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“Para ser grande, sé inteiro: nada
Teu exagera ou exclui.
Sé todo em cada coisa. PGe quanto és
No minimo que fazes.
Assim em cada lago a lua toda

’

Brilha, porque alta vive.’

Ricardo Reis in “Odes”, 1933

“I have not failed. I've just found 10,000 ways that won’t work.”

Thomas Edison
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Resumo

A cernumidina ¢ um produto natural presente na planta Solanum cernuum Vell.
Biologicamente, tem atividade inibitoria da producdo de interleuguina-8 nas células HT-29 do
carcinoma do c6lon. Quimicamente, a cernumidina é uma condensacdo entre o acido isoferdlico
e um nucleo 2-aminopirrolidin-1-il carboxamidina, cuja sintese ndo se encontra reportada na

literatura.

Nesta tese, planeou-se uma sintese para a cernumidina e analogos que tem como material de
partida a L-arginina. Iniciou-se pela derivatizacdo da L-arginina na posi¢do N formando uma
amida. De seguida, faz-se a descarboxilacdo oxidativa do derivado. Este passo é crucial uma vez
que resulta na formacdo de um ido aciliminio que é capturado intramolecularmente pela

guanidina, formando o nicleo carboxamidina.

A derivatizacdo da L-arginina com um acido passou pela adi¢do direta do cloreto de acido
respetivo, ativacdo do &cido formando um cloreto de &cido ou com recurso a reagentes de
acoplamento. Os melhores rendimentos foram obtidos no método de ativagéo do acido através da
formacéo do respetivo cloreto de &cido.

A descarboxila¢do oxidativa dos derivados com diacetoxiiodobenzeno/l, provou ser muito
pouco eficiente uma vez que os rendimentos obtidos foram baixos, exceto quando o solvente
usado foi DCM/ACcOH 1:3 (59%). A descarboxilagdo oxidativa com AgNOs/(NH.).S>0s € CuSO4
permitiu obter bons rendimentos. Contudo, este método é limitado apenas a substratos
benzoilados, sendo que s se obtiveram dois produtos. A adi¢do antecipada do Cu(ll) ao derivado

e s6 depois do par AgNO3/(NH4)2S,0s mostrou-se relevante para a eficacia da reacao.

As tentativas de se obter preferencialmente um dos enantiémeros do produto pela adigéo de
ligando quirais na reacdo de descarboxilacdo oxidativa foram fracassadas uma vez que estes foram
destruidos pelas fortes condigdes oxidantes da reacdo. A formacao de sais diaestereoisoméricos e
uso de sais de itérbio e eurdpio para a resolugdo da mistura também ndo produziram resultados

positivos.

Palavras chave: cernumidina; carboxamidina; L-arginina; descarboxilacdo oxidativa;

aciliminio; Ag(ll); peroxidissulfato.






Abstract

Cernumidine is a natural product present in the plant Solanum cernuum Vell. Biologically,
it has inhibitory activity in the production of interleukine-8 in the HT-29 colon carcinoma cells.
Chemically, cernumidine is a condensation between isoferulic acid and a 2-aminopirrolidin-1-il

carboxamidine core, whose synthesis is not yet reported in literature.

In this thesis, a synthesis for cernumidine was planned, starting from L-arginine. It starts by
derivatizing arginine at the N“ giving an amide. Next, an oxidative decarboxylation of the
derivative takes place. This is a crucial step since it generates an acyliminium ion which is trapped

intramolecularly by guanidine, giving the carboxamidine core.

The derivatization of L-arginine was achieved by direct addition of the acyl chloride,
activation of the acid to obtain the respective acyl chloride or reacting the acid with coupling
reagents. The best yields were obtained when the activation of the acid through acyl chloride

formation was employed.

The oxidative decarboxylation of the arginine derivatives with diacetoxyiodobenzene/l,
proved to be inefficient since the yields obtained were low, except when the solvent used was
DCM/ACOH (1:3) (59%). The oxidative decarboxylation with AgNO3/(NH,).S;0s and CuSQO4
gave the product in good yields. However, this method is limited to only benzoylated substrates,
given only two products were obtained. The addition of Cu(ll) to the derivative prior to

AgNO3/(NH4)2S20s showed to be relevant for the reaction’s efficiency.

Attempts to obtain predominantly one of the enantiomers of the product by adding chiral
ligands to the oxidative decarboxylation reaction were unsuccessful since these were destroyed
by the strongly oxidant conditions of the reaction. The formation of diastereoisomeric salts and

the use of ytterbium and europium salts for the resolution of the mixture also were unsuccessful.

Keywords: cernumidine; carboxamidine; L-arginine; oxidative decarboxylation;

acyliminium; Ag(Il); peroxydisulfate.
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I. Introducao

1.1. Produtos Naturais e o desenvolvimento de farmacos

As plantas e produtos derivados sdo usados, desde os primordios da humanidade, como meio
de tratamento para as mais variadas enfermidades que afetam a espécie humana. Por volta do
inicio do século XX, com o0s avancos da ciéncia, surgiu a ideia de que os efeitos fisioldgicos dos
extratos das plantas eram o resultado de interacGes especificas de moléculas que compunham os
extratos com os alvos bioldgicos. Isto levou a que se procurasse isolar e identificar esses
compostos e produzi-los sinteticamente em vez de utilizar o extrato.’® Temos o exemplo dos
alcaloides Cinchona em que o extrato da planta era utilizado pelos antigos para curar a maléria e
s6 mais tarde se descobriu que a molécula responsavel por esse efeito era a quinina.* Outro
exemplo é a descoberta da penicilina e do seu poder antibiético, que suscitou o interesse pelas
beta-lactamas e, por outro lado, levou a um aumento da investigacdo dos microrganismos na

procura de compostos com potencial interesse bioldgico.?

Os produtos naturais tm enorme relevancia para a industria farmacéutica, sendo uma
importante fonte de estruturas moleculares que podem ser farmacos por si s6 ou servir de base
para a sintese de novos farmacos. Além do mais, a complexidade intrinseca dos organismos
permite a descoberta e obtencdo de produtos naturais quimica e estruturalmente singulares e
complexos, que sdo muito dificeis, sendo mesmo impossiveis, de obter de forma estritamente

sintética. E o caso do paclitaxel.?®

Newman e Cragg, no seu artigo de revisdo de 2016, fazem uma anélise detalhada da
relevancia dos produtos naturais na origem de novos farmacos no periodo de 1984 a 2014. Cerca
de um ter¢o de todos os farmacos aprovados classificados como “moléculas pequenas”, neste
periodo, sdo produtos naturais, derivados de produtos naturais ou sintéticos mas com um
farmacdéforo natural. Em 2014, 11 (25%) das 44 moléculas pequenas aprovadas como farmacos

inserem-se nas categorias referidas (Figura 1.1).
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N S/NM HS* HS*/NM

Figura 1.1 Numero de fArmacos “moléculas pequenas” aprovados por ano de 1981 a 2014. “N” séo produtos naturais
inalterados; “NB” s@o “farmacos botanicos”, isto ¢, sdo um conjunto de moléculas que atuam sinergicamente como se
se tratasse do extrato natural da origem; “ND” sdo derivados de produtos naturais; “S” sdo farmacos totalmente
sintéticos, sem uma origem natural; “S/NM” sdo sintéticos que mimetizam o ligando natural; “S*” sdo farmacos
sintéticos mas com um farmacéforo natural; “S*/NM” sdo sintéticos com farmac6foro natural e mimetizam o ligando
natural. Estas designagdes foram atribuidas pelos autores. A figura é uma reproducédo do artigo de 2016 de Newman e
Cragg “Natural Products as Sources of New Drugs from 1981 to 2014”6

Desde 1990, tem-se verificado um declinio no nimero de farmacos baseados em produtos
naturais. Isto deve-se a preferéncia das industrias farmacéuticas pelo High-Throughput Screening
(HTS) de bibliotecas de compostos sintéticos em detrimento de derivados naturais, apesar destes
terem uma taxa de sucesso superior no HTS (cerca de 0,3% contra <0,001% das bibliotecas de

compostos sintéticos).”

Contudo, nos ultimos anos parece existir um ressurgimento do interesse pela investigagdo
dos produtos naturais na medida em que estes proporcionam estruturas tridimensionais Unicas,
como ja foi referido. Também a integracdo de vérias areas de estudo como metaboldmica,
protedmica, genémica, quimica computacional e bioquimica podem permitir maior sucesso na
descoberta de compostos farmacologicamente relevantes a partir de produtos naturais, dado que
estes, obviamente, interagem naturalmente com proteinas, que constituem a maioria dos alvos

biolégicos.1> "8

Desta forma, as plantas e os produtos naturais tém, por um lado, um papel importante na
indastria farmacéutica e na descoberta de novos farmacos, por outro, na medicina tradicional,
nomeadamente em paises em desenvolvimento onde o acesso as tecnologias médicas e
farmacéuticas é mais limitado. As populacdes recorrem aos extratos de plantas a fim de encontrar

a cura para as doengas. De facto, um estudo de Cragg et al.® refere que aproximadamente 65%

4



da populagdo mundial recorre as medicinas tradicionais a base de plantas como cuidado priméario

de saude.

Uma dessas plantas é a Solanum cernuum Vell., usada na medicina tradicional do Brasil. E
usada para tratamento de Ulceras gastricas, lesdes hepéticas, perturbacdes na pele, como agente
anti-tumoral, depurativo, diurético, anti-hemorragico e anti-blenorreico. Uma infuséo das folhas
também pode ser usada para tratar desordens do foro cardiaco, como arritmias.® Um estudo mais
recente mostrou que a planta tem também propriedades antioxidantes e anti-genotéxicas.!* Em
2011, Lopes e colaboradores isolaram e caracterizaram dois compostos a partir do extrato
hidroalcodlico (95% etanol) de folhas secas desta planta, a cernumidina e a isocernumidina
(Figura 1.2).12 Estas duas moléculas sdo isémeros estruturais na dupla ligacédo, sendo o isémero
E a cernumidina e o isébmero Z a isocernumidina. Estas moléculas possuem um nucleo 2-
aminopirrolidin-1-il-carboxamidina (Figura 2 a vermelho) condensado com o isémero E ou Z do
acido 3-(3-hidroxi-4-metoxifenil) propendico (isoferdlico). O fator que despertou o interesse
nestas moléculas foi o nicleo carboxamidina cuja sintese ndo esta reportada na literatura.
Biologicamente, Lopes et al. estudaram os efeitos antibidticos, anti-neoplasicos e anti-
inflamatdrios das cernumidinas. Nos dois primeiros os resultados sdo negligiveis para os
microrganismos e linhas celulares estudadas, respetivamente. No ultimo, concluiram que a
cernumidina (isomero E) é um inibidor da producéo de interleuquina-8 (IL-8) nas células HT-29
do carcinoma do cdlon.*> A IL-8 é produzida naturalmente em varios tipos de células do
organismo e a sua atividade esta normalmente relacionada com quimiotaxia, angiogénese e o
processo inflamatério mas também é produzida em certos tipos de cancros do sistema
gastrointestinal, entre os quais o carcinoma do célon. Brew et al.™® investigaram a funcéo da IL-
8 nas células HT-29 e obtiveram dados que apontam para atuacdo da IL-8 como um fator de
crescimento autdcrino destas células. Estudos mais recentes apontam também para uma relagdo
entre a producdo de IL-8 e 0 processo metastatico e a sobrevivéncia celular.'*'® Todas estas

informagdes conferem relevancia ndo so sintética, como também bioldgica a cernumidina.
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Figura 1.2 Estruturas da cernumidina e isocernumidina. O nucleo 2-aminopirrolidin-1-il carboxamidina esta destacado
a vemelho.



1.2. Abordagens sintéticas a formacédo do nacleo amino-pirrolidina

Lopes et al.’? sugerem uma via biossintética (apesar de ndo consubstanciada em estudos)
para a obtencdo do nucleo 2-aminopirrolidin-1-il carboxamidina e, por conseguinte, ambas as
cernumidinas. Neste, 0 aminoacido L-arginina é descarboxilado, originando agmatina. Depois, 0s
autores sugerem uma oxidacdo da agmatina a 4-guanidilbutilimina, seguido da ciclizacdo
intramolecular que da origem ao nucleo referido. Finalmente, este nicleo é estabilizado na amina
da posicdo 2 com um tioéster do isémero E ou Z do 4cido isoferulico, na forma de (E/Z)-

isoferuloil-CoA, gue se sabe estar envolvido na sintese natural de amidas (Figura 1.3).

