (3x20 ml). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e lavada a

secura a pressao reduzida. Obtendo-se o composto 2.
Método B

Adicionou-se ao acido carboxilico 1 equivalente de HOBt, e de ECD em DMF,

arrefeceu-se a mistura num banho de gelo. Posteriormente adicionou-se, a mistura
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reacional, 1 equivalente de éster metilico da L-serina (1) em diclorometano. Deixou-se a
mistura a agitar a temperatura ambiente. Terminada a rea¢ao adicionou-se NaHCOs (20
ml; 0.6 mol.dm=3) e extraiu-se com diclorometano (5x10 ml). Lavou-se a fase orgénica
com uma solugdo saturada de NaCl (20 ml). A fase organica foi seca com sulfato de

magnésio anidro e levada a secura a pressao reduzida.

4.2.2.1 Sintese de Bz(4-OH)-Ser-OMe (2a)

OH
0]
jognn
H
)
HO

Método A: O composto a (0.276 g, 2.000 mmol) reagiu com HOBt hidratado (0.272 g,
2.000 mmol), HBTU (0.258 g; 2.000 mmol), éster metilico de L-serina (0.311 g, 2.000
mmol) e EtsN (0.6 ml, 4.400 mmol) em acetonitrilo (20 ml), a temperatura ambiente
durante 16 horas. Obteve-se o composto 2a (0.476 g, 1.990 mmol, 99%) como um dleo

amarelo.

Método B: Adicionou-se ao composto a (0.276 g, 2.000 mmol) dissolvido em DMF (2
ml) HOBt (0.270 g, 2.000 mmol), e ECD (0.383 g, 2.000 mmol). Passados 20 minutos
adicionou-se éster metilico da L-serina (0.310 g, 2.000 mmol) em diclorometano (1.5
ml). A mistura reacional reagiu durante 16 horas a temperatura ambiente. Tentou-se
purificar o composto por TLC preparativo para retirar o DMF, ndao se obtendo o
composto pretendido.

1H RMN (400 MHz, CDCl3): & = 3.84 (s, 3H, OCHs), 4.09-4.10 (m, 2H, BCH.), 4.86-4.88
(m, 1H, aCH), 7.47-7.49 (m, 2H, ArH), 7.80-7.84 (m, 2H, ArH) ppm.

4.2.2.2 Sintese de Bz(2-OH)-Ser-OMe (2b)
OH

OH O
N RN
H )

Método A: O composto b (0.691 g, 5.000 mmol) reagiu com HOBt hidratado (0.676 g,
5.000 mmol) HBTU (1.896 g, 5.000 mmol), éster metilico da L-serina (0.775 g, 5.000

mmol) e EtsN (1.8 ml, 25.00 mmol) em acetonitrilo (20 ml), a temperatura ambiente
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durante 16 horas e 40 minutos. Obteve-se o composto 2b (1.103 g, 4.615 mmol, 92%)
como um 6leo amarelo.

'H RMN (400 MHz, CDCl3): 6 = 3.86 (s, 3H, OCH3), 4.05-4.10 (m, 2H, BCH,), 4.85-4.87
(m, 1H, aCH), 6.88-6.92 (m, 1H, ArH), 6.99-7.01 (m, 1H, ArH), 7.41-7.46 (m, 1H, ArH),
7.52-7.54 (m, 1H, ArH) ppm.

4.2.2.3 Sintese de Prop(3,4-OH)-Ser-OMe (2c)
OH

0 J;(
N
H

@)
HO

OH
Método B: Adicionou-se ao composto ¢ (0.182 g, 1.000 mmol) dissolvido em DMF (2

ml) HOBt (0.135 g, 1.000 mmol), e ECD (0.192 g, 1.000 mmol). Passados 20 minutos
adicionou-se éster metilico da L-serina (0.155 g, 1.000 mmol) em diclorometano (1.5
ml). A mistura reacional reagiu durante 16 horas a temperatura ambiente. Tentou-se

purificar o composto por TLC preparativo para retirar o DMF.

4.2.3 Sintese dos ésteres metilicos da desidroalanina N-acilados com acidos fendlicos

(3)

4.2.3.1 Sintese de Bz(4-OH)-AAla-OMe (3a)

O
H

@)
HO

A uma solugdo do éster metilico do B-hidroxiaminoacido N-protegido [2a (0.239 g,
1.000 mmol)] em acetonitrilo seco (10 ml) adicionou-se Boc;O (0.218 g, 1.000 mmol) e
DMAP (0.012 g, 0.100 mmol). Deixou-se reagir a temperatura ambiente. A reacdo foi
controlada por RMN !H, ao fim de 4 horas todo o composto 2a ainda n3o se tinha
consumido, pelo que se adicionou mais 1 equivalente de Boc;0. Ao fim de mais 24 horas
todo o composto 2a ainda ndo se tinha consumido, pelo que se adicionando ainda mais
20% de Boc;0. Quando todo o composto 2a tinha sido consumido adicionou-se a
mistura TMG (2%). A mistura reacional reagiu a temperatura ambiente durante 48
horas. Terminada a reagao evaporou-se o solvente e dissolveu-se em acetato de etilo
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(100 mL), a fase organica foi, sucessivamente, lavada com uma solu¢do de KHSO4 (20 ml,
1 mol.dm3), uma solu¢do de NaHCO3 (20 ml, 1 mol.dm3) e uma solugdo saturada de
NaCl (3x20 ml). Secou-se a fase organica com sulfato de magnésio anidro, filtrou-se e
evaporou-se o acetato de etilo. Obteve-se um solido branco, ndao sendo o composto

pretendido.

4.3 Sintese dos ésteres metilicos da desidroalanina N-acilados utilizando

acidos fendlicos protegidos

4.3.1 Sintese dos éteres alilicos dos acidos fendlicos
4.3.1.1Proteg¢do com o grupo alilo (4)

Adicionou-se aos compostos a, d-f, 3.1 equivalentes de K,COs e DMF (5 ml), sob
atmosfera de azoto. Posteriormente adicionou-se 3.1 equivalentes de brometo de alilo e
deixou-se a agitar a temperatura ambiente. A reacdo foi controlada por TLC. Quando
todo o composto de partida tinha sido consumido, adicionou-se acetato de etilo (20 ml)
e HCl (2 mol.dm™3) até a suspens3o passar para a solucdo (pH &acido). Lavou-se a fase
aquosa com acetato de etilo (2x20 ml). Lavou-se a fase organica com NH4H2PO4 (4x20ml,
5%), LiCl (4x20 ml, 5%) e com uma solugdo saturada de NaCl (4x20ml). Secou-se a fase
organica com sulfato de sddio anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente obtendo-se os

compostos 4a, 4d-f.

43.1.1.1 Sintese de Bz(4-OAl)-COOAI (4a)
0]
o
X0
A reagdo do composto a (0.500 g, 3.620 mmol) com K>COs (1.551 g, 11.230 mmol) e
brometo de alilo (0.971 ml, 11.230 mmol) em DMF (5 ml) sob atmosfera de azoto deu
origem ao composto 4a (0.773 g, 3.545 mmol, 98%) como um 6leo amarelo, passadas 18

horas.
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1H RMN (400 MHz, CDCl3): & = 4.62 (d, J = 8.0 Hz, 2H, OCH,CHCH,), 4.82 (d, J = 8.0 Hz,
2H, CO,CH2CHCH.), 5.29-5.47 (m, 4H, 20CH,CHCHz), 6.01-6.12 (m, 2H, 20CH,CHCH>),
6.96 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 8.04 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): 6 = 66.17 (CO2CH2CHCHa), 69.76 (OCH,CHCH,), 115.23
(2CH), 118.87 (CHCH2), 119.03 (CHCH.), 123.60 (C), 132.54 (2CH), 133.37 (CHCH,),
133.45 (CHCH,), 157.75 (C), 163.29 (C=0) ppm.

4.3.1.1.2 Sintese de Bz(3,4-0OAl)-COOAI (4d)

Adicionou-se a uma solucdo do composto d (0.500 g, 3.244 mmol) em DMF (5 ml),
K2C03(1.390 g, 10.060 mmol), e brometo de alilo (1.398 ml, 10.060 mmol). No fim de 18
horas obteve-se o composto 4d (0.597 g, 2.175 mmol, 67%) como um solido amarelo.

'H RMN (400 MHz, CDCl3): 6 = 4.66-4.70 (m, 4H, 20CH,CHCH>), 4.81-4.83 (m, 2H,
CO2CH>CHCHy), 5.28-5.49 (m, 6H, 30CH,CHCH>), 6.02-6.15 (m, 3H, 30CH,CHCH), 6.92
(d, J = 8.4 Hz, 1H, ArH), 7.61 (d, J = 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.71 (dd, J = 8.4 Hz, J = 2.0 Hz, 1H,
ArH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): 8 = 65.39 (CO2CH2CHCH>), 69.67 (OCH2CHCH,), 69.93
(OCH>CHCHy), 111.11 (CH), 112.46 (CH), 114.71 (CH), 115.85 (CH), 118.00 (CHCH>),
118.08 (CHCH3), 118.95 (CHCH2), 122.76 (CH), 123.80 (CH), 132.38 (CHCH,), 132.43
(CHCH,), 145.42 (C), 147.94 (C), 152.58 (C), 166.00 (C=0) ppm.

4.3.1.1.3 Sintese de Phet(4-OAl)-COOAI (4e)

O\/\
\/\O 0]

O composto 4e (0.725 g, 3.119 mmol, 95%) foi obtido como um éleo amarelo a partir
da reagdo do composto e (0.500 g, 3.286 mmol) com K,COs (1.408 g, 10.190 mmol) e
brometo de alilo (0.882 ml, 10.190 mmol) em DMF (5ml) apds 4 horas.

4 RMN (400 MHz, CDCl3): & = 3.61 (s, 2H, Ce¢HsCH-), 4.55 (d, J = 8.0 Hz, 2H,
OCH>CHCH5), 4.62 (d, J = 8.0 Hz, 2H, CO,CH>CHCH,), 5.22-5.45 (m, 4H, 20CH,CHCH-),
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5.88-5.97 (m, 1H, OCH,CHCH,), 6.03-6.12 (m, 1H, OCH,CHCH), 6.90 (d, J = 8.0 Hz, 2H,
ArH), 7.22 (d, /= 8.0 Hz, 2H, ArH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): & = 40.43 (CeHsCH2), 65.40 (CO,CH,CHCH,), 68.85
(OCH2CHCH2), 114.86 (2CH), 117.63 (CHCH2), 118.18 (CHCH), 126.20 (C), 130.28 (2CH),
132.08 (CHCH,), 133.29 (CHCH,), 157.75 (C), 171.52 (C=0) ppm.