Vias metabdlicas Vias metabdlicas
alternativas alternativas
A A
Descarboxilagdo /IUI\ Oxidagdo
H,N™ "N OH =~ H,N~ N~ H,N H/\q
H NH, H NH, NH
L-Arginina Agmatina H

o) OMe
Ciclizacdo QN H2

IL\NHZ ( QNH Cernumidina (E/Z)
)\ NH

HN Isoferuloil-CoA

2-aminopirrolidin-1-il HN 2
carboxamidina

Figura 1.3 Via metabodlica para a sintese da cernumidina, proposta por Lopes et al.*2

Como ja foi dito anteriormente, ndo foi até a0 momento possivel descortinar na literatura
uma sintese para o nucleo 2-aminopirrolidin-1-il carboxamidina (Figura 2 a vermelho). Contudo,
existem processos descritos de sinteses para nicleos semelhantes. Ascenzi et al.'® reportam a
sintese bioldgica do hemiaminal 2-hidroxopirrolidin-1-il carboxamidina a partir de agmatina
recorrendo a aminoxidase contendo cobre de Pisum sativum L. num processo de desaminagao
oxidativa. Neste processo o 4-guanidinobutiraldeido resultante da desaminacdo cicliza
intramolecularmente com o ataque da guanidina ao aldeido, dando origem ao produto hemiaminal
(Figura 1.4).

NH [ — H " o

-

— N
H,N oA SRy — N
2N NH, NN N, J=NH
H H H.N

Agmatina " 4-Guanidinobutiraldeido 2-Hidroxopirrolidin-1-il
carbexamidina

Figura 1.4 Sintese biolégica do ndcleo 2-hidroxopirrolidin-1-il carboxamidina proposta por Ascenzi et al.*6 A agmatina
sofre desaminagdo oxidativa pela aminoxidase contendo cobre e o aldeido resultante cicliza intramolecularmente.



Boto et al.}” desenvolveram um processo que visa a descarboxilacdo oxidativa de um
derivado metilcarbamato da L-ornitina, seguido de ciclizacdo intramolecular, originando um
nucleo 2-aminopirrolidina derivatizado na forma de carbamato. Ocorre a formacdo de um
intermediario aciliminio que € armadilhado numa reacdo intramolecular formando o produto
ciclico (Figura 1.5).

NHCO,Me
DIB/L, NHCO,Me
0 2:0.5 . NCO,Me
), -
OH  CIhCh ("'NHCOZMe H* NHCO,Me

NHCO,Me

L-ornitina derivatizada

Figura 1.5 Reagdo de descarboxilagdo oxidativa desenvolvida por Boto et al.*’

Silva et al.’® em 2019 estudaram a via biossintética para a obtencdo de cambrescinas,
alcaloides naturais obtidos de esponjas marinhas. A partir dai, desenvolveram uma sintese
biomimética que parte da L-arginina, por esta conter o grupo guanidina na sua estrutura. Por
descarboxilacdo oxidativa e ciclizagdo deste aminoacido obtém in situ um ido pirrdlio altamente
reativo, que depois usam para obtengdo de um nucleo 1-aminopirrolo[1,2-c]pirimidina (Figura
1.6).

Nucleo 1-aminopirrolo[1,2-c]pirimidina

o
R NH,
H
. =
o AP C +%““ HO” o N~ N
H,N~ "N H N
H NH l 7" M, YOR
2 co,
H,0 HO o]
L-Arginina NH, 130 pirrdlio Nucleo das cambrescinas

Figura 1.6 Sintese biomimética para a sintese do ntcleo geral das cambrescinas a partir da L-arginina. A azul, ntcleo
1-amino[1,2-c]pirimidina.

Assim, nesta tese podemos destacar dois objetivos principais, o desenvolvimento de uma
metodologia que permita a sintese do ndcleo 2-aminopirrolidin-1-il carboxamidina e em segundo
lugar a aplicacdo do método na sintese e caracterizacdo da cernumidina e andlogos. Para tal ira

recorrer-se ao aminodcido L-arginina numa abordagem biomimética a formacao da cernumidina.



1.3. L-arginina

A L-arginina (Arg ou R) é um aminoacido proteinogénico, classificado como aminoéacido
semi-essencial, o que significa que somos capazes de o sintetizar mas, para satisfazer as nossas
necessidades fisioldgicas, temos de o consumir na dieta. No corpo humano a L-arginina € um
importante mediador do ciclo da ureia e é o substrato da enzima sintase do éxido nitrico, sendo
gue este ultimo desempenha um papel na regulacao da pressdo arterial, na resposta imunoldgica
e como relaxante muscular. Por estas razGes, mas também por melhorar o desempenho fisico e
sexual, este aminoacido também ganhou bastante popularidade no mundo do fitness como
suplemento. Estruturalmente, contém uma cadeia lateral com um grupo guanidina na posicao o

ao acido carboxilico, com um pKa de 13,8 que lhe confere um carater muito basico.**2?

A riqueza de grupos funcionais presentes nos L-amino&cidos e a presenca inerente de centros
assimétricos tornam-nos excelentes precursores de uma enorme variedade de moléculas, como
por exemplo os neuropéptidos e hormonas peptidicas, como a insulina, a vasopressina e a
oxitocina® (Figura 1.7), o adocante sintético L-aspartame®* (Figura 1.7) e um sem nimero de
outras moléculas, naturais ou sintéticas, provenientes das mais variadas fontes que podem ser
usadas com diferentes fins, como é o exemplo do antiviral ritonavir® que contém uma cadeia
peptidica, das penicilinas® (Figura 1.7) que sdo a condensacéo entre dois aminoacidos, e também
da cernumidina®? (Figura 1.2). Santos et al.?® referem alguns exemplos de dipéptidos e
tripéptidos, de origem natural ou sintética, e a sua funcdo no organismo. E o caso do dipéptido

natural lle-Tyr que reduz a presséo arterial?’.

0 NH, O

© \[H\/H\OH

0

/

L-Aspartame

0//'\0}1

Oxitocina Penicilina G

Figura 1.7 Estruturas de alguns derivados de aminoécidos.



1.4. A formacéao de amidas

Como jé foi referido, a arginina forma ligacdes peptidicas com outros aminoacidos e como
tal estd presente nas proteinas. A ligacdo peptidica é uma amida que resulta da reacdo entre o
grupo acido carboxilico de um aminoacido com o grupo amina de outro. Naturalmente, a sintese
de amidas ocorre com recurso a enzimas. Sinteticamente, os quimicos tém de recorrer a métodos
mais agressivos para conseguirem vencer a barreira termodindmica associada a formacao de
amidas. Tradicionalmente, a sintese de amidas passa pela acilacdo de uma amina com um acido
carboxilico ativado, que também se aplica quando falamos de sintese de péptidos em fase solida

(SPPS), o método padréo para fazer péptidos.?

Os acidos carboxilicos sdo moléculas pouco reativas, muito estabilizadas pela conjugacao
entre 0s &tomos de oxigénio e por terem um mau grupo de saida, o0 OH". Como tal, tém de ser
convertidos em moléculas mais reativas. Estamos a falar dos cloretos de acilo, dos anidridos ou

dos ésteres ativados.?%3!

A conversdo de acidos carboxilicos em cloretos de acilo faz-se usando cloreto de tionilo,

SOCI, (Figura 1.8), pentacloreto de fosforo, PCls, ou cloreto de oxaloilo, (COCI),.%

H—Cl
M (. H
oy 07 N g oH -l o k¢l
R N Ry P .t .
I/S\CI R)\O/S<\' RJI\O/S\\‘O /S\\‘"O R/N\

c
o S\
R LOH ¢ 0 RKO CIo/\o
cr

0
J\ + S0, + Hcl
R cl

Figura 1.8 Mecanismo de converséo de um acido carboxilico num cloreto de acilo com SOCI2

A reacgdo do cloreto de &cido com a amina necessita de uma base como sequestrador do HCI
que se forma durante a reacdo para evitar a protonacgéo da amina, tornando-a néo reativa (Figura
1.9).%

o} (o]
( ) Rl H*JI\ Rl )L
RI\\-- —_— \N RZ —_— \N R2 + B.HCI
2
NH, q/‘ R ’) H
HE N
B:

Figura 1.9 Mecanismo de acilagdo de amida com cloreto de acilo.
A ativacdo de &cidos carboxilicos com recurso a reagentes de acoplamento é outro método
muito utilizado. Estes reagentes formam intermediarios reativos dos &cidos carboxilicos,

nomeadamente na forma de anidridos mistos, na reacdo com carbodiimidas, ou na reacdo com

acilimidazoles como o 1,1 carbonildiimidazole (CDI).?
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No caso das carbodiimidas, a primeira a ser introduzida, e ainda muito utilizada atualmente,
foi a diciclohexilcarbodiimida (DCC) por Sheehan e colaboradores em 1955. Outros exemplos
mais recentes sdo a diisopropilcarbodiimida (DIC) e 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDC) conhecida por ser hidrossoltvel, assim como a ureia correspondente.®*34 O mecanismo da

reacdo de um acido carboxilico com uma carbodiimida esta na Figura 1.10 assim como as rea¢Ges

DCC DIC EDC
RZ
% 0 H 0 HNT
RZ/ ‘\‘c - RZ _— RZ/ \\H}c “ RZ B —— S Rz
~
R SOH =N R Sor— " N7 R ™o N~
O-acilureia

3
_R

Rl

Amida

H N
? S N\
N
\ Z~N
N N \
N OH

1-hidroxi-1H-benzotriazole (HOBt) 1-hidroxi-7-azabenzotriazole (HOAt)

Figura 1.10 Estruturas das carbodiimidas DCC, DIC e EDC em cima. Ao centro, mecanismo da reacdo de formacdo de amida com
DCC (R%=ciclohexil). Pode também ser usado um aditivo apds a formacdo da O-acilureia, o NHS por exemplo. O mecanismo para 0s
derivados do benzotriazole sdo semelhantes. Em baixo, estruturas do HOBt e HOAL, que podem ser utilizados com a mesma funcéo da
NHS.
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secundarias e as estruturas da DCC, DIC e EDC. A reac¢do com as carbodiimidas forma uma O-
acilureia reativa. O ataque da amina origina a amida pretendida e um produto secundario, a ureia
respetiva, que no caso de se usar DCC ¢ a diciclohexilureia (DCU). Outros produtos que se podem
formar sdo uma N-acilureia ou o anidrido do &cido, que ainda pode formar a amida (seriam

precisos 2 eq de acido para se ter uma reagdo completa).

A reagdo com carbodiimidas costuma ser acompanhada de outros reagentes que formam um
intermediério reativo, mas mais estavel do que a O-acilureia. E o caso da N-hidroxisuccinimida
(NHS)¥® e o 1-hidroxi-1H-benzotriazole (HOBt) e derivados, inicialmente introduzidos por
Koenig e Geiger em 1970.% Carpino et al. em 1994% reportaram o 1-hidroxi-7-azabenzotriazole
(HOALt) como um aditivo mais eficiente que o HOBL. Estes aditivos formam um éster com o &cido
carboxilico, libertando a ureia. Como sdo bons grupos de saida, o éster formado é reativo e forma

facilmente uma amida na presencga de uma amina (Figura 1.10).

No caso do CDI, este funciona numa logica semelhante ao das carbodiimidas, ou seja,
ativando o &cido carboxilico formando um aduto com um bom grupo de saida, o imidazole mais
concretamente. Na reagdo com o CDI comeca por formar-se um anidrido misto, que é hidrolisado
rapidamente pela molécula de imidazole libertada no passo anterior, formando um imidazolido,
com reatividade comparavel a de um cloreto de acilo. Nesta reacdo libertam-se imidazole e CO..
O imidazolido é depois atacado pela amina, originando a amida pretendida e imidazole.*” O

mecanismo encontra-se na Figura 1.11.
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</ j N N
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E—— RIJJ\N/\N + <H | L Rl N/R2 + (j
\/ w© N
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Figura 1.11 Mecanismo da reacéo de ativacdo do acido carboxilico com CDI e formagéo de amida.

Os métodos anteriormente descritos estdo bem implementados e estudados no mundo da

sintese organica. Contudo, ao olharmos para estes procedimentos percebemos que a quantidade
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de reagentes usada para a quantidade de produtos produzida é muito elevada, existindo uma
grande producdo de produtos secundarios, logo uma economia atdbmica muito baixa. Como tal, a
guimica organica em conjunto com a quimica sustentavel viram-se perante a necessidade de

encontrar alternativas mais eficientes, como ja foi referido por alguns cientistas.%

Atualmente, os métodos mais sustentaveis para a formagdo de amidas incluem o uso de
catalisadores. Ishihara et al. em 1996 apresentaram os primeiros catalisadores baseados em
derivados do acido bordnico.*’ Bode e Sohn,* Vora e Rovis*? e Chiang et al.*® reportaram o uso
de carbenos N-heterociclicos para a sintese de amidas a partir de formilciclopropanos e aldeidos
o,B-insaturados,** a-hidroxienonas* e a-haloaldeidos e epoxialdeidos*® em 2007 (Bode e Chiang)
e 2009 (Vora). Gunanathan et al. em 2007 reportaram uma amidacao oxidativa em que acoplavam

um alcool e uma amina, com o auxilio de um catalisador de ruténio.*

Nesta tese, dado que a derivatizagdo da L-arginina ndo é um dos principais objetivos, vamos
cingir-nos aos metodos tradicionais da sintese de amidas, ou seja, o uso de cloretos de &cido e
reagentes de acoplamento.
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1.5. Descarboxilagdo oxidativa de aminoacidos

Na reacdo de descarboxilagdo oxidativa de aminoacidos tal como o nome indica, pretende-
se remover o grupo carboxilo da arginina e liberta-lo na forma de CO e a0 mesmo tempo oxidar
a amina resultante a imina. Num sistema biolégico, esta reacdo, provavelmente, seria realizada
em dois passos. Primeiro, a descarboxilagdo com a arginina descarboxilase, que formaria
agmatina. Segundo, oxidacdo da agmatina a imina, possivelmente por uma monoamina oxidase

(Figura 1.12). Esta imina poderia formar outros produtos, posteriormente.16:1%4°

ADC MOA - -
H,N N OH H,N N H,N N e
, N , H/\/\NH ) H/\/\Ill\m
NH, COZ 2 H*
H+
L-Arginina Agmatina 1-(4-iminobutil)guanidina

Figura 1.12 Descarboxilagdo oxidativa de L-arginina nos sistemas biol6gicos. ADC — Arginina descarboxilase. MOA
— Monoamina oxidase. Este mecanismo é apenas plausivel, uma vez que na literatura ndo se encontra nenhuma
referéncia & existéncia deste mecanismo.