43.1.1.4 Sintese de Phet(3,4-OAl)-COOAI (4f)

AN O
SBPRt
O composto f (0.500 g, 2.974 mmol) reagiu com K,COs (1.066 g, 7.715 mmol) e
brometo de alilo (0.668 ml, 7.715 mmol) em DMF (5 ml). Passadas 19 horas o composto
de partida ainda ndo tinha sido todo consumido, adicionando-se mais 0.1 equivalentes
de brometo de alilo. Apds 6 horas adicionou-se mais 0.2 equivalentes de brometo de
alilo, no fim de 17 horas adicionou-se mais 0.4 equivalentes de brometo de alilo. O
composto 4f (0.495 g, 1.717 mmol, 58%) foi obtido como um solido castanho depois de
65 horas de reacao.
1H RMN (400 MHz, CDCl3): & = 3.58 (s, 2H, C¢HsCHa), 4.60-4.63 (m, 6H, 30CH2CHCHy),
5.22-5.32 (m, 4H, 20CH,CHCH.), 5.40-5.46 (m, 2H, OCH.CHCHz), 5.87-5.96 (m, 1H,
OCH,CHCH,), 6.04-6.14 (m, 2H, 20CH2CHCH), 6.81-6.88 (m, 3H, ArH) ppm.
13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): & = 40.83 (CeHsCH2), 65.41 (CO,CH,CHCH,), 69.99
(OCH2CHCH3y), 70.07 (OCH,CHCH,), 114.31 (CH), 115.35 (CH), 117.53 (CHCH,), 117.59
(CHCH,), 118.21 (CHCH,), 121.91 (CH), 126.85 (C), 132.05 (CH), 133.40 (CH), 133.53 (CH),
147.75 (C), 148.75 (C), 171.38 (C=0) ppm.

4.3.1.1.5 Sintese de Phac(4-OAl)-COOAI (4g)

/@/\)J\O/\/
\/\O

Uma solucdo do composto g (0.500 g, 3.046 mmol) em DMF (5 ml) reagiu com K,COs3
(1.305 g, 9.443 mmol) e brometo de alilo (0.817 ml, 9.443 mmol) durante 5 horas

originando o composto 4g (0.671 g, 2.748 mmol, 90%) como um éleo amarelo.
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1H RMN (400 MHz, CDCl3): & = 4.60 (d, J = 8.0 Hz, 2H, OCH,CHCH,), 4.73 (d, J = 8.0 Hz,
2H, CO2CH2CHCH3), 5.28-5.46 (m, 4H, 20CH,CHCH;), 5.97-6.12 (m, 2H, 20CH2CHCH,),
6.36 (d, J = 15.9 Hz, 1H, CHCHCO), 6.94 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 7.49 (d, J = 8.0 Hz, 2H,
ArH), 7.69 (d, J = 15.9 Hz, 2H, C¢HsCH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): 6 = 65.06 (OCH,CHCH,), 68.89 (OCH,CHCH>), 115.09
(2CH), 115.41 (CH), 118.01 (CHCH>), 118.11 (CHCH>), 127.29 (C), 129.73 (2CH), 132.44
(CH), 132.77 (CH), 144.68 (CH), 160.43 (C), 166.93 (C=0) ppm.

4.3.1.1.6 Sintese de Phac(3,4-OAl)-COOAI (4h)

Adicionou-se ao composto h (0.500 g; 2.775 mmol), Cs,COs (2.713 g, 8.326 mmol),
brometo de alilo (0.721 ml, 8.326 mmol) e DMF (5 ml). Depois de 3 horas e 45 minutos o
composto de partida ainda ndo tinha sido todo consumido adicionando-se 0.1
equivalentes de brometo de alilo. Ao fim de 4 horas e 30 minutos obteve-se o composto
4h (0.728 g, 2.425 mmol, 87%) como um solido amarelo.

1H RMN (400 MHz, CDCl3): 6 = 4.65-4.67 (m, 4H, 20CH>CHCH>), 4.74 (d, J = 8.0 Hz, 2H,
CO2CH2CHCH,) 5.25-5.51 (m, 6H, 3CH2CHCH;), 5.97-6.15 (m, 3H, 3CH2CHCH,), 6.32 (d, J =
15.9 Hz, 1H, CHCHCO,), 6.90 (d, J = 12.0 Hz, 1H, ArH), 7.10-7.12 (m, 2H, ArH), 7.65 (d, J =
15.9 Hz, 1H, C¢HsCH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): 6 = 65.09 (OCH,CHCH,), 69.76 (OCH>CHCH,), 69.99
(OCH2CHCHy), 112.74 (CH), 113.47 (CH), 115.62 (CH), 117.91 (OCH:CHCHy), 117.97
(OCH2CHCH2), 118.18 (OCH:CHCH,), 122.72 (CH), 127.45 (C), 132.41 (CH), 132.90 (CH),
133.09 (CH), 144.92 (CH), 148.58 (C), 150.70 (C), 166.83 (C=0) ppm.

4.3.1.2 Hidrdlise do éster alilico (5)

Adicionou-se aos compostos 4 THF num banho de dleo a 662C. Quando a mistura
reacional entrou em refluxo adicionou-se 2.1 equivalentes de LiOH (2,5 mol.dm3). A
reacdao foi controlada por TLC, quando o TLC mostrou que ndo havia composto de

partida, evaporou-se o solvente. Adicionou-se acetato de etilo (20 ml) e HCI (1 mol.dm™3)
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até a suspensdo passar para a solugao (pH acido). Lavou-se a fase aquosa com acetato
de etilo (3x20 ml). As fases organicas foram lavadas com uma solugao saturada de NacCl
(4x20ml). Secou-se a fase organica com sulfato de sddio anidro, filtrou-se e evaporou-se

o solvente obtendo-se os compostos 5.

4.3.1.2.1 Sintese de Bz(4-OAl)-COOH (5a)
(0]

@A"”
\/\O

Dissolveu-se o composto 4a (0.719 g, 3.296 mmol) em THF (5.5 ml) e adicionou-se
LiOH (2.80 ml, 6.920 mmol), originando o composto 5a apds 21 horas de reagdo. O
composto 5a (0.578 g, 3.246 mmol, 99%) como um solido branco e foi recristalizado de
acetato de etilo/éter de petrdleo.

p.f. = 156.0-157.0 °C.

14 RMN (400 MHz, CDCl3): 6 = 4.63-4.64 (m, 2H, OCH2CHCH2), 5.33-5.37 (m, 1H,
OCH,CHCH,), 5.43-5.49 (m, 1H, OCH,CHCH>), 6.03-6.13 (m, 1H, OCH2CHCH), 6.99 (d, J =
8.0 Hz, 2H, ArH), 8.08 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCls): & = 68.92 (OCH,CHCH,), 114.46 (2CH), 118.21 (CHCH),
121.74 (C), 132.32 (2CH), 132.47 (CHCH,), 163.02 (C), 170.98 (C=0) ppm.

4.3.1.2.2  Sintese de Bz(3,4-OAl)-COOH (5d)
0]
/\/OD)‘\OH
X0
Adicionou-se a uma solucdo do composto 4d (0.597 g, 2.175 mmol) em THF (5.5 ml),
LiOH (1.82 ml, 4.568 mmol). Depois de 24 horas o composto de partida ainda ndo tinha
sido consumido, assim adicionou-se mais 1 equivalente de LiOH. O composto 5d (0.450
g, 1.922 mmol, 88%) foi obtido ao fim de 31 horas como um solido castanho claro e foi
recristalizado de acetato de etilo/éter de petrdleo.
p.f.=133.0-134.0 °C

1H RMN (400 MHz, CDCl3): § = 4.59-4.63 (m, 4H, 20CH,CHCH,), 5.22-5.27 (m, 2H,
OCH,CHCH3), 5.35-5.41 (m, 2H, OCH,CHCH3), 5.96-6.07 (m, 2H, 20CH,CHCH?), 6.85 (d, J
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= 8.5 Hz, 1H, ArH), 7.54 (d, J = 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.66 (dd, J = 8.5 Hz, J = 2.0 Hz, 1H, ArH)

13C RMN (100.6 MHz, CDCls): & = 69.68 (OCH2CHCH,), 69.90 (OCH,CHCH,), 112.42
(CH), 114.95 (CH), 118.09 (CHCH,), 118.19 (CHCH,), 121.70 (CH), 124.65 (C), 132.57 (CH),
132.88 (CH), 147.95 (C), 153.25 (C), 171.36 (C=0) ppm.

43.1.2.3 Sintese de Phet(4-OAl)-COOH (5e)

OH
\/\Om

O composto 4e (0.718 g, 3.090 mmol), dissolvido em THF (5.5 ml), reagiu durante 18
horas e 40 minutos com LiOH (2.60 ml, 6.489 mmol), obtendo-se o composto 5e (0.576
g, 2.997 mmol, 97%) como um solido branco que foi recristalizado de acetato de
etilo/éter de petrdleo.

p.f. =71.0-72.0 °C.

1H RMN (400 MHz, CDCl3): & = 3.60 (s, 2H, CsHsCH,), 4.53-4.55 (m, 2H, OCH,CHCHa),
5.28-5.31 (m, 1H, OCH2CHCHz), 5.39-5.45 (m, 1H, OCH.CHCH;), 6.01-6.11 (m, 1H,
OCH,CHCH,), 6.89 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 7.20 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): & = 40.09 (CeHsCH.), 68.82 (OCH,CHCH,), 114.88 (CH),
117.66 (OCH,CHCH,), 125.45 (C), 130.37 (CH), 133.20 (CH), 157.87 (C), 177.90
(C=0) ppm.

43.1.24 Sintese de Phet(3,4-OAl)-COOH (5f)
0 OH
\/\Om
A uma solucdo do composto 4f (0.495 g, 1.717 mmol) em THF (5.5 ml) e adicionou-se
LiOH (1.44 ml, 3.606 mmol). Ao fim de 17 horas o material de partida ainda ndo tinha
sido todo consumido, por isso adicionou-se mais 0.5 equivalentes de LiOH. Adicionou-se,
novamente, 0.5 equivalentes de LiIOH apds 4 horas. Apds 24 horas de reagdo o
composto 5f (0.283 g, 1.139 mmol, 66%) foi obtido como um éleo amarelo.
1H RMN (400 MHz, CDCl3): & = 3.59 (s, 2H, CeHsCH2), 4.57-4.63 (m, 4H, 20CH,CHCH,),
5.27-5.32 (m, 2H, OCH.CHCH:), 5.40-5.46 (m, 2H, OCH,CHCH;), 6.04-6.14 (m, 2H,

20CH,CHCH,), 6.80-6.88 (m, 3H, ArH) ppm.
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13C RMN (100.6 MHz, CDCls): 6= 40.44 (CeHsCH,), 70.03 (OCH2CHCH.), 70.05
(OCH2CHCH,), 114.29 (CH), 11.44 (CH), 117.56 (CHCH,), 117.67 (CHCH,), 122.01 (CH),
126.14 (C), 133.35 (CH), 133.48 (CH), 147.94 (C), 148.58 (C), 176.98 (C=0) ppm.