A descarboxilagdo oxidativa em sintese é uma reacdo amplamente estudada e explorada.
Existe uma enorme pandplia de métodos aplicada a uma gama muito variada de substratos. Uma
pesquisa por titulo “oxidative decarboxylation” na plataforma “Web of Science” oferece mais de
500 artigos. Nos préximos paragrafos vao ser focados alguns dos métodos que se aplicam a

descarboxilacdo de aminoéacidos e derivados.

Como ja foi referido num paragrafo anterior, Boto et al.*’, desenvolveram um método que
visa a descarboxilacdo oxidativa de aminoacidos num processo suave (Figura 1.5). Este processo
conta com o par de reagentes oxidantes, diacetoxiiodobenzeno/l, (DIB/I,). O DIB é um reagente
de iodo hipervalente, I(111) (Figura 1.13). Segundo os autores, este par oxidante forma um radical
alquilo no carbono « apds a remogdo de CO,. Por este radical se situar « ao azoto, ocorre nova
oxidacdo com formacdo de um ido iminio por deslocalizacdo do par ndo ligante do atomo de
azoto. Assim, a posi¢do «a torna-se altamente eletrofilica e pode reagir com nucledfilos. Esta
reacdo torna-se interessante do ponto de vista sintético visto que pode dar origem a uma gama
variada de produtos, dependendo do nucledfilo. Contudo, estava limitada a derivados acilados ou
carbamatos em N* de L-prolina, L-ornitina e acido L-glutdmico, sendo que nestes dois Gltimos
obtiveram o produto de ciclizagdo intramolecular, resultado da captura do ido aciliminio pelo
nucledfilo da cadeia lateral (Figura 1.13 b) e ¢)). Nos casos em que usaram L-prolina, o ido foi
capturado por &gua ou metanol, formando um hemiaminal e uma metoxipirrolidina,

respetivamente (Figura 1.13 a)).

14



I
AcO” “OAc

a) DIB
0. R o. R o. R o. R

DIB/l, \]/ Y Nuc

Nt ———
A

N._..COOH ) N._.
; / co, \ / \ /

R = t-Butil; Ph; OPh; OMe

N
g”“c Nuc = H,0; MeOH

L-Prolina
b) c)
OYOMe O\T/OME O,H
(o)
NH .o N O,H o] NHCO,Me
2 NHCO,Me
NHCOM (_7/ NHCO,Me
,Me
L-Ornitina 89% Acido L-glutdmico 66%

Figura 1.13 Trabalho desenvolvido por Boto et al.»® As reacGes foram feitas com 2 eq de DIB e 0,5 eq de 2. Os
melhores resultados foram obtidos tendo diclorometano ou acetonitrilo como solvente. a) ReagBes com L-prolina. b)
Reacdo com L-ornitina em que ocorreu cicliza¢do intramolecular. ¢) Reagdo com &cido L-glutdmico em que ocorreu
ciclizacdo intramolecular.

Aplicaram também esta reacdo a sintese de derivados 2,3-substituidos (mono ou di),
derivados f-halogenados que podem ser usados para produzir pirrolidinas substituidas, usaram
também nucleéfilos de carbono para reagir com o iminio, estudaram a estereosseletividade deste
método e aplicaram-no a sintese da coniina, 0 componente ativo do veneno de cicuta (Conium

maculatum).46-48

Wang et al.*® combinaram este processo desenvolvido por Boto com uma reagdo de Friedel-
Crafts em que usaram anéis aromaticos (derivados de benzeno, furano, tiofeno, entre outros) como
nucleofilos para reagir com o ido aciliminio formado apds descarboxilagdo oxidativa de um

derivado de 2-fenilglicina.

Akamanchi et al.®® em 2011, usaram outro reagente de iodo hipervalente, o acido o-
iodoxibenzdico (AIB) em que o iodo esta no estado de oxidagdo +5, para descarboxilarem
aminoacidos para os nitrilos correspondentes em solugdo aquosa de amonia, com rendimentos
entre 70 a 90% e tempos de reacdo de 1 h, aproximadamente, dependendo do aminoacido (Figura
1.14).

Outros métodos para a descarboxilacdo de aminoécidos incluem o uso de hipohalogenetos,

como hipoclorito e hipobromito.
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Figura 1.14 Mecanismo de descarboxnagao oxidativa proposto por Akamanchi et al.*° O produto lateral de I(I11) pode
ser reoxidado a (V) e reutilizado.

De Vos et al.t em 2015, desenvolveram um catalisador de peroxotungstato [W(0).0,]?%,
num suporte de duplo hidroxido em camadas (Figura 1.15). Este catalisador na presenga de H.O>
oxida Br-in situ a Br*. Este Ultimo é responsavel pela descarboxilagdo oxidativa de aminoacidos
a nitrilos. O grupo de De Vos aplicou este sistema & descarboxilacdo de muitos aminoacidos,
incluindo L-arginina, com rendimentos na ordem dos 90%. As reacGes foram feitas em agua ou
misturas de dgua e metanol. Aplicaram-no também a hidrolise do glaten de trigo, como forma de
valorizar um produto gque de outra forma era um residuo da inddstria agroalimentar, obtendo 92%
de conversdo total dos aminoacidos presentes no gltiten em nitrilos. Estes podem ser usados como
reagentes em sintese, posteriormente. Neste artigo, o grupo também propde um mecanismo para

a descarboxilagéo oxidativa com hipobromito (Figura 1.16).

~
//\@ +CO,+2H,0

+ [NiALOH)] + + + @+
(CO,? I NOy X CO,*XCO,* &

* [Ni1-xA|x(0H)2] E

Figura 1.15 Catalisador de peroxotungstato desenvolvido e utilizado por Claes e colaboradores. A figura é uma
reproducéo de Claes et al.>°
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Figura 1.16 Mecanismo proposto para a descarboxilacdo oxidativa por Claes et al.®
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O mesmo grupo de investigacdo desenvolveu em 2014 um método de descarboxilagdo com
hipobromito em que este é gerado electroquimicamente no anodo a partir de NH4Br.>2 Os produtos
formados séo os nitrilos correspondentes, ou aminas e amidas em alguns casos, CO2 e Ha, formado
no catodo (Figura 1.17). As reacdes foram conduzidas numa mistura de metanol/agua 13:1 e

otimizadas, com rendimentos na ordem dos 90%.

2 Br 2 H,

Anodo H,0 Catodo

Figura 1.17 Esquema da descarboxilacdo oxidativa de aminocidos com OBr- gerado eletroquimicamente para a
obtengéo dos nitrilos correspondentes.>

Laval e Golding®® publicaram em 2003 uma descarboxilacéo oxidativa de aminoéacidos que

recorria a N-bromosuccinimida (NBS) para obter nitrilos.

Um conjunto de reagentes muito usados em descarboxilagdo de acidos é o par
prata(l)/peroxidissulfato (Ag(1)/S:0s%). Este foi aplicado pela primeira vez a aminoacidos por
Stewart et al.>* em 1966. Os produtos obtidos apés descarboxilagdo foram aldeidos. Os autores
também mostraram que o par mencionado pode oxidar aminas alifaticas, primarias e secundarias,

obtendo-se iminas e os respetivos aldeidos.

Anderson e Kochi®® estudaram a cinética e 0 mecanismo da reacdo de descarboxilacéo
oxidativa e concluiram que esta se deve a geragdo in situ de um ido metaestavel de Ag(ll) pelo
S,0s%, que tem um potencial de redugdo muito elevado em &gua (E°= 2,01 V).%® A Ag(ll) gera
um radical aciléxilo que se decompde num radical alquilo e CO,. Este radical é depois oxidado
por Ag(ll) ou por transferéncia de hidrogénio para o solvente. Os autores estudaram também o
efeito sinérgico do Cu(ll). Este atua como um cocatalisador que facilita a oxidagdo do radical
alquilo a um alceno ou alcool. O Cu(l) formado é reoxidado a Cu(ll) pelo radical sulfato ou outro
dos oxidantes presentes. De facto, Anderson e Kochi verificaram que, na auséncia de Cu(ll), o
produto maioritario da reacdo era o alcano correspondente e CO; e, na presenca de Cu(ll), o
produto maioritario era um alceno e CO, (Figura 1.18). Estes resultados foram corroborados por
Fristad et al.®®, que também mostraram que, na presenca de Cu(ll), radicais alquilos secundarios
podem originar alcenos ou alcoois e radicais alquilo terciarios geram exclusivamente alcoois. Os
resultados dos autores®~°% sugerem que a obtencdo de produtos de dupla oxidagdo também é
possivel, dado que obtiveram cetonas e aldeidos. Fristad et al.®® destacam as vantagens deste
método, dado que o peroxidissulfato é barato, usa-se uma quantidade catalitica de prata e cobre e

as reacOes podem ser feitas em agua e a temperatura ambiente ou moderada.
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Cetona e Aldeido

[0]
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R(-H) + ROH + H* + Cu(l)
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) . . HX .
S0, +50, " Ag(n) RCOO ﬁb R ——® RH+X Alcano
COo, +H*

Figura 1.18 Mecanismo de descarboxilagdo oxidativa de acidos carboxilicos alifaticos por Ag(1)/S20s%, proposta por
Anderson e Kochi.>* HX ¢ a transferéncia de H que pode ocorrer com o solvente, formando o alcano. Os alcoois
formados podem ser oxidados pelos oxidantes [O] presentes na mistura reacional (Ag(ll), SO4, etc.)>*%

Como foi dito anteriormente, o ido0 Ag?* é metaestavel e gerado in situ, contudo é possivel
isola-lo quando se usam ligandos aromaticos nitrogenados, como o acido picolinico, formando o
sal picolinato de prata (11), Ag(pic).. O 6xido de prata (1) também é um sal estavel.>*%" Os
trabalhos de Clarke et al.>” e Silverman e Zelechonok®® ajudaram a elucidar os mecanismos da
reacdo de descarboxilagdo oxidativa com aminoacidos. Os segundos autores concluiram que a
descarboxilagdo com Ag(pic). procede por um mecanismo diferente da mesma reacdo usando
Ag(1)/S:0¢*. Quando se usa Ag(pic). a reacdo procede por um mecanismo concertado,
corroborando a proposta de Clarke et al.*” e quando se usa Ag(1)/S.0s* tem-se a formagéo de um

radical na posi¢do a-amino (Figura 1.19).

Mecanismo de descarboxila¢do oxidativa com Ag(pic),

o
. R
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NH,* +H2N\(:Ag++ 2 o
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H,0 R~ “H
Mecanismo de descarboxilagdo oxidativa com Ag(1)/S,0,>
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Figura 1.19 Mecanismos de descarboxilagdo oxidativa com Ag(pic)z2 e Ag(1)/S20s%, respetivamente, propostos por
Silverman e Zelechonok.5” A Ag° formada no primeiro mecanismo é reoxidada a Ag(l) pela Ag(pic)2 em solugéo. [O]
pode ser Ag?* ou o radical SO4.

Mais recentemente, em 2008, Huang et al.>® aplicaram o método de Ag(1)/S:0s*/Cu(ll) a
descarboxilacdo oxidativa de aminoacidos N-acilados para obterem imidas. No seu trabalho
debateram-se com o facto de ocorrer uma reacdo paralela, uma clivagem oxidativa do produto de
hidroélise do ido aciliminio, formado ap6s descarboxilagdo (Figura 1.20). Esta clivagem oxidativa

gera um aldeido da cadeia lateral do aminoacido e a amida do grupo de protecdo.®® Ao
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introduzirem Cu(ll) na reagdo conseguiram obter a imida, demonstrando que o cobre tem um

papel importante na rea¢do. Contudo, esta reacdo contém varias limitagdes ao nivel de substratos.

O mesmo grupo alcangou a sintese de N-acil-N’-formil aminais reagindo o ido aciliminio

com formamida.5!

5,08  S0,2+50,”

<

| SO

OH ;_4. ) L./_.
vy v

RZ O

RZ

R3 504_. 50427

I
Oxidagao
—_—
R? NAO
R2
Clivagem 0

oxidativa 0
R SS S |

RY “NH

Figura 1.20 Mecanismo proposto por Huang et al.>®

R3 o o R
RlJ\N"/J : RlJ\NJ\OH
R? R?

Tendo os conteddos da introducdo em mente, nesta tese destacam-se dois principais

objetivos. Em primeiro, o desenvolvimento de uma metodologia para a sintese do ndcleo 2-

aminopirrolidin-1-il carboxamidina. Em segundo, a sintese da cernumidina A e anélogos.
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I1.Discussao de resultados

11.1. Preambulo

No grupo de investigacdo foram planeadas duas vias sintéticas para alcancar o nucleo 2-
aminopirrolidin-1-il-carboxamidina (Figura 1.2, assinalado a vermelho) presente na cernumidina
e que nunca tinha sido reportado na literatura. Uma tem como material de partida a L-prolina
envolvendo a descarboxilacdo a um ido iminio e posterior alquilagdo com nucledéfilos apropriados.
Outra abordagem, tentando mimetizar a via bioldgica tera como material de partida a L-arginina
gue apds N-derivatizacdo e descarboxilacdo ao intermediario iminio sofre ciclizacdo
intramolecular ao nucleo carboxamidina. O trabalho que consistiu o foco desta tese centra-se
exclusivamente na via biomimética (Figura 2.1). Parte-se da L-arginina (1) que é acilada em N*
ao composto 2 o qual sofre em seguida descarboxilacdo oxidativa, formando um intermediario
que cicliza por via intramolecular de maneira semelhante a processos descritos anteriormente, 6.1’

formando assim o nucleo 2-aminopirrolidin-1-il carboxamidina (3).

(o]

J\ Descarbomlagao &*R
Derlvatlzasao H,N oxldatwa O—NH
N
)\ NH,

0 HN
L-Arginina (1) (2) (3)

Figura 2.1 Plano de sintese biomimética para o ntcleo 2-aminopirrolidin-1-il carboxamidina e para a cernumidina.
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1.2. Reacdo de N“-derivatizacao de L-arginina

Na sintese planeada, o primeiro passo foi a derivatizacdo da L-arginina (1) em N®. Para tal
utilizaram-se varios reagentes, que estdo sumarizados na Tabela 2.1. Nesta reacdo, pretendia-se
formar uma amida ou um carbamato. Como tal, era necessario que ocorresse o ataque nucleofilico
da amina da L-arginina ao carbonilo do acido carboxilico do reagente de derivatizacdo. Como ja
foi dito no subcapitulo 1.4, a formacdo de amida é um processo termodinamicamente pouco
favorecido, devido a fraca reatividade dos acidos carboxilicos e como tal estes tém de ser tornados
mais reativos.?® Para o efeito, recorreu-se a um de dois processos, formacéo do cloreto de &cido
correspondente ou ativacdo do &cido carboxilico com reagentes de acoplamento, nomeadamente

DCC e CDI. Os resultados estdo sumarizados na Tabela 2.1.

Na Tabela 2.1 ndo foram indicados processos para a obtengdo de (2a) e (2g) porque o
reagente usado foi o cloreto de &cido comercial por isso as rea¢des foram feitas por adi¢ao direta
do cloreto de acido respetivo a L-arginina em solucéo aquosa basificada.

No caso dos reagentes de acoplamento, o CDI mostrou ser um reagente melhor que o DCC,
dados os resultados obtidos. O DCC é conhecido pela sua ureia correspondente, a DCU, ser
praticamente insolGvel em todos os solventes e, como tal, esta tem que ser filtrada apds a reagdo

com uma amina ou com um aditivo, como NHS.3

24



Tabela 2.1 Reagentes de derivatizacdo, respetivos produtos, melhores rendimentos obtidos nas reacdes de derivatizagéo de L-

arginina e o processo (cloreto de &cido ou reagente de acoplamento) com que se obteve esse rendimento.

Entrada Reagente de Arginina derivatizada Rendimento Processo
derivatizacio (4) (2) (%)
X
H,N H/V\‘/ﬁ\ou
1 a @j\d HN (a] 47 _
X
H,N N/\/\J\OH
" HN._ _O
2 b Qj\ OH 59 CDI
MeO
OMe
X
3 c @f\\\iou H,N H/\/\lil\ii/@ " Cl({ri.:to de
HN acido
(o]
X
“ HN N/V\I/mou OMe
4 d OH H 55 CDI
HN SNy
MeO !
H
5 e OH HZNJ\H/\/\IﬁOH 63 ClOl’EtO de
HN dcido
(o]
H
6 f o HZNJ\ﬁ/\/\rTLOH 81 Cloreto de
0 AN acido
T
H
o._ _« HZNJLN/\A{W\OH
7 g ©/ Y H 38 -
o HN._ O
he ©
o]
I
H,N H/\-ﬁ/ﬁ\ou
8 h OH HN._ O gab Clo,r?to de
N acido
\Fmoc N/Fmoc
Xz
H,N H/\/\l/ﬁ\orl
9 1 </N ,r OH o 31 CDI

~N HN
B ~NH H
oc = N/Boc

H
a. Produto obtido foi o dipéptido desprotegido; b. Rendimento calculado por *H RMN.
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Nas rea¢Ges em que 0 processo usado para a ativacao do acido carboxilico (4) foi o cloreto
de &cido, utilizou-se SOCI, para o efeito (Tabela 2.1, entradas 3, 5, 6 e 8). O mecanismo de
formacéo do cloreto de &cido e a posterior reacdo com a L-arginina estdo nas figuras 1.8 e 1.9,

respetivamente.

Nas reagdes em que se usaram reagente de acoplamento, o objetivo era a obtencdo do
intermedidrio reativo, isto é, o acido carboxilico ativado. No caso do DCC, este era a O-acilureia
(Figura 1.10) e no caso do CDI, este era o imidazolido (Figura 1.11).

As reacGes foram acompanhadas por TLC e reveladas com ninidrina e reagente de
Dragendorff. A ninidrina é particularmente Gtil para aminoéacidos, visto que estes adquirem uma
tonalidade roxa na sua presenca.®? O reagente de Dragendorff permite identificar alcaloides ou
compostos azotados através da presenga de azotos bésicos e estes costumam adquirir uma
tonalidade laranja. Assim, no contexto das reagdes realizadas, a ninidrina permite visualizar o
desaparecimento da L-arginina, que foi o reagente limitante em todas as reagdes e o reagente de
Dragendorff permite visualizar o aparecimento do produto (2). Na pratica, verificou-se que 0s
compostos (2), que sdo amidas secundérias, adquiriam uma cor amarela semelhante ao que
acontece com aminas secundarias e imino acidos na presenca de ninidrina, como é o caso da L-
prolina e da hidroxiprolina. Essa reagéo passa pela oxidacdo da amina formando uma imina%®64,
Harding e MacLean® reportam que a guanidina ndo reage com ninidrina, portanto as manchas
coradas ndo sdo o resultado da presenca da guanidina. Os mesmos autores, referem que amidas
ndo reagem com ninidrina mas os fendmenos observados, isto €, o surgimento de uma mancha
amarela, sugerem o contrario. Como era esperado, a L-arginina (1) adquiriu cor roxa, conhecido
como roxo de Ruhemann.®® Infelizmente, a revelacdo com reagente de Dragendorff gerava
manchas com cores muito desvanecidas e dificilmente percetiveis e por isso ndo foi usado com

frequéncia na monitorizacao destas reacdes, sendo dada preferéncia a ninidrina.

A obtencdo de todos os compostos referidos na Tabela 2.1 foi confirmada por *H RMN e IV.
No espetro de *H RMN, esperava-se uma alteragdo no desvio quimico do sinal do protédo a do
aminoacido para campo baixo de 3,76 ppm para ca. 4,4 ppm, bem como o aparecimento de sinais
na zona de ¢ 7-8 ppm, correspondentes aos protdes aromaticos, adquiridos através do reagente
acilante (4). No espetro de IV verificou-se o aparecimento da banda correspondente a uma amida,

a 1670 cm™. No caso do carbamato a banda correspondente encontrava-se a 1720 cm™,

Os procedimentos realizados para a obtencéo de cada composto e a sua caracterizacao estéo

descritos com mais detalhe no capitulo 1V.2.
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O composto (2a) foi obtido por adicdo direta do cloreto de benzoilo, como ja foi dito num
paragrafo anterior. O espetro de *H RMN revela a presenca de um dupleto de dupletos a 6 4,41
ppm, correspondente ao protdo o do aminoacido derivatizado. Também se identificaram 0s
protbes aromaticos, sendo que a integracdo total dos sinais e a multiplicidade estavam de acordo
com os 5 protdes do anel aromatico. O espetro *H RMN da N*-benzoil-L-arginina (2a) encontra-
se na Figura 2.2. O espetro de IV permite identificar a presenca de uma banda a 1677 cm, que
corresponde a amida formada. Esta reacdo tem um rendimento relativamente baixo, dada a sua
simplicidade. Isto pode prender-se com o facto de ndo ter sido usada base suficiente. Usou-se
apenas 1,6 eq de Na,COs, pelo que a amina da L-arginina pode ter ficado protonada e assim nao
reativa. Este composto foi feito em grande quantidade porque serviria de estudo para a otimizagéo
das condicGes das reacdes de descarboxilagdo oxidativa. Escolheu-se a N*-benzoil-L-arginina e
ndo um derivado mais simples, como a N*-acetil-L-arginina, porque o primeiro aproxima-se mais

da estrutura da cernumidina (Figura 1.2) que o ultimo, sendo ainda relativamente simples de

trabalhar.
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Figura 2.2 Espetro de *H RMN de Ne-Benzoil-L-arginina (2a) em D20.
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O composto (2b) foi obtido com 59% de rendimento, através da reacdo com o reagente de
acoplamento CDI. No espetro *H RMN (Figura 2.3) isto é confirmado pelo sinal singuleto a &
3,88 ppm correspondente aos protées do grupo metoxilo e pelos sinais dupletos dos protGes

aromaticos a ¢ 7,79 e 7,05 ppm. Tal como aconteceu com o composto (2a), o sinal do protdo a

surge a o 4,40 ppm, campo mais baixo que o a da L-arginina.
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Figura 2.3 Espetro 'H RMN de N*-p-metoxibenzoil-L-arginina (2b) em D20.

O composto (2c) mostrou-se mais dificil de obter. O melhor rendimento conseguido foi de
44%, (Tabela 2.1, entrada 3) numa reagdo em que se recorreu & formagédo do cloreto do acido
cinamico para reagir depois com a L-arginina. No espetro de *H RMN (Figura 2.4), foi possivel
identificar o produto (2c) através dos sinais caracteristicos ja referidos para o residuo da L-
arginina, nomeadamente o dupleto de dupletos do protdo « a é 4,47 ppm, e pela presen¢a dos

sinais da dupla trans do residuo cinamoilo, com J = 15,8 Hz, e dos protes aromaticos do mesmo.

Foram realizados varios ensaios para se obter (2c), quer através da formacéo de cloretos de
acido (Tabela 2.2), quer através de reagentes de acoplamento (Tabela 2.3). O resumo das
condicBes destes ensaios estd descrito nas Tabelas 2.2 e 2.3, e as condi¢Oes experimentais no
procedimento experimental em IV.2. As tabelas indicam as condicGes para a formagéo do cloreto

de acido por reacdo com o0 SOCI; (Tabela 2.2) ou do intermediario por ativacdo do acido com o
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reagente de acoplamento (Tabela 2.3) seguidas das condicdes de formacdo da amida na reagéo
com a arginina (condi¢des basicas para armadilhar o HCI formado (Tabela 2.2) ou pelo recurso a
um aditivo apos a formacédo da O-acilureia (DMAP, NHS, Tabela 2.3).
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Figura 2.4 Espetro de *H RMN do produto N*-(E)-(3-fenil)acriloil)-L-arginina (2c), em CD3OD.

Tabela 2.2 Sintese das condicdes usadas nas reacdes para a obtencgao de (2c), através da formag&o do cloreto de acido.
Utilizou-se solventes secos na formacéao do cloreto de acido.

Formacéo do cloreto de acido Formacéo de amida
Entrada | Eq SOCI, Solvente | treacao (D) Base (eq) Solvente n (%)
1 2,8 - 3 Na2COs (1,5) H.0 <1
2 3,2 - 3 Na:COs(1,2) | DMF 11
3 3,2 DMF cat 3 - DMF 24
42 10 Tolueno 1 Na2COs (0,6) H.0 44

a. Ensaio detalhado no subcapitulo 1V.2.1.3.
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Tabela 2.3 Sintese dos métodos para a obtencdo de (2c). Utilizou-se solventes secos, quer na formagdo do
intermediério, quer na formagdo da amida. Para 1 eq de L-arginina, usou-se 1,1 eq de 4cido, 1,2 eq de DCC ou CDlI,
0,125 eq de DMAP e 1,2 eq de NHS. Para 250 mg de &cido, utilizou-se 5 mL de DCM seco. Para 250 mg de L-arginina,
utilizou-se 10 mL de DMF.