4.3.1.25 Sintese de Phac(4-OAl)-COOH (5g)

\/\O

A reacdo do composto 4g (0.648 g, 2.651 mmol) em THF (5.5 ml) com LiOH (2.2 ml,
5.567 mmol) durante 19 horas e 40 minutos originou o composto 5g (0.501 g, 2.452
mmol, 93%) como um solido branco, que foi recristalizado de acetato de etilo/éter de
petréleo.

p.f. = 150.0-151.0 °C.

14 RMN (400 MHz, CDCl3): & = 4.61 (d, J = 8.0 Hz, 2H, OCH2CHCH>), 5.33-5.36 (m, 1H,
OCH,CHCH,), 5.43-5.48 (m, 1H, OCH,CHCH>), 6.03-6.13 (m, 1H, OCH,CHCH,), 6.35 (d, J =
15.9 Hz, 1H, CHCHCO,H), 6.96 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 7.52 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 7.77
(d, J=15.9 Hz, 1H, CeéHsCH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): 6 = 68.89 (OCH2CHCH,), 114.47 (2CH), 115.16 (CH),
118.07 (CHCH>), 126.96 (C), 130.07 (CH), 132.70 (2CH), 146.66 (CH), 160.76 (C), 172.08
(C=0) ppm.

4.3.1.2.6  Sintese de Phac(3,4-OAl)-COOH (5h)

Dissolveu-se o composto 4h (0.728 g, 2.425 mmol) em THF (5.5 ml) e adicionou-se
LiOH (2.30 ml, 5.828 mmol), originando o composto 5h apds 22 horas de reagdo. O
composto 5h (0.549 g, 2.110 mmol, 87%) foi obtido como um solido amarelo e foi
recristalizado de acetato de etilo/éter de petrdleo.

p.f. =146.0-147.0 °C.

14 RMN (400 MHz, CDCls): & = 4.66-4.68 (m, 4H, 20CH>CHCH>), 5.33 (d, J = 10.5 Hz,
2H, OCH2CHCH,), 5.43-5.49 (m, 2H, OCH2CHCH,), 6.05-6.16 (m, 2H, 20CH,CHCH,), 6.31
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(d, J = 15.8 Hz, 1H, CHCHCO3H), 6.91 (d, J = 8.1 Hz, 1H, ArH), 7.13 (m, 2H, ArH), 7.73 (d, J
=15.9 Hz, 1H, CeHsCHCH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): & = 69.71 (OCH2CHCH,), 69.96 (OCH2CHCH,), 112.80
(CH), 113.35 (CH), 114.88 (CH), 117.96 (OCH,CHCH3), 118.03 (OCH2CHCH>), 123.14 (CH),
127.15 (C), 132.78 (CH), 133.01 (CH), 146.93 (CH), 148.56 (C), 151.01 (C), 172.40 (C=0)

ppm.

4.3.2 Sintese dos ésteres metilicos da serina N-acilados com acidos fendlicos

protegidos (6)

A solucbes dos dacidos fendlicos protegidos 5 em acetonitrilo adicionou-se 1
equivalente de HOBt hidratado; 1.1 equivalentes de DCC, 1 equivalente do éster
metilico da serina e 2 equivalentes de trietilamina sob agitacio num banho de gelo.
Deixou-se a agitar a temperatura ambiente. Terminada a reacao evaporou-se o solvente
a pressao reduzida, dissolveu-se o composto obtido em acetato de etilo (60 ml), lavou-
se com uma solucdo de KHSO4 (3x15 ml; 1 mol.dm3), com uma solu¢do de NaHCOs3
(3x15 ml; 1 mol.dm™3) e uma solucdo saturada de NaCl (3x15 ml). A fase organica foi seca
com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a pressdo reduzida. Obteve-se o

correspondente éster metilico do B-hidroxiaminodcido N-protegido.

4.3.2.1 Sintese de Bz(4-OAl)-Ser-OMe (6a)

OH
(0]
H o
\/\O

O composto 5a (0.178 g, 1.000 mmol) reagiu com HOBt hidratado (0.135 g, 1.000
mmol), DCC (0.227 g, 1.100 mmol), HCI.H-L-Ser-OMe (0.155 g, 1.000 mmol) e EtsN (0.6
ml, 2.000 mmol) em acetonitrilo (10 ml) durante 16 horas. Obteve-se o composto 6a
(0.240 g, 0.860 mmol, 86%) como um cristal banco (recristalizado de acetato de
etilo/éter etilico).

p.f.=73.0-74.0 °C.

!H RMN (400 MHz, CDCl3): & = 3.83 (s, 3H, COOCH3s), 4.04-4.10 (m, 2H, BCH,), 4.58-
4.61 (m, 2H, OCH2CHCH,), 4.85-4.89 (m, 1H, a.CH), 5.31-5.34 (m, 1H, OCH,CHCH>), 5.41-
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5.46 (m, 1H, OCH2CHCH3), 6.01-6.11 (m, 1H, OCH2CHCH,), 6.95 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH),
7.03 (d largo, J = 7.0 Hz, 1H, NH), 7.80 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCls): & = 52.85 (CO2CH3), 55.19 (aC), 63.71 (BC), 68.86
(OCH2CHCH2), 114.55 (CH), 118.11 (OCH>CHCH2), 125.76 (C), 129.04 (CH), 132.54 (CH),
161.57 (C), 167.16 (C=0), 171.16 (C=0) ppm.

Analise elementar calculada para C14H17NOs (279.29): C 60.21; H 6.14; N 5.02; valores
obtidos: C 60.08; H 6.22 N 5.22.

4.3.2.2 Sintese de Bz(3,4-0Al)-Ser-OMe (6d)

OH
(0]
A0 NLH/OCH3
H o
\/\O

O composto 6d (0.247 g, 0.736 mmol, 74%) foi obtido como solido laranja claro
(recristalizado de acetato de etilo/éter etilico) pela reagcdo do composto 5d (0.234 g,
1.000 mmol) com HOBt hidratado (0.135 g, 1.000 mmol), DCC (0.227 g, 1.100 mmol),
HCI.H-L-Ser-OMe (0.155 g, 1.000 mmol) e EtsN (0.6 ml, 2.000 mmol) em acetonitrilo (10
ml) durante 16 horas.

p.f.=122.0-123.0 °C.

'H RMN (400 MHz, CDCls): & = 3.84 (s, 3H, COOCH3), 4.06-4.07 (m, 2H, BCH>), 4.65-
4.67 (m, 4H, 20CH,CHCH,), 4.85-4.87 (m, 1H, oCH), 5.29-5.34 (m, 2H, OCH,CHCH>),
5.41-5.48 (m, 2H, OCH2CHCH>), 6.05-6.13 (m, 2H, 20CH,CHCH,), 6.89-6.91 (m, 1H, ArH),
7.02 (d,J=6.9 Hz, 1H, NH), 7.35-7.38 (m, 1H, ArH), 7.45-7.46 (m, 1H, ArH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): 6 = 52.89 (CO2CH3), 55.27 (aC), 63.77 (BC), 69.72
(OCH,CHCH,), 69.95 (OCH,CHCH,), 112.66 (CH), 113.18 (CH), 118.06 (20CH2CHCH,),
120.16 (CH), 126.10 (C), 132.70 (CH), 132.92 (CH), 148.35 (C), 151.70 (C), 167.15 (C=0),
171.11 (C=0) ppm.
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4.3.2.3 Sintese de Phet(4-OAl)-Ser-OMe (6¢e)

H O
[oaate
\/\O ©) OH

Uma solucdo do composto 5e (0.192 g, 1.000 mmol) em acetonitrilo (10 ml) reagiu
durante 16 horas com HOBt hidratado (0.135 g, 1.000 mmol), DCC (0.227 g, 1.100
mmol), HCI.H-L-Ser-OMe (0.155 g, 1.000 mmol) e Et3N (0.6 ml, 2.000 mmol) originando o
composto 6e (0.255 g, 0.868 mmol, 87%). Este composto foi obtido como um solido
branco recristalizado de acetato de etilo/éter etilico.

p.f. =75.0-76.0 °C.

'H RMN (400 MHz, CDCls): & = 3.58 (s, 2H, CeHsCH>), 3.76 (s, 3H, COOCHS3), 3.87-3.96
(m, 2H, BCH2), 4.53-4.55 (m, 2H, OCH>CHCH,), 4.63-4-4.66 (m, 1H, aCH), 5.28-5.32 (m,
1H, OCH,CHCH3), 5.39-5.45 (m, 1H, OCH,CHCH.), 6.01-6.11 (m, 1H, OCH,CHCH,), 6.44 (d
largo, J = 8.0 Hz, 1H, NH), 6.92 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 7.20 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): & = 42.60 (CeHsCHa), 52.74 (CO,CH3), 54.92 (aC), 63.44
(BC), 68.82 (OCH,CHCH,), 115.24 (CH), 117.73 (OCH,CHCH,), 126.43 (C), 130.42 (CH),
133.15 (CH), 157.95 (C), 170.73 (C=0), 171.94 (C=0) ppm.

4.3.2.4 Sintese de Phet(3,4-OAl)-Ser-OMe (6f)

H O
AP N\fJ\OCHg,
\/\om OH

A reacdao de uma solucdo do composto 5f (0.248 g, 1.000 mmol) em acetonitrilo (10
ml) com HOBt hidratado (0.135 g, 1.000 mmol), DCC (0.2266 g, 1.100 mmol), HCI.H-L-
Ser-OMe (0.155 g, 1.000 mmol) e EtsN (0.6 ml, 2.000 mmol) durante 16 horas, originou
o composto 6f (0.303 g, 0.868 mmol, 87%) como um solido cor de laranja claro que foi
recristalizado de acetato de etilo/éter de petrdleo.

p.f. =86.0-87.0 °C.

!H RMN (400 MHz, CDCl3): & = 3.56 (s, 2H, CsHsCH>), 3.76 (s, 3H, COOCH3), 3.87-3.96
(m, 2H, BCH2), 4.59-4.67 (m, 5H, 20CH,CHCH; + aCH), 5.26-5.30 (m, 2H, 20CH,CHCH,),
5.39-5.45 (m, 2H, 20CH2CHCH,), 6.04-6.13 (m, 2H, 20CH,CHCH,), 6.41 (d largo, J = 7.2
Hz, 1H, NH), 6.80-6.89 (m, 3H, ArH) ppm.
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13C RMN (100.6 MHz, CDCls): & = 43.05 (CsHsCH2), 52.76 (CO,CHs), 54.89 (aC), 63.41
(BC), 69.94 (OCH;CHCH,), 69.98 (OCH,CHCH,), 114.46 (CH), 11520 (CH), 117.66
(OCH2CHCH,), 117.67 (OCH2CHCH,), 122.00 (CH), 127.09 (C), 133.29 (CH), 133.38 (CH),
147.94 (C), 148.82 (C), 170.67 (C=0), 171.82 (C=0) ppm.