Formacéo do intermediario Formacéo de amida
Entrada Reagente | Solvente | treacao (h)? Reagente Solvente | 7 (%)
1 DCC DCM 0,25 DMAP DMF 2
2 DCC DCM 0,25 DMAP, NHS DMF 11
3° CDI DCM 0,5 DMAP DMF 37

a. O consumo do &cido foi monitorizado por TLC. b. Ensaio detalhado no capitulo 1V.2.2.3.

A informacdo providenciada pelas tabelas serd discutida nos proximos paragrafos. Para

efeitos de clareza, cada ensaio serd denominado de acordo com a tabela em que se encontra.

Em termos cronoldgicos, os ensaios descritos na Tabela 2.2, entrada 1, 2 e 3 e Tabela 2.3,
entrada 1 e 2, decorreram temporalmente muito proximos e no inicio da investigacdo. Uma das
razdes que contribuiu para as alteracdes nestes ensaios foi a dificuldade em definir o produto nas
TLC. Isto porque ndo se tinha certeza da polaridade do produto, o que pode ter levado a que
fossem cometidos erros na purificagdo, levando a perdas de produto e a rendimentos infrutiferos.
Mais tarde, percebeu-se gque os sistemas de eluentes usados nestes ensaios ndo eram ideais pois
eram demasiado apolares (0 eluente mais polar era DCM/MeOH 20%) e a mancha do produto
ficava sobreposta com outras. Por essa razdo, experimentaram-se varios sistemas de eluentes com
as amostras que foram obtidas em pequena quantidade, chegando-se a conclusao de que a mistura
DCM/MeOH/H;0 na proporgdo 13:7:1 era a que produzia a melhor separagdo dos componentes
da mistura reacional e permitia identificar claramente a mancha do produto. Neste momento

também se verificou que os produtos (2) adquiriam cor amarela quando revelados com ninidrina.

Comegou-se por tentar alcancar o produto através do cloreto de acido, nas condigdes
descritas na Tabela 2.2, entrada 1. Estas condi¢des foram utilizadas no grupo de investigacéo,
anteriormente, para a obtencgdo de cloretos de acido. Ap0s a reacdo obteve-se um éleo vermelho
escuro, que se adicionou a solucdo de L-arginina, adicionando-se depois Na,COs; como base. O
baixo rendimento pode ser resultado da adi¢cdo da base depois do cloreto de acido. Ora, como ja
foi referido, a amina protonada ndo reage. Numa solucdo neutra, a L-arginina encontra-se
protonada na amina e na guanidina e desprotonada no acido. A amina da arginina tem um pKa de
9,09, o que significa que a pH neutro uma grande fracéo da amina estéa protonada. Logo, a maior
parte do cloreto de &cido foi hidrolisado a acido cinamico. Doravante, passou a ser necessario

tentar evitar a destruicdo do cloreto de acido.
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Por essa razdo, no descrito na Tabela 2.2, entrada 2 fez-se a reacdo com L-arginina dissolvida
em DMF e adicionou-se a base dissolvida em H,O. Apesar do rendimento obtido ser melhor,
continuou a ser muito baixo. No ensaio seguinte (Tabela 2.2, entrada 3) tentou fazer-se a reacao
sem agua. Além disso, decidiu-se adicionar DMF catalitico na reacdo de formagéo do cloreto de
acido com cloreto de tionilo. O DMF reage com o cloreto de tionilo formando o catalisador de
Vilsmeier-Haack, que é atacado pelo acido. O intermediario resultante, um éster ativado, é
atacado pelo ido cloreto no carbonilo, tendo como grupo de saida 0 DMF? (Figura 2.5). Além
disso, para evitar a adi¢do de &gua, fez-se a reacdo sem base. O rendimento melhorou face ao
ensaio anterior, mas ndo o suficiente. E possivel que se tenha perdido produto no work-up da

reacao.
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Figura 2.5 Mecanismo de formacéo de cloreto de acido através de reagdo com cloreto de tionilo com catalise de DMF.

No descrito na Tabela 2.2 entrada 4, decidiu-se tentar a reacdo novamente em H,O, desta vez
adicionando-se o cloreto de acido a uma solugdo basificada de L-arginina. As condicbes de
formac&o do cloreto de acido também foram alteradas, passando a fazer-se a reacdo em tolueno,
aproximadamente 0,5 M em concentracdo do acido, e com 10 eq de SOCl,. Como primeiro
resultado, o tempo de reacdo foi menor. O dleo obtido era laranja e ndo vermelho escuro, como
nos ensaios anteriores. Mesmo sendo feita em agua e usando menos base, obteve-se 0 melhor
rendimento de todos os ensaios. A reacdo ndo foi completa e é possivel que ndo se tenha usado
base suficiente, contribuindo para que o rendimento ndo seja 6timo. Perdas de produto no work-

up e na coluna também podem ser considerados.

Quanto ao recurso a reagentes de acoplamento para ativacdo do acido, comegou-se por fazer

0s ensaios descritos na Tabela 2.3, entradas 1 e 2.

No primeiro ensaio (Tabela 2.3, entrada 1) n&o se adicionou NHS. Neste tentou purificar-se
o crude numa coluna de silica gel. O eluente mais polar usado foi DCM/MeOH 9:1, que mais

tarde se revelou ter sido um erro, visto que este solvente era ineficaz para eluir o produto. Ainda

31



assim, conseguiu-se eluir e percebeu-se que sé se formou uma pequena quantidade de produto. A
partir destes resultados decidiu-se utilizar invariavelmente uma coluna de silica de fase reversa
RP-18 caso fosse necessario separar-se uma mistura, por esta ser mais adequada para separar

compostos polares.

Dada a instabilidade do intermediario O-acilureia formado e as reac@es laterais que podem
ocorrer, decidiu-se introduzir NHS na reacdo (Tabela 2.3, entrada 2). Este forma um intermediario
estavel quando reage com a O-acilureia, enquanto que o DCC é filtrado e removido da reagdo®
(Figura 1.10). O rendimento obtido foi melhor que no ensaio anterior, mas ainda assim mau.

Na perspetiva de tentar melhorar o rendimento, alterou-se o reagente de acoplamento para
CDI (Tabela 2.3, entrada 3). O CDI forma um intermediario imidazolido reativo com o &acido,
libertando CO; e imidazole no processo. O intermediério € atacado pela L-arginina. O mecanismo
estd na Figura 1.11. Neste caso obteve-se 0 melhor rendimento de todos os ensaios com reagentes
de acoplamento e prosseguiu-se a usar o CDI como o reagente de acoplamento de eleigdo. O uso
do CDI apresenta uma vantagem face ao DCC uma vez que o intermediario imidazolido ndo pode

sofrer uma reagdo intramolecular como a que acontece na formacdo da N-acilureia.

Dada a referida instabilidade dos intermediérios O-acilureia e imidazolido e a elevada
presenca de grupos funcionais na L-arginina, uma das razfes destes baixos rendimentos podem
ser reacdes laterais com o &cido e/ou a guanidina do aminoacido. E importante salientar que nas
reacdes em DMF a guanidina e o &cido encontram-se neutros e por isso passiveis de reagir, o que
ndo acontece em agua. A acrescentar a estas, estdo também as mencionadas reacGes laterais da
O-acilureia, nomeadamente a formagdo da N-acilureia, no caso do DCC. Isto é suportado pela
observacdo das TLC. Comparativamente, uma TLC de uma rea¢do em que se usou 0 método do
cloreto de acido tem um aspeto mais “limpo” do que uma TLC de uma reagdo em que se usou o
método dos reagentes de acoplamento. Isto resulta do facto das reagdes com DCC ou CDI
produzirem mais residuos, DCU e NHS (se for usado) e imidazole, respetivamente, além do acido
e da arginina ndo reagidos. Por outro lado, a reacdo com cloretos de acido produz apenas HCI

além do 4cido e arginina que ndo reagiram.

A principal desvantagem do uso de reagentes de acoplamento é a necessidade de fazer a
reacdo com a L-arginina em DMF, visto que o aminoacido é pouco soltivel ou mesmo insoltvel
noutro solvente que ndo seja agua.®®® No entanto, nestas condic@es as reacdes tém que ser feitas
em solventes organicos secos, sob pena de se obter menores rendimentos. Olhando para este facto
doutro prisma, a remocédo da L-arginina ndo reagida é facilitada uma vez que basta apenas filtrar
a mistura reacional. O DMF tem um ponto de ebuli¢do muito elevado e remové-lo por destilagdo

num rotavapor € uma tarefa dificil, dispendiosa e morosa. Para contornar este problema, fez-se a
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destilagdo a vacuo, recorrendo a uma bomba de 6leo mais potente que as bombas dos rotavapores.

Ainda assim, foi necessario chegar a temperaturas a volta dos 80 °C para se destilar o DMF.

Tendo em conta o que foi dito ao longo destes paragrafos relativamente a comparacao entre
0s dois métodos, considera-se que o0 uso de cloretos de acido para se obter os produtos (2) é mais
vantajoso, nomeadamente do ponto de vista da simplicidade e do work-up e também pelos

rendimentos obtidos.

Contudo, o produto (2d) foi obtido com 55% de rendimento através, ainda, de ativacdo do
acido respetivo com CDI. Este foi identificado no espetro de *H RMN (Figura 2.6) pelo desvio
caracteristico do protdo a da arginina para campo baixo a J 4,46 ppm, pela presenca do singuleto
do metoxilo a 6 3,82 ppm, dos dupletos da dupla ligacdo trans com J = 15,7 Hz e 0 aparecimento
de dois dupletos aromaticos, confirmando que o grupo metoxilo estd na posi¢do 4 do anel em
para. O espetro (Figura 2.6) mostra que o composto (2d) n&o foi obtido puro. E possivel ver que
existe DMF na amostra, evidenciada pelos sinais singuletos a ¢ 3,01 e 2,88 ppm correspondentes
aos metilos ligados ao azoto. Isto significa que a evaporacdo do solvente ndo foi completa e
mesmo na coluna RP-18 ndo foi possivel separa-lo do produto. Devido a presenca de DMF, a
separacdo pode ndo ter sido totalmente eficaz, como se pode ver pela presenca de sinais de baixa
intensidade no espetro da Figura 2.6. Na mesma linha do que ja foi dito em paragrafos anteriores,
relativos a sintese de cinamoil-L-arginina (2c), isto mostra a dificuldade acrescida de trabalhar
com DMF, devido a sua dificil remoc&o. Esta € mais uma raz&o pela qual se deu preferéncia ao

método dos cloretos de acido.
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Figura 2.7 Espetro de *H RMN de N*-(E)-(3-(p-metoxifenil)acriloil)-L-arginina (2d), em CD30OD.
O composto (2e) foi obtido com 63% de rendimento através do método da formacéo do
cloreto de acido. O produto foi identificado no espetro de *H RMN (Figura 2.7) pelo sinal dupleto

de dupletos a ¢ 4,05 ppm, a campo mais alto que os anteriores devido a ndo existir conjugacéo da

amida com o anel aromatico do acido hidrocinamico ou fenilo. Outros sinais que se esperava que
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Figura 2.6 Espetro 'H RMN do composto N*-(3-fenilpropanil)-L-arginina (2€), em D20.
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identificassem claramente o produto eram o par de tripletos correspondentes a cadeia alquilica do
acido hidrocinamco. Estes encontravam-se a ¢ 2,99 e 2,63 ppm, sendo que o primeiro estava

parcialmente sobreposto com o sinal dos prot6es adjacentes a guanidina.

O composto (2f) foi obtido com 81% de rendimento, através do método de conversdo do
acido num cloreto de 4cido. No espetro de *H RMN (Figura 2.8) identificou-se o produto pela
presenca do sinal dupleto de dupletos do protdo a da arginina derivatizada, a 6 4,19 ppm. Também
se esperava encontrar um singuleto correspondente aos protfes da posicdo a a amida. Contudo, o
sinal apresentou-se como um dupleto, resultado do acoplamento geminal. Cheng et al.”®
sintetizaram vérias amidas derivadas do &cido fenilacético e em nenhum dos casos obtiveram o
sinal com as mesmas caracteristicas. No seu caso, obtiveram sempre o esperado singuleto. O facto
do sinal se apresentar com um aspeto pouco habitual é indicativo de um ambiente quimico
particular, naquela zona da molécula. Os protdes aromaticos aparentavam ter ambientes quimicos
muito semelhantes pois ndo se conseguiam distinguir no espetro. No entanto, a integracdo do
multipleto correspondia a 5 protdes, como era esperado.

O composto (29) foi obtido com 38 % de rendimento por adi¢édo direta do fenil cloroformato
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Figura 2.8 Espetro de *H RMN do composto N*-fenilacetil-L-arginina (2f), em D20.

a uma solucédo aquosa basificada de L-arginina. O procedimento descrito no capitulo 1V.2.1.6 foi
adaptado de um procedimento desenvolvido por Movnihan e Yu™ para a sintese de benziloxi-L-
arginina (Cbz-arginina). Este composto foi identificado no espetro *H RMN (Figura 2.9) pelo

sinal multipleto a 6 4,09 ppm e pelos protdes aromaticos. O espetro também mostra que o
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composto nédo foi obtido puro, evidenciado pelos sinais a, aproximadamente, ¢ 6,8 e 3,5 ppm. O
baixo rendimento pode estar relacionado com a mesma razdo que ja foi referida quando se
abordou o baixo rendimento obtido para se obter (2a), a solu¢do ndo estava bésica o suficiente,
pelo que a amina da arginina protonou e ficou impossibilitada de reagir. A base usada foi NaHCO3
1 M com 4 N de NaOH.