4.3.2.5 Sintese de Phac(4-OAl)-Ser-OMe (6g)

OH
i
\/\O

A uma solucdo de 5g (0.204 g, 1.000 mmol) em acetonitrilo (10 ml), adicionou-se
HOBt hidratado (0.135 g, 1.000 mmol), DCC (0.2266 g, 1.100 mmol), HCl.H-L-Ser-OMe
(0.155 g, 1.000 mmol) e EtsN (0.6 ml, 2.000 mmol), obtendo-se apds 16 horas de reacao,
o composto 6g (0.276 g, 0.903 mmol, 90%) como um solido branco que foi recristalizado
de acetato de etilo/éter de petrdleo.

'H RMN (400 MHz, CDCl3): § = 3.83 (s, 3H, COOCH3), 4.07 (m, 2H, BCH,), 4.56-4.58 (m,
2H, OCH2CHCH,), 4.81-4.85 (m, 1H, a.CH), 5.32 (d, J = 10.4 Hz, 1H, OCH,CHCH,), 5.43 (d, J
= 15.6 Hz, H, OCH,CHCH,), 6.02-6.07 (m, H, OCH,CHCH;), 6.38 (d, J = 15.6 Hz, 1H,
CHCHCO;H), 6.60 (d largo, J = 6.8 Hz, 1H, NH), 6.91 (d, J = 8.8 Hz, 1H, ArH), 7.46 (d, J =
8.8 Hz, 1H, ArH), 7.62 (d, J = 15.6 Hz, 1H, CsHsCHCH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): 6= 52.86 (COCHs), 55.04 (BC), 63.78 (aC), 68.83
(OCH2CHCH2), 115.04 (CH), 117.28 (CH), 117.99 (OCH:CHCHy), 127.34 (C), 129.53 (CH),
132.80 (CH), 141.89 (CH), 160.14 (C), 166.55 (C=0), 171.05 (C=0) ppm.

4.3.2.6 Sintese de Phac(3,4-0Al)-Ser-OMe (6h)
o J:OH
/\/OD/\)J\H COOCH;
X0
O composto 6h (0.285 g, 0.788 mmol, 79%) foi obtido como um solido branco

(recristalizado de acetato de etilo) ao fim de 16 horas de reacdo de uma solucdo do

composto 6h (0.260 g, 1.000 mmol) em acetonitrilo (10 ml) com HOBt hidratado (0.135
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g, 1.000 mmol), DCC (0.2266 g, 1.100 mmol), HCl.H-L-Ser-OMe (0.155 g, 1.000 mmol) e
EtsN (0.6 ml, 2.000 mmol).

p.f.=123.0-124.0 °C.

'H RMN (400 MHz, CDCl3): 6 = 3.81 (s, 3H, COOCH3s), 4.03 (t, J = 3.6 Hz, 2H, BCH>),
4.63-4.65 (m, 4H, 20CH>CHCH,), 4.81-4.84 (m, 1H, aCH), 5.31 (d, J = 10.5 Hz, 2H,
20CH,CHCH,), 5.41-5.46 (m, 2H, 20CH2CHCH.), 6.04-6.13 (m, 2H, 20CH2CHCH>), 6.35 (d,
J = 15.6 Hz, 1H, CHCHCO.H), 6.63 (d, J = 7.2 Hz, 1H, NH), 6.87 (d, J = 8.8 Hz, 1H, ArH),
7.06-7.08 (m, 2H, ArH), 7.57 (d, J = 15.6 Hz, 1H, CsHsCHCH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): § = 52.85 (CO,CHs), 55.01 (aC), 63.69 (BC), 69.73
(OCH>CHCH2y), 69.97 (OCH,CHCH3), 112.79 (CH), 113.49 (CH), 117.87 (CH), 117.93 (2CH,),
122.35 (CH), 127.65 (C), 132.93 (CH), 133.11 (CH), 142.08 (CH), 148.50 (C), 150.36 (C),
166.48 (C=0), 171.04 (C=0) ppm.

4.3.3 Sintese dos ésteres metilicos da desidroalanina N-acilados com acidos fendlicos

protegidos (7)

O éster metilico da serina N-protegido (6) reagiu com 0.1 equivalentes de DMAP e 1
equivalente de Boc;O em acetonitrilo seco, a temperatura ambiente seguindo a reagao
por TLC. Apds todo o reagente ter sido consumido, adicionou-se TMG (2%) e deixou-se
em agitacao seguindo a reac¢do por TLC. Terminada a reagao evaporou-se o solvente e
dissolveu-se em acetato de etilo (60 mL), lavou-se com uma solu¢ao de KHSOs (1
mol.dm3), com uma solu¢do de NaHCOs (1 mol.dm™3) e com uma solu¢do saturada de
NaCl (3x15 mL cada). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a

secura a pressao reduzida para dar o éster metilico da desidroalanina N-protegido (7).

4.3.3.1 Sintese de Bz(4-OAl)-AAla-OMe (7a)

(0]
H o
\/\O

O composto 7a (0.083 g, 0.032 mmol, 64%) foi obtido como um dleo incolor através
da reacdo do composto 6a (0.140 g, 0.500 mmol) com DMAP (0.0061 g, 0.050 mmol) e
Boc,0 (0.109 g, 0.500 mol) em acetonitrilo seco (10 ml).
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!H RMN (400 MHz, CDCls): 6 = 3.90 (s, 3H, COOCHs3), 4.60-4.62 (m, 2H, OCH,CHCH>),
5.31-5.35 (m, 1H, OCH,CHCH.), 5.41-5.47 (m, 1H, OCH2CHCH>), 5.97 (s, 1H, BCH.), 6.02-
6.11 (m, 1H, OCH2CHCH,), 6.77 (s, 1H, BCH2), 6.99 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 7.81 (d, J = 8.0
Hz, 2H, ArH), 8.46 (s largo, 1H, NH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): 6 = 53.06 (CO2CH3s), 68.90 (OCH.CHCH>), 108.46 (BCH.),
114.72 (2CH), 118.15 (OCH,CHCH,), 126.64 (C), 128.84 (2CH), 131.07 (C), 132.53 (CH),
161.64 (C), 164.92 (C=0), 165.27 (C=0) ppm.

4.3.3.2 Sintese de Bz(3,4-0Al)-AAla-OMe (7d)

0]
H o
\/\O

Adicionou-se a uma solucdo do composto 6d (0.1677 g, 0.500 mmol) em acetonitrilo
seco (10 ml) DMAP (0.0061 g, 0.050 mmol) e Boc,0 (0.109 g, 0.500 mol) obtendo-se o
composto 7d (0.115 g, 0.362 mmol, 72%) como um odleo incolor que solidificou em
repouso.

p.f. =56.0-57.0 °C.

14 RMN (400 MHz, CDCl3): & = 3.90 (s, 3H, COOCH3), 4.67-4.70 (m, 4H, 20CH2CHCH3),
5.30-5.34 (m, 2H, OCH,CHCH.), 5.42-5.49 (m, 2H, OCH2CHCHz), 5.97 (d, J = 1.3 Hz, 1H,
BCH2), 6.04-6.13 (m, 2H, 20CH,CHCH>), 6.76 (s, 1H, PCH2), 6.93 (d, J = 8.4 Hz, 1H, ArH),
7.36 (dd, J = 8.4 Hz, J = 2.2 Hz, 1H, ArH) 7.47 (d, J = 2.1 Hz, 1H, ArH), 8.47 (s largo, 1H,
NH) ppm.

13 RMN (100.6 MHz, CDCl3): 6= 53.07 (CO,CHs), 69.74 (OCH,CHCH,), 69.91
(OCH;CHCH,), 108.45 (BCH,), 112.69 (CH), 112.97 (CH), 118.12 (OCH,CHCH,), 118.14
(OCH,CHCH2), 119.81 (CH), 126.95 (C), 131.05 (C), 132.68 (CH), 132.88 (CH), 148.46 (C),
151.74 (C), 164.90 (C=0), 165.26 (C=0) ppm.

71



Parte experimental

4.3.3.3 Sintese de Phet(4-OAl)-AAla-OMe (7e)

H (0]
YT
\/\O o)

A reagdao do composto 6e (0.145 g, 0.500 mmol) em acetonitrilo seco (10 ml) com
DMAP (0.006 g, 0.050 mmol) e Boc,0O (0.109 g, 0.500 mmol) originou o composto 7e
(0.119 g, 0.433 mmol, 87%) como um solido branco recristalizado de acetato de etilo/
éter de petrdleo.

p.f. = 76.0-77.0 °C.

IH RMN (400 MHz, CDCl3): & = 3.62 (s, 2H, CéHsCH2), 3.79 (s, 3H, COOCH3), 4.53-4.55
(m, 2H, OCH2CHCH,), 5.28-5.32 (m, 1H, OCH,CHCHz), 5.39-5.46 (m, 1H, OCH,CHCH>),
5.86 (d, J=1.5 Hz, 1H, BCH), 6.01-6.11 (m, 1H, OCH2CHCHz), 6.61 (s, 1H, BCH.), 6.93 (d, J
=8.0 Hz, 2H, ArH), 7.22 (d, /= 8.0 Hz, 2H, ArH), 7.76 (s largo, 1H. NH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): 6= 43.99 (CeHsCH,), 52.88 (CO,CH3), 68.80
(OCH2CHCH2), 108.67 (BCH2), 115.34 (CH), 117.70 (OCH2CHCH,), 126.10 (C), 130.46 (CH),
130.77 (C), 133.13 (CH), 158.07 (C), 164.41 (C=0), 170.03 (C=0) ppm.

4.3.3.4 Sintese de Phet(3,4-OAl)-AAla-OMe (7f)

H 0]
/\/OWN%OCHS
X0 o
O composto 7f (0.104 g, 0.315 mmol, 63%) foi obtido como um éleo incolor que
solidificou em repouso pela reacdo do composto 6f (0.175 g, 0.500 mmol) com DMAP
(0.006 g, 0.050 mmol) e Boc,0 (0.109 g, 0.500 mol).
p.f. =48.0-49.0 °C.
1H RMN (400 MHz, CDCl3): & = 3.59 (s, 2H, CéHsCH,), 3.79 (s, 3H, COOCH3), 4.60-4.62
(m, 4H, 20CH;CHCH,), 5.25-5.30 (m, 2H, 20CH,CHCH;), 5.40-5.45 (m, 2H, 20CH2CHCH>),
5.86 (d, J = 1.4 Hz, 1H, BCH.), 6.03-6.13 (m, 2H, 20CH,CHCH>), 6.61 (s, 1H, BCH.), 6.80-
6.83 (m, 2H, ArH), 6.89-6.92 (m, 1H, ArH), 7.79 (s largo, 1H, NH) ppm.
13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): 6= 44.45 (CeHsCH,), 52.87 (CO.CH3), 65.83
(OCH,CHCH,), 69.94 (OCH,CHCH.), 108.66 (BCH2), 114.51 (CH), 115.16 (CH), 117.62
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(OCH,CHCH,), 117.68 (OCH,CHCH,), 122.00 (CH), 126.76 (C), 130.78 (C), 133.22 (CH),
133.34 (CH), 148.05 (C), 148.93 (C), 164.33 (C=0), 169.88 (C=0) ppm.