De seguida tentou-se sintetizar dipéptidos a partir de aminoacidos protegidos comerciais
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Figura 2.9 Espetro *H NMR do composto N*-fenoxicarbonil-L-arginina (2g), em CDsOD.

disponiveis no laboratério.

Tentou-se obter o composto (2h) através da reacdo do aminoacido Fmoc-L-prolina com
cloreto de tionilo para formar o cloreto de acido. A formacdo do cloreto de acido da Fmoc-L-
prolina ja havia sido reportada anteriormente.”? A necessidade de ter este aminoacido protegido
advém da possibilidade de ocorrerem reagdes secundarias entre a amina da prolina e o cloreto de
acido formado. Por sua vez, o grupo Fmoc (9-fluorenometoxicarbonil) é removido,
habitualmente, por tratamento com uma base suave, como piperidina.?® Por esta razdo, evitou-se

usar o CDI, devido a formag&o de imidazole como produto lateral na reag&o.

A reacdo através da formacdo do cloreto de acido da Fmoc-L-prolina ndo foi bem sucedida,
dado gque nunca se conseguiu identificar o produto pretendido nas frac@es recolhidas. Nos espetros
de *H RMN nunca se conseguiu identificar com clareza, na zona de 5 4 ppm, os protdes a de
ambos os aminoacidos nem os protdes da cadeia alifatica do Fmoc. Por terem ambientes quimicos

semelhantes, os sinais presentes a este desvio quimico encontravam-se muito sobrepostos. Outra
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razdo que nos levou a crer no insucesso da reacdo foi a ndo correspondéncia na integracao entre
0s protdes das cadeias laterais dos aminoacidos e os protdes aromaticos do Fmoc, que deviam

integrar claramente para 8.

Sabe-se que 0 Fmoc € um grupo sensivel a presenca de bases, dado que é removido por uma
base como piperidina.?® Bodanszky et al.” e Farrera-Sinfreu et al.” reportaram reacdes laterais
de remocdo do grupo Fmoc por aminas primarias e secundarias, como as aminas dos aminoacidos
glicina, valina e prolina, a amina da cadeia lateral da lisina e até por bases como N,N-
diisopropiletilamina, uma amina terciaria. Por exemplo, ap6s 10h de reacdo, 50% de Fmoc-L-
alanina ja foi desprotegida na presenca de L-Pro-O-tBu.” Contudo, existe ainda outra razdo para
0 insucesso da reacdo. Se compararmos 0s pKa envolvidos dos grupos funcionais presentes na
reacdo com o da piperidina, que segundo Hall”® tem um pKa de 11,22, percebemos que a
guanidina, que tem um pKa de 13,8,%° pode também ser responsavel pela remogdo do Fmoc.
Jaradat?, no seu artigo de revisdo sobre os progressos na sintese de péptidos em fase soélida
(SPPS), refere que na estratégia de SPPS com Fmoc como grupo de protecdo da amina é
necessario proteger a guanidina da arginina e sugere que tal seja feito com um dos grupos Mtr (4-
metoxi-2,3,6-trimetil-benzenosulfonilo, Pmc (2,2,5,7,8-pentametilcromano-6-sulfonilo) ou Pbf
(2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofurano-5-sulfonilo). A Figura 2.10 mostra o mecanismo geral

de remog&o do Fmoc com piperidina em que NHR é um residuo de um aminoécido.

o 0 o SN R

YNHR NHR NHR

Dibenzofulveno

Figura 2.10 Mecanismo de remoc&o do grupo Fmoc com piperidina. No processo formam-se CO2, 0 aminodcido livre,
representado por NHzR, e dibenzofulveno.

Dados os resultados obtidos, considera-se que algo semelhante a este mecanismo acontece

com a guanidina da arginina.

Nos espetros obtidos, confirma-se a destruicdo do Fmoc pois é possivel identificar o
dibenzofulveno pelo sinal do metileno a J 6,15 ppm e pela correspondéncia na integracdo com 0s
sinais na zona aromatica. O dibenzofulveno é conhecido por formar adutos com a piperidina e

por poder reagir com aminas.
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A remocdo do Fmoc no decorrer da reacdo significa que no meio reacional havia L-prolina
com a amina livre, o que promove ainda mais a ocorréncia de reac@es laterais, dado que esta pode
reagir com o cloreto de acido de Fmoc-L-prolina. Por outro lado, a remoc¢do do Fmoc pode ter
acontecido depois da reacdo entre a arginina e o cloreto de acido pelo que se devia procurar nos
espetros pelo dipéptido desprotegido. Um dos espetros obtidos indica uma mistura entre
dibenzofulveno e o dipéptido, na proporcdo 0,16:1. O rendimento, calculado por RMN, foi de
8%. O espetro estd na Figura 2.11. Os sinais do dibenzofulveno ja foram referidos no paragrafo
anterior. Quanto ao dipéptido, podemos identificar os sinais correspondentes aos protdes a da

arginina e da prolina a ¢ 4,26 e 3,69 ppm, respetivamente.
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Figura 2.11 Espetro *H RMN do dipéptido desprotegido (S)-prolil-L-arginina (2h), misturado com dibenzofulveno, em
CDsOD.

Tentou-se fazer esta reagcdo com recurso ao reagente de acoplamento DCC para ativar 0
acido. Contudo, a reagdo ndo foi bem sucedida e nenhum dos produtos, protegido ou ndo, foi
identificado.

Por fim, o Gltimo produto derivatizado sintetizado foi o composto (2i), um dipéptido de
arginina com Boc-L-histidina. Esta reacdo foi feita com recurso ao CDI como reagente de
acoplamento e obteve-se um rendimento de 31%. N&o se fez a reacdo com cloreto de tionilo para
formac&o do cloreto de acido uma vez que o grupo Boc € intolerante a condi¢Ges acidicas. No
espetro de *H RMN (Figura 2.12) é possivel identificar o produto pelo sinal desviado do protdo a

da arginina para ¢ 4,33 ppm e o sinal do protdo « do residuo de histidina a 6 4,18 ppm e pelos
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sinais singuletos dos protdes do imidazole a ¢ 7,73 e 6,97 ppm. A campo

claramente o singuleto correspondente aos 9 protes do Boc.
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Figura 2.12 Espetro *H RMN do composto (S)-2-(terc-butoxicarbonil)histidil-L-arginina (2i), em D20.
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1.3. Reac0es de descarboxilagdo oxidativa com DIB/I>

Apds a preparacdo dos derivados N-acilarginina, procedeu-se para o segundo passo do plano
de sintese, a descarboxilacdo oxidativa com ciclizacdo intramolecular do residuo de arginina,

formando o nucleo 2-aminopirrolidin-1-il carboxamidina derivatizado na amina (3).

Tal como j& foi abordado no capitulo da introducdo, existem publicados muitos artigos sobre
descarboxilagfes oxidativas. J& que o objetivo desta tese passa pela descarboxilagdo de um
aminoacido, deu-se, naturalmente, maior relevancia aos artigos que versavam sobre métodos de
descarboxilacdo oxidativa de aminoéacidos. E importante relembrar que, de acordo com o
conhecimento, no momento de escrita desta tese, ndo existia nenhum artigo que referisse
especificamente a sintese do nucleo carboxamidina ou da cernumidina ou de analogos. O método
que sintetiza moléculas relativamente semelhantes foi o desenvolvido por Boto et al.!’ Por isso,
decidiu-se comecar por experimentar as condi¢fes nele descritas nos derivados de arginina (2)

gue se sintetizou anteriormente.

Neste método, o par oxidante usado é o DIB/I,, sendo que o DIB é um reagente de iodo
hipervalente, I(111). De acordo com Boto,!"® a reacéo procede através da formagdo de um radical
carboxilo. Ocorre a libertacdo de CO,, formando um radical alquilo no carbono a do aminoécido,
gue origina de seguida um ido aciliminio. Este ido é de seguida capturado intra ou
intermolecularmente por um nucledfilo. Um dos substratos usados por Boto e colaboradores é a
L-ornitina, com as aminas derivatizadas em metil carbamatos. O produto formado é o resultado
da ciclizacdo intramolecular, ou seja, do ataque do azoto da cadeia lateral ao ido aciliminio no
carbono « (Figura 1.13b). O que se pretende, no caso do derivado de arginina, é o ataque do azoto
da guanidina, adjacente ao carbono J, ao carbono a apds se formar o ido aciliminio (Figura 2.13).
Repare-se que neste mecanismo perde-se o carbono assimétrico do aminoéacido quando se liberta

CO.. Espera-se que o produto final (3) seja um racemato.

R R
H H ] !
J\ /\/\‘j\ DIB/I, J\ OQNH WNH
H,N N OH T H,N N ] - = NH -
TN HN ’ H/\/D\l — )
(2) (3)

Figura 2.13 Descarboxilagdo oxidativa do derivado de L-arginina (2) com DIB/I: e cicliza¢do intramolecular, formando
0 nucleo 2-aminopirrolidin-1-il carboxamidina e o respetivo produto (3).

Comecgou-se por experimentar a reacdo com o0 substrato mais simples, a N*-benzoilo-L-
arginina (2a). Foram realizados varios ensaios no sentido de otimizar o método e o rendimento

obtido. Os ensaios e as respetivas condi¢des estdo discriminados na Tabela 2.4.
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Tabela 2.4 Resumo dos varios ensaios para a obtencdo de (3a). Os ensaios foram feitos de acordo com o procedimento
geral, descrito em 2.2.1.

Entrada | Eq de DIB/I; Solvente T (°C) treaczo () n (%)
1 2:0,5 DCM T.a. 48 Vestigial
2 2:0,5 DMF + 1,5 eq NaOH T.a. 18 -
3 4:1 CH3CN Refluxo 56 Produto
desconhecido
4 4:1 DCM T.a. 1,5 -
5 4:1 DCM Refluxo 48 7%*?
6 4:1 DMSO T.a. 48 -
7° 2:0,5 DCM Ta. 24 Vestigial

T.a. é temperatura ambiente. a. Rendimento calculado por RMN. b. Reagdo feita com exposicéo a luz visivel.

Estas reagdes adquiriam cores fortes quando se adicionava o iodo a rea¢do. O primeiro
método de monitorizacdo do progresso da reacdo era, por isso mesmo, o visual. Ao longo do
tempo verificou-se que ocorria uma alteracdo ou perda da cor da reagdo, indicando do consumo
do 1> na reacdo. O segundo método era a TLC, onde se pretendia monitorizar o consumo do
reagente de partida (2) pelo desaparecimento da mancha correspondente. Como o produto ainda
n&o tinha sido sintetizado em quantidades apreciéveis, a sua identificagdo na TLC era dificultada
pois ndo se sabia que mancha correspondia ao produto, nem se 0 mesmo era mais ou menos polar
que o reagente de partida. Na revelacdo das TLC utilizaram-se reagente de ninidrina e reagente
de Dragendorff. No subcapitulo anterior foi dito que os produtos (2) adquiriam cor amarela com
ninidrina pelo que este era um bom revelador para se verificar o desaparecimento da mancha do
reagente. Ja o reagente de Dragendorff seria muito Gtil para verificar a presenca do produto 3 o
qual adquiria uma cor laranja muito intensa com este revelador o que néo se verifica com o

material de partida, o composto 2.

Analisando a Tabela 2.4, das varias condicOes testadas nos ensaios, as que produziram
melhores resultados foram as que tinham DCM como solvente e feitas a refluxo. Esta condigdo
em conjunto com o uso de 4:1 eq de DIB/I, parecem produzir um aumento na velocidade da
reacdo (Tabela 2.4, entrada 5). Quando isto ndo se verificou, conseguiu-se identificar o produto
no espetro de *H RMN mas ndo em quantidades apreciaveis (Tabela 2.4, entrada 1 e 7). Este
altimo ensaio foi feito com elevada exposicdo a luz solar. No entanto, esta ndo parece ter

contribuido significativamente para a eficacia da reacéo.

O espetro *H RMN obtido no (Tabela 2.4, entrada 5) contém uma mistura entre o reagente

de partida (2a) e o produto (3a), na proporg¢éo 5,5:1. Por uma questdo de simplicidade, apenas
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estdo assinalados no espetro (Figura 2.14) os desvios quimicos dos protfes correspondentes a

(3a).

Apo6s ocorrer ciclizagdo, o protdo correspondente ao protdo « em (2a) sofreu um desvio
consideravel para campo baixo e surge a ¢ 5,77 ppm. Também, os antigos protdes adjacentes ao
azoto da guanidina ja ndo séo equivalentes, aparecendo agora a campo mais baixo, ¢ 3,49 e 3,33
ppm, em resultado da formagdo do anel de pirrolidina. Os protées aromaticos encontram-se
sobrepostos com os de (2a), mas é possivel observar um ligeiro desvio para campo alto dos
protdes orto, a 6 7,63 ppm. Os restantes protdes da cadeia lateral sofreram um desvio para campo

baixo, surgindo a 6 2,19 e 2,01 ppm.
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Figura 2.14 Espetro de *H RMN, em D20, da mistura obtida na Entrada 5, composta por N-benzoil-L-arginina (2a) e
N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)benzamida (3a). Os picos assinalados e os multipletos correspondem a (3a).

Todos o0s outros ensaios realizados noutros solventes ndo produziram o resultado esperado.
O ensaio em acetonitrilo (Tabela 2.4, entrada 3) produziu outro composto desconhecido que ndo

era (3a).

Desde logo o solvente da reagdo representou um problema. Os produtos derivados (2a) sdo
polares e sollveis apenas em &gua e parcialmente soliveis em metanol. Em todos os ensaios, a
mistura reacional era uma solucdo heterogénea, dado que nunca ocorria a total dissolucdo da
arginina derivada. Apos se parar as reagoes, existia sempre um precipitado que se verificou ser
maioritariamente reagente de partida. Contudo por TLC, a reacdo aparentava ser completa. A

reacdo ndo pode ser realizada em solventes proticos devido a labilidade do DIB. Assim, esta
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reacdo estava limitada a solventes ndo nucleofilicos (sempre secos). Os reagentes de iodo
hipervalente contém um &tomo de iodo muito eletrofilico, assim como excelentes grupos de saida,

0 que torna estes reagentes particularmente suscetiveis a ataques nucleofilicos.”®

Os rendimentos obtidos eram muito baixos quando comparados com os de Boto et al., que
se situavam perto de 90%.'" Assim decidimos aproximar o nosso substrato do derivado de L-
ornitina utilizado por eles. Nesse sentido, sintetizou-se o derivado (2g), N*-fenoxicarbonil-L-
arginina, e aplicou-se as condi¢des descritas na Tabela 2.4, entrada 1 e 5. As condic¢des do segundo
ensaio (DCM a refluxo) permitiram obter o produto (3g) com 15% de rendimento. Contudo o
espetro obtido mostrou que existia contaminacdo da amostra com produtos desconhecidos. O
espetro de *H RMN esta na Figura 2.15. Neste, tal como no anterior, identificou-se o sinal do
protdo o a 6 5,59 ppm, a campo mais alto que o anterior, devido ao derivado ser um carbamato e
ndo uma amida. A presenca dos sinais dos protdes adjacentes & guanidina, a ¢ 3,62 e 3,44 ppm,
indicando que estes eram ndo equivalentes confirmaram a cicliza¢do do residuo de arginina ao
nucleo pirrolidina.
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Figura 2.15 Espetro *H RMN do composto fenil (1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)carbamato (3g), em D20.
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Minakata et al.”” estudaram o mecanismo desta reacdo. Embora no seu artigo, eles se
debrucem sobre a descarboxilagdo oxidativa de acidos alifaticos com DIB/I2, 0 mecanismo no
inicio da reacdo pode ser extrapolado para o caso aqui em estudo uma vez que nao depende da
presenca ou ndo de outros grupos funcionais na molécula. Eles propdem que o acido carboxilico
forma um intermediario com o DIB, libertando-se acetato. Por outras palavras, uma troca de
ligando no DIB. De seguida, o I, decomp®e o intermediario, formando-se uma espécie hipoiodeto
de acilo, RCO:l, que sofre fotodecomposicao sob luz visivel. O produto formado, que segundo
Boto é um radical alquilo'” e Minakata um iodeto de alquilo,”” sofre as respetivas reacdes
dependendo da molécula e das condi¢des usadas por cada um dos autores. Uma reprodugdo do
mecanismo proposto por Minakata e colaboradores esta na Figura 2.16.

OAc R?’%ﬂ” OCOR OCOR
Ph-1 = Ph-I + Ph-1 2
I | | Y
4 5
AcOl
/ AcOH
hv
CO;
MNue
- R—I Mel RCO;| =
|
OAc
hv
Phl .
Phl{CAC): 0;

Figura 2.16 Reprodugdo do mecanismo proposto para a rea¢do de descarboxilacdo oxidativa com DIB/I2 proposta por
Minakata et al.””. A parte apds o ataque do nucledfilo foi omitida uma vez que era especifica deste artigo e este foi
substituido por um nucledfilo geral “Nuc”. No caso do artigo, “Nuc” era CH3CN, no caso aqui em estudo seria o0 azoto
da guanidina de modo a que ocorresse ciclizagdo para formar o nicleo carboxamidina. 1 é o &cido carboxilico, que
seria o residuo do aminodcido L-arginina no caso aqui em andlise. 4 e 5 sdo intermediarios que se podem formar quando
ocorre a substitui¢do do acetato pelo &cido.

Olhando para 0 mecanismo, a reacdo deveria ser eficiente com os reagentes (2). Uma
possivel razdo para isto ndo acontecer é a insolubilidade do material de partida nos solventes

usados.

Apesar de ndo existirem evidéncias de reagdes laterais do DIB, por exemplo com a guanidina
ou com o azoto da amida, elas sdo possiveis. Antonchick et al.” e Wang et al.”® reportam sinteses,
tendo DIB como oxidante, em que iminas e amidas, respetivamente, participam em troca de

ligandos atacando o DIB.

O mecanismo também aponta para a formagéo de outro produto lateral, iodometano, um
reagente metilante. Um possivel produto que poderia ser detetado no *H RMN seria o metil éster

de (2) ou a alquilacdo do azoto da guanidina. A fotodecomposicéo de AcOl para formar Mel,
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libertando CO; pode ser tornada irrelevante para o sucesso da reacdo usando uma quantidade
estequiomeétrica de 1, 0 que foi feito no ensaio descrito na Tabela 2.4, entrada 5. Isto significa

gue a formagédo de Mel ndo constitui uma razéo para o insucesso da reacao.

No grupo de investigacéo foi feita uma reacdo de descarboxilacdo oxidativa de (2a) com um
protocolo desenvolvido noutro artigo de Minakata et al.®, semelhante ao descrito na Tabela 2.4,
entrada 5, em que se utilizou como solvente uma mistura de AcCOH/DCM 3:1. A reagéo decorreu
sob refluxo durante 3 dias. Surpreendentemente, o rendimento obtido foi de 59%. Minakata et
al.® referem que na presenca de AcOH a formagédo do intermediario entre o 4cido e o DIB é
desfavorecida (principio de Le Chatelier) e, em contrapartida, o DIB é decomposto pelo I»
formando um hipoiodeto de acetilo, AcOl. Este por sua vez, forma o hipoiodeto de acilo, RCOal,
e a reacdo prossegue como ja foi descrito anteriormente no mecanismo da Figura 2.16. Uma

reproducdo do mecanismo proposto por Minakata e colaboradores para este caso concreto esta na

Figura 2.17.
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Figura 2.17 Reprodugdo do mecanismo proposto por Minakata et al.®° para a reagdo com o DIB, tendo como solvente
uma mistura de DCM/AcOH. A formag&o de 4 é tanto mais desfavorecida quanto maior a quantidade de AcOH usada

O resultado obtido na reacdo em DCM/AcOH 1:3 sugere que a formacédo de AcOl é essencial
para o sucesso da reacdo. Isto pode ndo ter acontecido nos ensaios descritos na Tabela 2.4, dai 0s
fracos rendimentos. Esta mistura de solventes trouxe outra vantagem que foi a solubilizagdo do

reagente (2a), que pode também ter sido um fator de distin¢éo para o sucesso desta reagao.

Fez-se uma reacdo de descarboxilacéo oxidativa com DIB/I, para o substrato N*-cinamoil-L-
arginina (2c). Contudo, esta ndo foi bem sucedida pois ndo se conseguiu identificar o sinal

identificador do produto a, aproximadamente, § 5,8 ppm no espetro *H RMN do crude reacional.

Para sumarizar este subcapitulo, com base nos mecanismos de Minakata et al. e o0s resultados
obtidos, a reacdo de descarboxilacdo oxidativa dos derivados de arginina (2) com DIB/I, ndo
produziu resultados satisfatdrios, exceto quando usada a mistura de solventes DCM/AcOH 1:3.

A formacéo do hipoiodeto de acetilo, AcOl, aparenta ser relevante para o sucesso da reacao.

Do ponto de vista da quimica sustentavel, esta reacdo apresenta uma séria desvantagem dada

a quantidade de residuos produzida.
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1.4. Reac0es de descarboxilagdo oxidativa com NBS

No rescaldo dos resultados negativos obtidos com DIB/I;, decidiu-se experimentar um
caminho alternativo para se obter os compostos (3). Em vez de se descarboxilar e oxidar os
derivados de arginina (2), optou-se por descarboxilar e oxidar a L-arginina (1) no sentido de se
obter o nucleo 2-aminopirrolidin-1-il carboxamidina. Este reage depois com um cloreto de acilo

para formar o composto (3) (Figura 2.18).
o)

NH o) D_NH >—Ph
J\ [0] N 2 phcocl
H,N H OH j‘ - NH
NH, HN}\NHZ N
HN

(1) Ntcleo 2-aminopirrolidin-1-il (3)
carboxamidina

H+

Figura 2.18 Sintese alternativa para obtengdo do composto (3), comecando pela descarboxilagdo oxidativa de L-
arginina e reacédo posterior com cloretos de acilo.

Para realizar a descarboxilacdo do aminoacido, de entre alguns dos métodos referidos no
subcapitulo 1.5 Descarboxilacdo de aminoéacidos, optou-se pelo método de Laval e Golding.>
Este método usa NBS para efetuar a descarboxilagdo de aminodcidos. Os autores obtém nitrilos
como resultado da descarboxilacdo dos aminoacidos. No nosso caso, esperavamos conseguir

obter a ciclizagdo do residuo de arginina descarboxilada.

Na Tabela 2.5 estdo descritas as condi¢bes dos varios ensaios efetuados. O cloreto de &cido

utilizado foi o cloreto de benzoilo (4a), dando o produto (3a).

Tabela 2.5 Sintese dos ensaios realizados para a obtencéo de (3a), tendo NBS como oxidante.

Entrada | Eqde Solvente/ treacio () com NBS treacio (N) com (4a) | n (%)
NBS volume

1 3 H.O/5mL 0,1 18 -

2 3 H>O/5 mL 2b 18 -

3¢ 15 H.0/0,5 mL 6 - -

4° 32 DMF/5mL 72° - -

5¢ 3 CH3CN/5mL 0,5 - -
a. Adicionou-se 1,5 eq de NBS primeiro e como a rea¢do nao ficou completa, adicionaram-se mais 1,5 eq. b. Tempo
de reacdo total. c. N&o se adicionou o cloreto de benzoilo.

Nenhum dos ensaios produziu os resultados esperados. A monitorizacdo da reacdo também
se mostrou dificil uma vez que todos os produtos eram muito polares e com R préximo de zero,

tal como a arginina.
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Os resultados obtidos num dos ensaios (Tabela 2.5, entrada 2) indicou pelo espetro de *H
RMN (Figura 2.19) a presenca de duas moléculas, uma em quantidade muito maior que a outra.
Comecando pela molécula em maior quantidade, esta era caracterizada por 3 sinais a 6 3,37, 2,62
e 2,00 ppm, os dois primeiros tripletos e o terceiro um quintupleto. Tendo em conta 0s desvios
guimicos, este conjunto de sinais € tipico de estruturas -CH,-CH,-CH,- lineares adjacentes a
heterodtomos e/ou grupos funcionais. O desvio quimico do tripleto a campo mais baixo indica
que este estd adjacente a um azoto. Estas caracteristicas indicavam que o produto maioritario
continha a cadeia lateral da arginina e ndo estava ciclizado. O produto minoritario apresentava
um sinal multipleto a 6 5,5 ppm, com aspeto semelhante ao que se obteve com os produtos (3a) e
(3g) no subcapitulo anterior. Os restantes sinais de baixa intensidade a campo mais alto indicavam
que estavamos perante um produto ciclizado e pela integragdo dos mesmos, viu-se que
correspondiam & mesma molécula que o sinal a ¢ 5,5 ppm. Para se confirmar a estrutura destas
moléculas, recorreu-se a espetrometria de massa. O espetro de LC-MS confirmou que o produto
maioritario era o nitrilo e o minoritario o hemiaminal ciclico (estruturas sobre o espetro de *H
RMN em baixo), indicando neste ultimo caso que que ocorreu a formacao de um aldeido que foi
atacado pelo azoto da guanidina formando o produto ciclizado. Os picos no espetro de massa

indicavam a razdo a m/z 127 e 130, respetivamente para o [M+H]* de ambos os compostos. O

espetro de massa encontra-se no anexo Al.
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Figura 2.19 Espetro 'H RMN, em D20, dos compostos obtidos na entrada 2.
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Para evitar a formacdao destes produtos, tentou usar-se 0 minimo de &gua (Tabela 2.5, entrada
3) ou fazer a reacdo noutro solvente ((Tabela 2.5, entrada 4 e 5). Todavia, 0s resultados ndo foram

satisfatorios.