4.3.3.5 Sintese de Phac(4-OAl)-AAla-OMe (7g)

L
\/\O

Adicionou-se ao composto 6g (0.153 g, 0.500 mmol) em acetonitrilo seco (10 ml),
DMAP (0.006 g, 0.050 mmol) e Boc,O (0.109 g, 0.500 mol), obtendo-se o composto 7g
(0.107 g, 0.372 mmol, 75%) como um o6leo incolor que solidificou em repouso.

p.f. =79.0-80.0 °C.

1H RMN (400 MHz, CDCl3): 6 = 3.89 (s, 3H, COOCH;), 4.58 (d, J = 5.2 Hz, 2H,
OCH,CHCH3), 5.31-5.33 (m, 1H, OCH2CHCH>), 5.41-5.46 (m, H, OCH,CHCH,), 5.94 (s, 1H,
BCHy), 6.03-6.07 (m, 1H, OCH,CHCH,), 6.37 (d, J = 15.6 Hz, 1H, CHCHCOH), 6.75 (s, 1H,
BCH2), 6.93 (d, J = 8.8 Hz, 2H, ArH), 7.49 (d, J = 8.8 Hz, 2H, ArH), 7.65 (d, J = 15.6 Hz, 1H,
CeHsCHCH), 7.86 (s largo, 1H, NH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): § =53.03 (CO2CH3), 68.84 (OCH,CHCH>), 108.88 (BCH>),
115.08 (CH), 118.00 (OCH2CHCH,), 118.09 (C), 127.30 (C), 129.61 (CH), 131.07 (C),
132.78 (CH), 142.25 (CH), 160.24 (C=0), 164.73 (C=0) ppm.

4.3.3.6 Sintese de Phac(3,4-OAl)-AAla-OMe (7h)

L
\/\O

A uma solucdo do composto 6h (0.181, 0.500 mmol) em acetonitrilo seco (10 ml)
adicionou-se DMAP (0.006 g, 0.050 mmol) e Boc,O (0.109 g, 0.500 mol) originando
composto 7h (0.108 g, 0.315 mmol, 63%). Este composto foi obtido como um dleo
incolor que solidificou em repouso para dar um sélido branco.

p.f. =58.0-59.0 °C.

!H RMN (400 MHz, CDCl3): & = 3.89 (s, 3H, COOCHS3), 4.63-4.67 (m, 4H, 20CH>CHCH,),
5.29-5.34 (m, 2H, OCH2CHCH.), 5.41-5.48 (m, 2H, OCH.CHCH,), 5.94 (s, 1H, BCH2), 6.03-
6.14 (m, 2H, 20CH,CHCH>), 6.34 (d, J = 15.6 Hz, 1H, CHCHCO;H), 6.75 (s, 1H, BCH>), 6.89
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(d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 7.07-7.11 (m, 2H, ArH), 7.60 (d, J = 15.6 Hz, 1H, CeHsCHCH), 7.87
(s largo, 1H, NH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): § =53.04 (CO,CHs), 69.74 (OCHCHCH), 69.98
(OCH2CHCH,), 108.90 (BCH2), 112.71 (CH), 113.50 (CH), 117.88 (OCH2CHCH.), 117.95
(OCH>CHCHy), 118.34 (CH), 122.51 (CH), 127.60 (C), 131.04 (C), 132.91 (CH), 133.08 (CH),
142.44 (CH), 148.56 (C), 150.48 (C), 164.61 (C=0), 164.75 (C=0) ppm.

4.3.4 Sintese dos ésteres metilicos da alanina N-acilados com acidos fendlicos (9)

Adicionou-se aos compostos a, d-h dissolvidos em acetonitrilo 1 equivalente de HOBt
hidratado; 1.1 equivalentes de DCC, 1 equivalente do éster metilico da alanina e 1
equivalente de trietilamina sob agitacdo num banho de gelo. Deixou-se a agitar a
temperatura ambiente. Terminada a reacdo, a solugao foi filtrada e evaporou-se o
solvente a pressao reduzida. O residuo foi dissolvido em acetona e deixado em repouso
no frio durante a noite. A solucdo foi novamente filtrada e o solvente evaporado a
pressao reduzida. O residuo obtido foi dissolvido em acetato de etilo (60 ml), lavou-se
com uma solu¢do de KHSO4 (3x15 ml; 1 mol.dm3), com uma solu¢do de NaHCO3 (3x15
ml; 1 mol.dm3) e uma solucdo saturada de NaCl (3x15 ml). A fase orgénica foi seca com
sulfato de magnésio anidro, filtrada e levada a secura a pressao reduzida. Obteve-se o

correspondente éster metilico da alanina N-protegido.

4.3.4.1 Sintese de Bz(4-OH)-Ala-OMe (9a)

(0]
Q)J\Njﬁ(o\
H
(0]
HO

A uma solucdo do composto a (0.345 g, 2.500 mmol) em acetonitrilo (10 ml)
adicionou-se HOBt hidratado (0.330 g, 2.500 mmol), DCC (0.567 g, 2.750 mmol), HCI.H-L-
Ala-OMe (0.313 g, 2.50 mmol) e EtsN (0.35 ml, 2.500 mmol) obtendo-se o composto 9a
(0.412 g, 1.847 mmol, 74%), apds 16 horas de reacdo. Este composto foi obtido como
um solido branco recristalizado de acetato de etilo/éter de petréleo.

p.f. = 168.0-169.0 °C.
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1H RMN (400 MHz, CDCls): & = 1.51 (d, J = 7.1 Hz, BCHs), 3.79 (s, 3H, COOCH3), 4.57-
4.60 (m, 2H, OCH,CHCH5), 4.76-4.83 (m, 1H, aCH), 5.30-5.33 (m, 1H, OCH,CHCHs), 5.40-
5.45 (m, 1H, OCH,CHCH.), 6.00-6.10 (m, 1H, OCH2CHCH.), 6.67 (d largo, J = 7.2 Hz, 1H,
NH), 6.94 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 7.77 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): 6 = 18.69 (BCHs), 48.38 (a.CH), 52.51 (CO,CH3), 68.82
(OCH;CHCH,), 114.47 (CH), 118.04 (OCH,CHCH,), 126.27 (C), 128.83 (CH), 132.60 (CH),
161.33 (C), 166.26 (C=0), 173.82 (C=0) ppm.

4.3.4.2 Sintese de Bz(3,4-OH)-Ala-OMe (9d)

(0]
Ho:©)\NJﬁ(o\
H 5
HO
Adicionou-se ao composto d (0.385 g, 2.500 mmol) acetonitrilo (10 ml), HOBt
hidratado (0.330 g, 2.500 mmol), DCC (0.5665 g, 2.750 mmol), HCI.H-L-Ala-OMe (0.313
g, 2.500 mmol) e EtsN (0.35 ml, 2.500 mmol) obtendo-se, apds 16 horas de reacgao, o
composto 9d (0.207 g, 0.864 mmol, 35%) como um d6leo amarelo claro.
1H RMN (400 MHz, CD3OCD3): & = 1.48 (d, J = 7.2 Hz, 3H, BCH3), 3.71 (s, 3H, COOCH3),
4.62-4.66 (m, 1H, a.CH), 6.88 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.35-7.37 (m, 1H, ArH), 7.47 (d, J =
2.0 Hz, 1H, ArH), 7.67 (s largo, 1H, NH) ppm.
13C RMN (100.6 MHz, CDCls): & = 17.63 (BCHs), 49.22 (a.CH), 52.18 (CO,CH3), 115.46

(CH), 115.67 (CH), 120.47 (CH), 127.04 (C), 145.59 (C), 149.19 (C), 166.99 (C=0), 174.15
(C=0) ppm.

4.3.4.3 Sintese de Phet(4-OH)-Ala-OMe (9¢)
NLWO\
H o

O composto 9e (0.415 g, 1.748 mmol, 70%) foi obtido como um dleo cor de laranja
claro ao fim de 16 horas reagdao do composto e (0.380 g, 2.500 mmol) com HOBt
hidratado (0.330 g, 2.500 mmol), DCC (0.567 g, 2.750 mmol), HCI.H-L-Ala-OMe (0.313 g,
2.500 mmol) e EtsN (0.35 ml, 2.500 mmol) em acetonitrilo (10 ml).
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IH RMN (400 MHz, CDCls): & = 1.36 (d, J = 7.2 Hz, 3H, BCH3), 3.53 (s, 2H, CsHsCH.),
3.73 (s, 3H, COOCH3), 4.57-4.61 (m, 1H, a.CH), 6.01 (s largo, 1H, NH), 6.81 (d, J = 7.6 Hz,
2H, ArH), 7.13 (d, /= 7.6 Hz, 2H, ArH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CD3OCDs): & = 17.84 (BCHs), 42.46 (CH.), 48.75 (a.CH), 52.18
(COCH3), 115.92 (CH), 127.52 (C), 130.99 (CH), 157.02 (C), 171.33 (C=0), 173.88 (C=0)

ppm.

4.3.4.4 Sintese de Phet(3,4-OH)-Ala-OMe (9f)
HO:@\)OL
HO HJ\(O\
(0]

O composto f (0.420 g, 2.500 mmol) reagiu com HOBt hidratado (0.330 g, 2.500
mmol), DCC (0.563 g, 2.750 mmol), HCI.H-L-Ala-OMe (0.313 g, 2.500 mmol) e EtsN (0.35
ml, 2.500 mmol) em acetonitrilo (10 ml), originando o composto 9f (0.327 g,1.291 mmol,
52%), ap6s 16 horas de reacdo. Este composto foi obtido como um éleo amarelo claro.

1H RMN (400 MHz, CD30CD3): & = 1.34 (d, J = 7.2 Hz, 3H, BCH3), 3.40 (s, 2H, CeHsCH.),
3.67 (s, 3H, COOCH3), 4.43-4.46 (m, 1H, aCH), 6.65 (dd, J = 7.6 Hz, J = 2.0 Hz 1H, ArH),
6.76 (d, J = 7.6 Hz, 1H, ArH), 6.84 (d, J = 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.37 (s largo, 1H, NH), 7.90 (s
largo, 2H, 20H) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CD3OCDs): 6 = 17.82 (BCHs), 42.75 (CH,), 48.78 (a.CH), 52.20

(CO,CH3), 115.89 (CH), 117.10 (CH), 121.36 (CH), 128.19 (C), 144.72 (C), 145.76 (C),
171.45 (C=0), 173.87 (C=0) ppm.

4.3.4.5 Sintese de Phac(4-OH)-Ala-OMe (9g)

o)
oy
)
HO

A reacdo do composto g (0.204 g, 2.500 mmol) em acetonitrilo (10 ml) com HOBt
hidratado (0.33 g, 2.500 mmol), DCC (0.567 g, 2.750 mmol), HCI.H-L-Ala-OMe (0.313 g,
2.500 mmol) e EtsN (0.35 ml, 2.500 mmol) originou o composto 9g (0.485 g, 1.945
mmol, 79%) apds de 16 horas de reagao.

p.f. =123.0-125.0 °C.
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1H RMN (400 MHz, CD30CD3): 6 = 1.42 (d, J = 7.2 Hz, 3H, BCH3), 3.71 (s, 3H, COOCH3),
4.56-4.64 (m, 1H, aCH), 6.59 (d, J = 16.0 Hz, 1H, CHCHCONH), 6.89 (d, J = 8.8 Hz, 2H,
ArH), 7.46-7.53 (m, 3H, ArH + NH + C¢HsCHCH), 8.89 (s largo, 1H, OH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDsOCDs): § = 17.99 (BCHs), 48.80 (aCH), 52.22 (CO2CHa),
116.56 (CH), 118.88 (CH), 127.60 (C), 130.21 (CH), 140.91 (CH), 159.85 (C), 166.18 (C=0),
174.01 (C=0) ppm.

4.3.4.6 Sintese de Phac(3,4-OH)-Ala-OMe (9h)

0]
BeaaRS
HO " ©

Adicionou-se ao composto h (0.450 g, 2.500 mmol) acetonitrilo (10 ml), HOBt
hidratado (0.33 g, 2.500 mmol), DCC (0.5665 g, 2.750 mmol), HCI.H-L-Ala-OMe (0.313 g,
2.500 mmol) e EtsN (0.35 ml, 2.500 mmol). Passadas 16 horas obteve-se o composto 9h
(0.486 g, 1.831 mmol, 74%) como um solido branco que foi recristalizado de acetato de
etilo/éter de petrdleo.

p.f. =151.0-152.0 °C.

'H RMN (400 MHz, CD3COCDs3): 6 1.42 (d, J = 7.2 Hz, 3H, BCH3), 3.71 (s, 3H, COOCH3),
4.56-4.63 (m, 1H, aCH), 6.54 (d, J = 15.6 Hz, 1H, CHCHCONH), 6.87 (d, J = 8.0 Hz, 1H,
ArH), 6.96-6.99 (m, 1H, ArH), 7.11 (d, J = 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.45 (d, J = 15.6 Hz, 1H,
CsHsCHCH), 7.52 (d largo, J = 7.2 Hz, 1H, NH), 8.15 (s, 1H, OH), 8.38 (s, 1H, OH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDsOCD3): = 17.95 (BCHs), 48.80 (0CH), 52.22 (CO,CH3),
114.84 (CH), 116.29 (CH), 118.95 (CH), 121.67 (CH), 128.30 (C), 141.27 (CH), 146.22 (C),
147.92 (C), 166.19 (C=0), 174.01 (C=0) ppm.
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4.4 Sintese dos ésteres metilicos da N-(terc-butiloxicarbonil) alanina e

desidroalanina B-substituidos com aminas fendlicas

4.4.1 Sintese do éster metilico da N-(4-toluenosulfonilo)-serina [Tos-Ser-OMe (10)]
HO

Tos < N j\ﬂ/o\
H

0]
Ao composto 1 (2.792 g; 20.000 mmol) foi adicionado com EtsN (6.12 ml, 44.000

mmol) em diclorometano (50 ml), e a mistura arrefecida em banho de gelo. Em seguida
adicionou-se lentamente cloreto de tosilo (4.194 g, 22.000 mmol). Deixou-se a reagir a
temperatura ambiente controlando a reacao por TLC. Apds 23 horas e 20 minutos todo
o composto 1 tinha sido consumido. Evaporou-se o solvente a pressao reduzida,
dissolveu-se o composto obtido em acetato de etilo (150 ml), lavou-se com uma solucdo
de KHSO4 (30 ml, 1 mol.dm3), uma solu¢do de NaHCOs (30 ml, 1 mol.dm?3) e uma
solucdo saturada de NaCl (3x30 ml). A fase orgénica foi seca com sulfato de magnésio
anidro, filtrada e levada a secura a pressdo reduzida, obtendo-se o composto 9 (3.947 g,
14.140 mmol, 72 %) como um solido branco, cujo espetro de 1THRMN estava de acordo
com o descrito.?

'H RMN (400 MHz, CDCl3): § = 2.44 (s, 3H, CH3 Tos), 3.63 (s, 3H, CH; COOMe), 3.90 (d,
J =4 Hz, 2H, BCH,), 3.97-4.01 (m, 2H, aCHy), 5.59 (s largo, 1H, NH), 7.32 (d, J = 8 Hz, 2H,
ArH), 7.75 (d, J = 8 Hz, 2H, ArH) ppm.

4.4.2 Sintese do éster metilico da N-(4-toluenossulfonil), N-(terc-butiloxicarbonil)-

o,B-desidroalanina [Tos-N(Boc)-AAla-OMe (11)]

Tos. N J\H/O\

II300 0
A uma mistura de Tos-Ser-OMe (1.366 g, 5.000 mmol) em acetonitrilo seco (5 ml)
adicionou-se DMAP (0.061 g, 0.500 mmol) e Boc,O (2.401 g, 11.000 mmol). Deixou-se a
mistura a agitar a temperatura ambiente seguindo-se a reacdo por TLC. Terminada a
reacdo (depois de 37 horas e 30 minutos) o solvente foi evaporado sob vacuo, o solido

obtido foi dissolvido em acetato de etilo (100 ml). Lavou-se, a fase organica, com uma
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solucdo de KHSO4 (20 ml, 1 mol.dm3), com uma solu¢do de NaHCOs3 (20 ml; 1 mol.dm3)
e uma solugdo saturada de NaCl (3x20 ml). A fase organica foi seca com sulfato de
magnésio anidro e levada a secura a pressao reduzida, para dar o composto 11 (1.222 g,
3.740 mmol, 75%) como um solido branco, cujo espetro de *H RMN estava de acordo
com o descrito.°

'H RMN (400 MHz, CDCls): 6 = 1.34 (s, 9H, CHs Boc), 2.43 (s, 3H, CHs Tos), 3.76 (s, 3H,
OCH3), 6.03 (s, 1H, BCH2), 6.58 (s, 1H, BCHz), 7.31 (d, J = 8 Hz, 2H, ArH), 7.93 (d, J = 8 Hz,
2H, ArH) ppm.

4.4.3 Sintese do éster metilico da N-(terc-butiloxicarbonil), (B-triazol-1-

il)desidroalanina [Boc-AAla(B- triazol-1-il)-OMe (12)]
Ty ﬁﬁ/
Y
\QN

A uma solucdo de Tos-N(Boc)-AAla-OMe (0,485 g; 1,367 mmol) em acetonitrilo (10
ml) adicionou-se K>COs (1,134 g; 8,202 mmol) e 1,2,4-triazole (0,094 g; 1,367 mmol).
Deixou-se a agitar a temperatura ambiente durante 18 horas. Filtrou-se a suspensdo
obtida e evaporou-se o sobrenadante. Obteve-se o composto 12 (0.397 g; 1.300 mmol)
como um 6leo amarelo com rendimento quantitativo, cujo espetro de *H RMN estava de
acordo com o descrito.®®

IH RMN (400 MHz, CDCls): & = 1.46 (s, 9H, CH3 Boc), 3.88 (s, 3H, CHz OMe), 7.34 (s,
1H, BCH), 8.06 (s, 1H, NH), 8.12 (s, 1H, 3-H ou 5-H triazole), 8.47 (s, 1H, 3-H ou 5-H

triazole) ppm.

4.4.4 Sintese dos ésteres metilicos da N-(terc-butiloxicarbonil)-desidroalanina -

substituidos com aminas fendlicas (14)

Adicionou-se ao composto 12, metanol (10 ml) e 2.5 equivalentes de uma amina (13),
deixou-se a reagir a temperatura ambiente. A reacdo foi seguida por RMN 'H. Quando
este mostrou que ndo havia material de partida evaporou-se o solvente. Adicionou-se

ao composto obtido acetato de etilo (100 ml) e lavou-se com uma solug¢do de KHSO4 (20
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ml, 1 mol.dm3), e com uma solucdo saturada de NaCl (3x20 ml). A fase orgénica foi seca

com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a pressao reduzida.

4.4.4.1 Sintese de Boc-AAla[B-Bzl(4-OH)-NH]-OMe (14i)
AR
NH
K(>\OH

Ao composto 12i (0.183 g, 0.680 mmol) em metanol (10 ml) foi adicionado EtsN
(0.206 ml, 1.483 mmol) e a amina 13i (0.091 g, 0.741 mmol). Ao fim de 23 horas, devido
a reacdo ainda ndo estar completa, adicionou-se mais 1 equivalente de EtsN. A reacdo
terminou apdés de 71 horas. Obteve-se um 6leo amarelo que correspondia a uma
mistura de isémeros. Realizou-se cromatografia em coluna [usando como eluente éter
etilico/éter de petréleo (1/1)] para tentar separar os isdmeros, o que ndo foi possivel.
Obteve-se assim uma mistura de isémeros do composto 14i (0.066 g, 0.204 mmol, 30%).

14 RMN (400 MHz, CDCl3): & = 1.47 (s, 9H, CHs Boc), 3.70 (s, 3H, CHz COOMe), 3.81 (s,
3H, CH3 COOMe), 4.31 (s, 2H, CH2), 4.79 (s, 2H, CH2), 6.29 (s, 1H, CH), 6.78-6.82 (m, 2H,
ArH), 7.12-7.15 (m, 2H, ArH) ppm.

4.4.4.2 Sintese de Boc-AAla[B-Bzl(3,4-OH)-NH]-OMe (14j)
o N
e
NH
KCEOH
OH
O composto 12 (0.183 g, 0.680 mmol) foi feito reagir com EtsN (0.309 ml, 2.224
mmol) e com a amina 13j (0.163 g, 0.741 mmol) em metanol (10 ml). Passadas 22 horas
a reacdo ainda ndo tinha terminado, por isso adicionou-se 0.2 equivalentes de EtsN.
Apds 70 horas a reacdo terminou. Obteve-se um éleo amarelo que correspondia a uma

mistura de isdmeros. Realizou-se cromatografia em coluna [usando como eluente éter

etilico/éter de petrdleo (1/1)] para separar os isdmeros, o que ndo foi possivel. Obteve-
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se assim um solido amarelo correspondente aos dois isémeros do composto 14j (0.081

g, 0.238 mmol, 35%).

4.4.4.3 Sintese de Boc-AAla[B- Dopa(3,40H)-NH]-OMe (14k)

o NI
AR A SPU
X
OH
Adicionou-se a amina 13k (0.212 g, 1.118 mmol) e Et3N (0.31 ml, 2.237 mmol) a uma
solu¢do do composto 12 (0.150 g, 0.559 mmol) em metanol (10 ml). Passadas 18 horas a
reacdao terminou, obteve-se um d6leo amarelo que correspondia a uma mistura de

compostos. Realizou-se cromatografia em coluna [usando como eluente éter etilico/éter

de petréleo (1/1)] para se obter o composto 14k, o que ndo foi possivel.

4.4.5 Sintese dos ésteres metilicos da N,N-bis(terc-butiloxicarbonil)-desidroalanina

B-substituidos com aminas fenélicas (16)

O composto Bocy-AAla-OMe (15) foi feito reagir com 1 equivalente do composto 13
em acetonitrilo, na presenca de 6 equivalentes de K,CO3 a temperatura ambiente
seguindo a reacdo por RMN H. Apds o reagente ter sido consumido, filtrou-se a

suspensao e evaporou-se o solvente a pressao reduzida para dar o composto 16.

4.4.5.1 Sintese de Bocz-Ala[B- Bzl(4-OH)-NH]-OMe (16i)

OH
H
N\/©/
Boc\NJ;(O\

éoc O
A reagdo do composto 15 (0.151 g, 0.500 mmol) com K,COs (0.415 g, 3.000 mmol) e a
amina 13i (0.062 g, 0.500 mmol) em acetonitrilo (10 ml) originou o composto 16i
impuro. Realizou-se cromatografia em coluna [usando como eluente éter etilico/éter de

petrdleo (1/2)] para purificar o composto. Obteve-se o composto pretendido (0.112 g,

0.026 mmol, 53%).
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1H RMN (400 MHz, CDCl3): & = 1.45 (s, 18H, CH3 Boc), 3.37-3.42 (m, 2H, CH2), 3.72 (s,
3H, CH3 COOMe), 4.26-4.45 (m, 3H, BCH2 e aCH), 6.78 (d, J = 8 Hz, 2H, ArH), 7.08 (s largo,
2H, ArH) ppm.

4.4.5.2 Sintese de Bocz-Ala[B- Bzl(3,4-OH)-NH]-OMe (16j)
OH
1 L
OH
BOC\N/K[(O\
|
Boc O
O composto 15 (0.214 g, 0.712 mmol) foi feito reagir com K,COs3 (0.590 g, 4.272
mmol) e a amina 13j (0.157 g, 0.712 mmol) em acetonitrilo (10 ml). Apds 68 horas o
composto 14 ainda ndo tinha sido completamente consumido, por isso adicionou-se
mais 1 equivalente da amina 13j e 2 equivalentes de EtsN. Ao fim de 91 horas a reagao
ainda nao estava completa, interrompendo-se a reagdo. Realizou-se cromatografia em
coluna [usando como eluente éter etilico/éter de petréleo (1/2)] para separar os
compostos obtidos. Obteve-se o composto 16j (0.079 g, 0.180 mmol, 25%).
'H RMN (400 MHz, CDCls): & = 1.45 (s, 3H, CH3 Boc), 3.40 (s largo, 2H, CH,), 3.71 (s,
3H, CH3 COOMe), 4.33-4.36 (m, 3H, BCH2 e aCH), 7.02 (d, / = 8 Hz, 1H, ArH), 7.37-7.40 (d,
1H, J=8 Hz, ArH), 7.44 (d, J = 4 Hz, 1H, ArH) ppm.

4.5 Sintese de ésteres metilicos da N-(terc-butiloxicarbonil)-

desidroalanina B-substituidos com aminas fenélicas protegidas

4.5.1 Sintese de substituintes fendlicos
4.5.1.1 Sintese de derivados N-(terc-butiloxicarbonil) de hidroxifenilaminas (17)

Dissolveram-se os compostos i-k em diclorometano (20 ml) e adicionou-se 1
equivalente de Boc;0 e 1.1 ou 2.2 equivalentes de EtsN num banho de gelo. A mistura
reacional reagiu a temperatura ambiente. Terminada a rea¢do evaporou-se o solvente,
adicionou-se acetato de etilo (100 ml) e lavou-se com uma solucdo de KHSOa

(1 mol.dm=3) e uma solucdo saturada de NaCl (3x25 ml cada). A fase organica foi seca
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com sulfato de magnésio anidro, filtrada e lavada a secura a pressao reduzida. Obtendo-

se 0s respetivos compostos 17.

4.5.1.1.1 Sintese de Bzl(4-OH)-NH-Boc (17i)

0]
ST

A reacdo do composto i (0.615 g, 5.00 mmol) com Boc,0 (1.09 g, 5.00 mmol) e Et3N
(0.77 ml, 5.500 mmol) apds 5 horas de reagdo originou o composto 17i (1.083 g, 4.852
mmol, 97%) como um dleo cor de laranja.

1H RMN (400 MHz, CDCls): & = 1.47 (s, 9H, CHs Boc), 4.27 (s, 2H, CH2), 4.80 (s largo,
1H, NH), 6.78 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 7.35 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): & = 28.41 [C(CH3)s], 44.19 (CH2), 79.69 [C(CH3)s], 115.46
(CH), 128.89 (CH), 130.50 (C), 155.29 (C), 156.06 (C=0) ppm.

4.5.1.1.2 Sintese de Bzl(3,4-OH)-NH-Boc (17j)

0] J<
HO:©/\NLO
H
HO
0 composto 17j (0.971 g, 4.059 mmol, 93%) foi obtido como um dleo cor de laranja
claro apds 5 horas de rea¢do do composto j (0.964 g, 4.380 mmol) com Boc,0 (0.955 g,
4.380 mmol) e EtsN (1.35 ml, 9.640 mmol).

1H RMN (400 MHz, CDCls): & = 1.47 (s, 9H, CHs Boc), 4.2 (d, 2H, CH,), 4.88 (s largo, 1H,
NH), 6.64-6.66 (m, 1H, ArH), 6.77-6.81 (m, 2H, ArH) ppm.

4.5.1.1.3 Sintese de Dopa(3,4-OH)-NH-Boc (17k)
H

HOD/\/NYO\’/
HO ©

A uma solucdo do composto k (0.948 g, 5.000 mmol) adicionou-se Boc,O (1.090 g,
5.000 mmol) e EtsN (1.54 ml, 11.000 mmol). Ao fim 5 horas de reacdo obteve-se o

composto 17k (1.080 g, 4.264 mmol, 85%) como um solido creme claro (a partir de

diclorometano/éter de petréleo).
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p.f.=130.0-131.0 °C.

IH RMN (400 MHz, CDCls): & = 1.45 (s, 9H, CHs Boc), 2.65 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH,), 3.32
(t, J = 7.0 Hz, 2H, CHa,), 4.64 (s largo, 1H, NH), 6.58 (dd, J = 8.0 Hz, J = 2.0 Hz, 1H, ArH),
6.71 (d, J=2.1Hz, 2H, ArH), 6.80 (d, /= 8.0 Hz, 1H, ArH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCls): § = 28.39 [C(CHs)s], 35.47 (CH,), 41.93 (CH.), 79.85
[C(CH3)3], 115.31 (CH), 115.61 (CH), 120.88 (CH), 131.23 (C), 142.56 (C), 143.92 (C),
156.39 (C=0) ppm.

4.5.1.2 Prote¢ao com grupo alilo (18)

Adicionou-se aos compostos 17, 3.1 equivalentes de K;COs em DMF (5 ml), sob
atmosfera de azoto. Posteriormente adicionou-se 3.1 equivalentes de brometo de alilo e
deixou-se agitar a temperatura ambiente. A reacdo foi seguida por TLC. Quando todo o
composto de partida havia sido consumido adicionou-se acetato de etilo (20 ml) e HCI (2
mol.dm3) até a suspensdo passar a solucdo (pH acido). Lavou-se a fase aquosa com
acetato de etilo (2x20 ml). Lavou-se a fase organica com NHsH;PO4 (4x20ml, 5%), LiCl
(4x20 ml, 5%) e com uma solucdo saturada de NaCl (4x20ml). Secou-se a fase organica
com sulfato de sédio anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente obtendo-se os

compostos 18.

4.5.1.2.1 Sintese de Bzl(4-OAl)-NH-Boc (18i)

(0]
QﬁNkok
S "

O composto 17i (0.500 g, 2.239 mmol) foi feito reagir com K,COs (0.960 g, 6.942
mmol) e brometo de alilo (0.601 ml, 6.942 mmol) durante 4 horas. Obteve-se o
composto 18i (0.462 g, 1.756 mmol, 78.5%) como um dleo amarelo.

1H RMN (400 MHz, CDCls): & = 1.48 (s, 9H, CHs Boc), 4.26 (d, J = 5.8 Hz, 2H, CH.), 4.54-
4.56 (m, 2H, OCH>CHCH2), 4.79 (s largo, 1H, NH), 5.28-5.32 (m, 1H, OCH,CHCH), 5.40-
5.45 (m, 1H, OCH,CHCH>), 6.02-6.12 (m, 1H, OCH>CHCH,), 6.90 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH),
7.21(d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH) ppm.
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13C RMN (100.6 MHz, CDCls): & = 28.42 [C(CH3)s], 44.19 (CH,), 68.86 (OCH,CHCH,),
79.34 [C(CHs)s], 114.85 (2CH), 117.65 (CHCH>), 128.81 (2CH), 131.20 (C), 133.26 (CHCH>),
155.83 (C), 157.93 (C=0) ppm.

4.5.1.2.2 Sintese de Bzl(3,4-OAl)-NH-Boc (18j)

Adicionou-se K,COs (0.895 g, 6.478 mmol) e brometo de alilo (0.561 ml, 6.478 mmol)
a uma solucdo do composto 17j (0.500 g, 2.090 mmol). Apds 3 horas de reacdo obteve-
se o composto 18j (0.539 g, 1.686 mmol, 81%) como um solido branco.

'H RMN (400 MHz, CDCl3): 6 = 1.47 (s, 9H, CH3 Boc), 4.22 (d largo, J = 4.5 Hz, 2H, CH,),
4.53-4.66 (m, 4H, 20CH,CHCH>), 4.61 (s largo, 1H, NH), 5.21-5.34 (m, 2H, OCH,CHCH),
5.35-5.47 (m, 2H, OCH,CHCH,), 5.96-6.15 (m, 2H, 20CH,CHCH,), 6.76-6.88 (m, H, ArH)

ppm.

4.5.1.2.3 Sintese de Dopa(3,4-0OAl)-NH-Boc (18k)

H
O N o\¢/
AT TS

O composto 18k (0.582 g; 1.746 mmol; 88%) foi obtido como um 6leo amarelo apds 3
horas de reacdo do composto 17k (0.500 g; 1.974 mmol) com K,COs (0.846 g,6.119
mmol) e brometo de alilo (0.530 ml, 6.119 mmol).

14 RMN (400 MHz, CDCl3): & = 1.37 (s, 9H, CHs Boc), 2.64 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH,), 3.26
(br's, 2H, CHz), 4.47-4.53 (m, 4H, 20CH>CHCH), 5.17-5.22 (m, 2H, OCH2CHCH:), 5.30-
5.37 (m, 2H, OCH2CHCH,), 5.95-6.05 (m, 2H, 20CH,CHCH,), 6.62-6.66 (m, 2H, ArH), 6.75-
6.78 (m, 1H, ArH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): 6 = 28.35 [C(CH3)3], 35.64 (CH,), 41.77 (CH.), 69.91
(OCH2CHCHz2), 70.06 (OCH2CHCH2), 83.23 [C(CHs)s], 114.44 (CH), 114.91 (CH), 117.42
(CH2), 117.51 (CH2), 121.16 (CH), 131.93 (C), 132.75 (C), 133.43 (CH), 133.57 (CH), 148.48
(C), 155.81 (C=0) ppm.
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4.5.1.3 Desprotecdo do grupo amina (19)

4.5.1.3.1 Sintese de Bzl(4-OAl)-NH: (19i)
o F\’)J\O
F

Adicionou-se acido trifluoroacético (5 ml) ao composto 18i (0.421 g, 1.597 mmol). A
solucdo foi deixada em repouso durante 30 minutos, o solvente foi evaporado a pressado
reduzida. Obteve-se um solido amarelo claro que foi triturado com uma mistura de éter
etilico/éter de petrdleo, dando origem ao composto 19i (0.411 g, 1.481 mmol, 93%)
como um solido branco (recristalizado de acetato de etilo/éter de petréleo).

'H RMN (400 MHz, DMSO): 6 = 3.94 (s, 2H, CH>), 4.57 (d, J = 4.8 Hz, 2H, OCHCHCH>),
5.24-5.26 (m, 1H, OCH,CHCHa), 5.35-5.39 (m, 1H, OCH,CHCH), 5.97-6.07 (m, 1H,
OCH,CHCH,), 6.98 (d, J = 8.4 Hz, 2H, ArH), 7.35 (d, J = 8.4 Hz, 2H, ArH), 8.02 (s largo, 3H,
NHs) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, DMSO): § = 41.76 (CH,), 68.14 (OCH,CHCH,), 114.71 (2CH),
117.47 (CHCH2), 126.02 (C), 130.41 (2CH), 133.54 (CH), 158.27 (C) ppm.

4.5.1.3.2 Sintese de Bzl(3,4-OAl)-NH: (19j)
/VO:@ANH?’ £ O
"o F\})ko
F
Adicionou-se ao composto 18j (0.508 g, 1.525 mmol) 4cido trifluoroacético (5 ml). A
solucdo obtida foi deixada em repouso durante 30 minutos, o solvente foi evaporado a
pressdo reduzida. Obteve-se um éleo castanho que foi triturado com uma mistura de
éter etilico/éter de petrdleo, dando origem ao composto 19j (0.451 g, 1.353 mmol, 89%)
como um solido creme claro (a partir de acetato de etilo/éter de petrdleo).
IH RMN (400 MHz, DMSO): 6 = 3.93 (s, 2H, CH,), 4.52-4.57 (m, 4H, 20CH>CHCH,),
5.22-5.28 (m, 2H, OCH,CHCH.), 5.35-5.44 (m, 2H, OCH,CHCH,), 5.97-6.11 (m, 2H,

20CH,CHCH3), 6.92-7.04 (m, 2H, ArH), 7.11 (d, J = 2.0 Hz, 1H, ArH), 8.07 (s largo, 3H,

NHs) ppm.
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13C RMN (100.6 MHz, DMSO): 6= 42.12 (CH.), 68.88 (OCH:CHCH,), 69.07
(OCH2CHCH,), 113.82 (CH), 114.78 (CH), 117.33 (CHCH,), 117.49 (CHCH,), 121.71 (CH),
126.54 (C), 133.61 (CH), 133.71 (CH), 147.81 (C), 148.09 (C) ppm.

4.5.1.3.3 Sintese de Dopa(3,4-OAl)-NH: (19Kk)
0 NH3 o
\/\ojij/V F\TAO
F
O composto 19k (0.570 g, 1.688 mmol) foi dissolvido em 4cido trifluoroacético (5 ml).
Obtendo-se uma solucdo que foi deixada em repouso a temperatura ambiente. Apds 30
minutos o solvente foi evaporado a pressao reduzida, obtendo-se o composto 19k como
um dleo castanho escuro, com rendimento quantitativo.
1H RMN (400 MHz, CDCl3): & = 2.89 (t, J = 6.9 Hz, 2H, CH,), 3.20 (s largo, 2H, CH,),
4.53-4.57 (m, 4H, 20CH>CHCH;), 5.25-5.31 (m, 2H, OCH,CHCH;), 5.35-5.42 (m, 2H,
OCH2CHCH;), 5.99-6.09 (m, 2H, 20CH2CHCH,), 6.69-6.77 (m, 2H, ArH), 6.84-6.84 (d, J =
8.1 Hz, 1H, ArH), 7.49 (s largo, 3H, NHs) ppm.
13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): 6 = 32.85 (CHa), 41.37 (CH2), 69.982 (OCH,CHCH,), 70.04

(OCH,CHCH,), 114.69 (CH), 115.07 (CH), 117.98 (CH,), 118.02 (CH>), 121.54 (CH), 127.15
(C), 128.39 (C), 133.02 (CH), 133.10 (CH), 147.85 (C) ppm.

4.5.2 Sintese dos ésteres metilicos da N-(terc-butiloxicarbonil)desidroalanina B-
substituidos com aminas fendlicas protegidas [Boc-AAla(B-substituido)-OMe

(20)]

Adicionou-se ao composto 12 metanol, 1 equivalente dos compostos 19, e 3
equivalentes de EtsN. Deixou-se a reagir a temperatura ambiente. Seguiu-se a reacao
por TLC, quando este mostrou que ndao havia material de partida evaporou-se o
solvente. Adicionou-se ao residuo obtido acetato de etilo (100 ml) e lavou-se com uma
solucdo de KHSO4 (1 mol.dm™3), e com uma soluc3o saturada de NaCl (2x30 ml, cada). A
fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e levada a secura a pressao

reduzida obtendo-se os compostos 20.

87



Parte experimental

4.5.2.1 Sintese de Boc-AAla[Bzl(4-OAl)-NH]-OMe (20i)

H
\{/OTN COOCH;
I

NH

K(j\o/\/

Fez-se reagir o composto 12 (0. 089 g, 0.333 mmol) com o composto 19i (0.092 g,
0.333 mmol), na presenga de EtsN (0.14 ml, 1.000 mmol) em metanol (10 ml). Apds
uma noite de reacdo adicionou-se mais 3 equivalentes de EtsN, dando origem ao
composto 20i (0.520 g, 1.434 mmol, 43%) como um 6leo incolor.

'H RMN (400 MHz, CDCl3): 6 = 1.45 (s, 9H, CH3 Boc), 3.70 (s, 3H, COOCH3), 4.33 (d, J =
6.0 Hz, 2H, CH2), 4.52-4.55 (m, 2H, OCH2CHCH;), 5.28-5.31 (m, 1H, OCH,CHCH.), 5.39-
5.44 (m, 1H, OCH,CHCH.), 5.58 (s largo, 1H, NH), 5.89 (s largo, 1H, NH), 6.02-6.09 (m, 1H,
OCH,CHCH;), 6.88-6.92 (m, 3H, ArH + BCH), 7.21 (d, J = 8.4 Hz, 2H, ArH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): 6 = 28.25 [C(CH3)3], 51.52 (CO,CH3), 51.52 (CH,), 68.85
(OCH2CHCH>), 80.23 [C(CH3)s], 98.16 (C), 114.98 (2CH), 117.71 (CHCH,), 128.41 (2CH),
128.54 (CH), 130.33 (C), 130.69 (C), 133.15 (CHCH,), 158.11 (C=0), 166.67 (C=0) ppm.

4.5.2.2 Sintese de Boc-AAla[Bzl(3,4-OAl)-NH]-OMe (20j)

H
\’/OTN COOCH,;
I

NH

o7
O\/\

O composto 12 (0.891 g, 0.333 mmol) foi feito reagir com o composto 19j (0.111 g,
0.333 mmol) e EtsN (0.14 ml, 1.000 mmol) em metanol (10 ml). Ao fim de uma noite TLC
ainda mostrava a presenca de material de partida, assim adicionou-se mais 3
equivalentes de Et3N. Passadas algumas horas obteve-se o composto 20j (0.058 g, 0.139
mmol, 42%) como um dleo incolor.

14 RMN (400 MHz, CDCl3): & = 1.45 (s, 9H, CH3 Boc), 3.70 (s, 3H, COOCH3), 4.32 (d, J =
5.6 Hz, 2H, CH3), 4.60-4.63 (m, 4H, 20CH>CHCH), 5.25-5.29 (m, 2H, 20CH,CHCHz), 5.28-

88



Parte experimental

5.44 (m, 2H, 20CH,CHCH?>), 5.91 (s largo, 1H, NH), 6.04-6.11 (m, 2H, 20CH,CHCH5), 6.79-
6.89 (m, 4H, ArH + BCH) ppm.

13C RMN (100.6 MHz, CDCl3): 6 = 28.24 [C(CHs)3], 51.27 (CO2CH3), 51.76 (CH,), 69.95
(OCH2CHCHzy), 70.04 (OCH2CHCHy), 80.22 [C(CH3)3], 98.25 (C), 112.98 (CH), 113.30 (CH),
113.97 (C), 114.27 (CH), 117.60 (CHCH,), 117.68 (CHCH,), 119.54 (CH), 131.08 (C), 131.54
(C), 133.32 (CHCH,), 133.41 (CHCH,), 148.81 (C=0), 166.68 (C=0) ppm.

4.5.2.3 Sintese de Boc-AAla[Dopa(3,4-OAl)-NH]-OMe (20k)

H
\’/O\H/N COOCH,;
I

NH

o
O

O composto 12 (0. 089 g, 0.333 mmol) foi feito reagir com o composto 19K (0.116 g,
0.333 mmol) em metanol (10 ml) na presenca de EtsN (0.14 ml, 1.000 mmol). Apds uma
noite, TLC ainda mostrava a presenca de material de partida, assim adicionou-se mais 3
equivalentes de EtsN. Depois de algumas horas obteve-se o composto 20k (0.052 g,
0.120 mmol, 36%) como um éleo amarelo claro.

'H RMN (400 MHz, CDCls3): 6 = 1.45 (s, 9H, CH3 Boc), 2.74-2.78 (m, 2H, CH>), 3.37-3.53
(m, 2H, CH>), 3.69 (s, 3H, COOCH3), 4.57-4.60 (m, 4H, 20CH>CHCH), 5.25-5.28 (m, 2H,
20CH2CHCHz), 5.38-5.44 (m, 2H, 20CH2CHCHz), 5.85 (s largo, 1H, NH), 6.02-6.12 (m, 2H,
20CH,CHCH,), 6.70-6.74 (m, 3H, ArH + BCH), 6.82-6.85 (m, 1H, ArH), 7.19 (d, J = 12.8 Hz,
1H, NH) ppm.
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