Gopalakrishnan e Hogg® estudaram a cinética da reacdo de descarboxilagéo de aminoacidos
com NBS e propuseram um mecanismo para a rea¢do. O seu estudo indica que o nitrilo
correspondente ao aminoacido é o produto maioritario da reacdo e o aldeido o minoritario, o que
esta completamente de acordo com os resultados obtidos. A reagdo tem de ser feita, forcosamente,
em &gua uma vez que é necessaria a formagdo de um ido BrH,O*. O mecanismo encontra-se na
Figura 2.20.
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Figura 2.20 Mecanismo proposto por Gopalakrishnan e Hogg®'para a descarboxilagdo de aminoacidos com NBS. As
setas a tracejado indicam as reacOes de abstragdo de hidreto por parte do oxidante [BrH20]*.

O mecanismo da Figura 2.20 permite concluir que a formacédo de nitrilo é dependente da

concentracdo da espécie oxidante BrH,O* que por sua vez é dependente do pH. Os autores referem
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gue mesmo a pH basico, a formacéo de nitrilo é favorecida. O mecanismo proposto também
sugere que o uso de apenas 1 eq de NBS permite alcancar o ido iminio. Portanto, fazendo a reacdo
com 1 eq de NBS e aquecimento pode conduzir a formacdo do nucleo carboxamidina,

possivelmente, em par com o0 hemiaminal proveniente do aldeido.

Experimentou-se fazer a descarboxilagdo com NBS nos derivados de L-arginina (2).

Verificou-se que a reacdo ndo ocorria com estes substratos.

Dado o insucesso obtido, voltou-se ao plano inicial de descarboxilar e oxidar os derivados

de arginina (2) com outros oxidantes.
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1.5. Reacoes de descarboxilacao oxidativa com
AgNO3/(NH4)2S208 € CuSO4

Apos os resultados insatisfatorios obtidos nos métodos anteriores, decidiu-se recorrer a um
oxidante mais forte. Stewart et al.>* aplicaram o par AgNO3z/Na;S,0s a aminoacidos pela primeira
vez e Anderson e Kochi®® esclareceram a cinética e 0 mecanismo desta reacdo, atribuindo o poder
oxidante ao ido Ag** metaestavel, que se formava in situ na presenca de S,0g>. O id0 Ag?* pode
ser capturado e estabilizado formando um sal com picolinato.>” Os mecanismos propostos para a

descarboxilacdo oxidativa de aminoacidos encontram-se nas Figuras 1.18 e 1.19.

Primeiro, decidiu-se comecar por experimentar o picolinato de Ag(ll). Este foi sintetizado
de acordo com Clarke et al.#2 O método descrito em 1V.3.4 ndo produziu resultados satisfatorios

na sintese de (3a).

Optou-se entdo por recorrer ao par AgNOs/(NH.),S;0s para fazer a descarboxilacdo
oxidativa. Adaptou-se o procedimento de Silverman e Zelechonok, fazendo a reagdo apenas em

agua e com os equivalentes descritos no ensaio da Tabla 2.6, entrada 1.

Dado que se fizeram muitos ensaios com varios substratos (2), doravante cada ensaio sera
denominado pela tabela em que é apresentado. Por exemplo, os ensaios com N*-benzoil-L-

arginina (2a) estdo na Tabela 2.6.

Em comparacdo com o método do DIB/I,, estas reagbes sdo muito mais rapidas e tém a
vantagem de poder ser feitas em agua, 0 que se adequa muito aos substratos (2). Todos os
reagentes usados sao solUveis em agua. Em termos das TLC destas rea¢des, identificou-se no UV
(254 nm) a presenca de uma mancha triangular ligeiramente mais polar que os materiais de
partida. A revelacdo das TLC com reagente de Dragendorff provou ser extremamente eficaz uma

vez que esta mancha produzia uma cor laranja muito intensa.
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Tabela 2.6 Sintese dos métodos usados para a obtengao de (3a). Todos 0s ensaios feitos de acordo com o procedimento
geral em 2.2.1, com ou sem Cu(ll). A concentracdo de (2a) é constante em todos os métodos, 0,036M, exceto nos
ensaios referidos na entrada 11 e 12.

Entrada Eq de Eq de Solvente | T (°C) | treacio (h) n (%)
AgNO3/(NH4)2S:08 | CuSO,
1 0,1:1,2 - H.O T.a 3 399
2 0,2:1,2 - DMF T.a. >24 f
3 0,25:1,22 - H.O T.a. Overnight 32¢
4 0,15:1,22 - AcOH T.a. >96 f
5 0,15:0,5 - H.0 T.a. 24 f
6° 0,15:1,5 - H.0 T.a. 1 299
7 0,15:3 0,2 H.O T.a. 3 f
8 0,15:1,5 - MeOH T.a. 48 -
9 0,15:1,5 - AcOH/H;0 T.a. 20 -
11
10° 0,15:1,5 - H.O T.a. 40 -
119 0,15:1,5 - H.O T.a. 3 519
124 0,15:1,5 1 H.O T.a. 3 769
13° 0,15:1,5 1 H.0 60 0,5 789
14 0,15:1,5 - H,0 60 Overnight 839
15° 0,15:1,5 1 H.O 60 0,5 72

T.a. é temperatura ambiente. a. Adicionou-se mais 1 eq de (NH4)2S20s. b. Usou-se Ag20 em vez de AgNQsa. ¢. Usou-
se Oxone em vez de (NH4)2S20s. d. Solucdo do substrato (2a) com o dobro da concentracdo. e. As reagdes nas
entradas 13 e 15 diferem na ordem de adi¢do dos reagentes. f. Mistura complexa de produtos. g. Rendimento
calculado por RMN. h. Recuperagdo do material de partida. i. Mistura com produto desconhecido maioritario.

O resultado promissor na descarboxilagdo oxidativa de (2a) levou ao estudo, nestas
condigdes reacionais, da descarboxilacdo dos substratos (2b) e (2c), a N*-p-metoxibenzoil-L-
arginina e a N*-cinamoil-L-arginina, respetivamente. Os dados relativos aos varios ensaios

encontram-se nas Tabelas 2.7 e 2.8.

A analise do espetro de *H RMN do crude da mistura reacional (Tabela 2.6 entrada 1) revelou
que o produto (3a) era maioritario. Contudo, apesar das varias purificacdes feitas, ndo foi possivel
obté-lo puro, por existir outro produto presente que coeluia com (3a) que se veio a verificar

corresponder ao composto imida (5a) (Figura 2.21).
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Figura 2.21 Produtos obtidos na reacéo de descarboxilagdo oxidativa de (2a). A imida (5a) coelui com o produto (3a).
O aldeido (6) e a amida (7a) séo os produtos de hidrdlise e clivagem oxidativa do intermediério aciliminio.

Tabela 2.7 Sintese dos ensaios para a obtencéo de (3b). As reacOes foram realizadas de acordo com o procedimento

geral.
Entrada Eq de Eq de Solvente | T (°C) | treacso (D) n (%)
AgNO3/(NH,);S:0s | CuSO4
1 0,15:1,2 - H.O T.a. 3 212
2 0,15:1,5 1 H.O 60 0,5 80
3 0,15:1,5 - H.O 60 0,5 -

T.a. é temperatura ambiente. a Rendimento calculado por RMN.

Quando se procedeu a descarboxilagdo oxidativa do composto (2c), em nenhuma das condi¢des

experimentais testadas (Tabela 2.8) foi possivel obter o produto esperado (3c) uma vez que ndo

se identificava o sinal do protdo a por volta de 3 5,8 ppm no espetro de 1H RMN do crude

reacional. Este espetro, acompanhado pela observacéo da TLC, indicavam que a reacdo com este

substrato era muito mais suja que as anteriores.
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Tabela 2.8 Sintese dos ensaios usados para a obtencdo de (3c). As reacBes foram realizadas de acordo com o

procedimento geral. T.a. é temperatura ambiente. Em nenhum dos métodos se conseguiu obter o produto (3c).

Entrada Eq de Eq de Solvente | T (°C) | treacao (h) 1 (%)
AgNO3/(NH4)2S:0s | CuSO4
1 0,15:1,2 - H.O T.a. 3 a
2 0,15:1,5 1 H.0 60 5 a
3 0,15:1,5 - H.0 60 0,5 a
4 0,15:3 - H.O T.a. 4 a
5 0,5:1,5 - H.O T.a. 4 a

a. Mistura complexa.

O espetro de *H RMN de uma das fracdes recolhidas na purificacdo do ensaio descrito na
Tabela 2.7, entrada 1 ajudou a elucidar o que estava a ocorrer durante estas rea¢oes e que produtos
se formaram. O espetro esta na Figura 2.22. Por interpretacdo do espetro, conclui-se que existem
2 produtos na amostra. O maioritario é o produto (3b) assinalado pelo multipleto caracteristico a
0 5,83 ppm e pelos sinais a 6 3,61 e 3,43 ppm que indicam a presenca do ndcleo pirrolidinico. O
outro produto (5b) apresenta o esqueleto linear caracteristico da arginina, informacéo que é dada
pelos sinais a ¢ 3,24, 2,67 e 1,91 ppm, os dois primeiros tripletos e o terceiro um quintupleto,
tipicos de uma estrutura -CH,-CH,-CH- linear ligada a heteroatomos e/ou grupos funcionais,
como ja foi apontado no subcapitulo anterior. A proporcao obtida dos dois produtos foi de 1:0,33.

A espetrometria de massa de uma amostra da reacdo de descarboxilacdo do substrato (2a)
(Tabela 2.6, entrada 1) contendo os dois produtos 3a e 5a confirmou tratar-se de um produto de
dupla oxidagdo, contendo uma imida, sinal a m/z 249 [M+H]* em modo positivo e 247 [M-H]
em modo negativo. Também neste espetro foi possivel identificar a m/z 233 [M+H]* o composto
(3a).
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Figura 2.22 Em cima, espetro *H RMN, em D20, da mistura entre o produto (3b) e da imida (5b). Em baixo, estruturas
destes dois compostos, respetivamente.

O baixo rendimento obtido é resultado da formacao de produtos laterais (Tabela 2.6, entrada
1 e Tabela 2.7, entrada 1). Além da imida (5), forma-se também a benzamida (7a) no caso de o
substrato ser (2a) e p-metoxibenzamida (7b) no caso de ser (2b). A formacdo das benzamidas
respetivas é o resultado da hidrdlise do ido iminio. Desta reagdo resulta também um aldeido, neste
caso 0 4-guanidinobutiraldeido (6). Esta reagdo lateral foi apontada para derivados N-acilados de
aminoécidos por Cowden® e Huang et al.®® Ambas as reacoes, oxidacdo a imida e clivagem

oxidativa a amida e aldeido, estdo demonstradas na Figura 1.20.

No sentido de encontrar condi¢Bes que promovessem a formagdo do produto (3) sem
promoverem a formacg&o da imida ou a clivagem oxidativa, foram realizados varios ensaios com
0 substrato (2a) que se apresentam na Tabela 2.6. Todos produziram resultados insatisfatorios.
Quer isto dizer que, ou a reagdo ndo ocorria, ou no espetro de *H RMN verificava-se a presenca
de imida.
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Na reacdo realizada em AcOH como solvente (Tabela 2.6, entrada 4) verificou-se pelo
espetro de *H RMN que a imida (5a) ndo se formou existindo apenas o produto (3a) e o reagente
(2a), o que era um resultado promissor. Contudo, esta reacdo levou uma semana a ficar completa
e o resultado final foi uma mistura muito complexa de produtos. A mistura de AcOH/H.0 1:1
como solvente (Tabela 2.6, entrada 9) também nao foi eficaz. Além do produto (3a), produziu

também outro produto desconhecido.

De seguida decidiu-se introduzir CuSO4.5H.O na reacdo (Tabela 2.6, entrada 7),
reproduzindo o procedimento de Huang et al.*® Anderson e Kochi®® tinham referido que o Cu?*
possuia um efeito sinergistico na reacdo e atuava como cocatalisador da Ag?*, podendo oxidar o
radical alquilo depois da libertacdo de CO.. Contudo, este ensaio produziu uma mistura complexa
de produtos. J& a introdugdo de CuSO..5H.O mas em quantidade estequiométrica (Tabela 2.6,
entrada 12) permitiu obter o primeiro resultado promissor, representando uma melhoria
significativa na proporc¢do produto (3)/imida, 1:0,08. Nas mesmas condic¢Ges da reagdo anterior
mas agora a 60°C (Tabela 2.6, entrada 13) ndo se obteve uma alteracdo significativa na proporgao
produto (3a)/imida. Contudo, verificou-se uma aceleragdo da reagdo. Antes esta demorava 3h, em
média, para ficar completa, mas com aquecimento passou a demorar apenas 30 minutos. A
remogdo de cobre deste ensaio (Tabela 2.6, entrada 14) também ndo produziu mudancas
significativas na proporcéo, ficando esta em 1:0,1 de (3a)/imida. A reagdo ficou overnight para
verificar se ocorreria hidrolise do produto ao longo do tempo, 0 que néo se verificou neste periodo.
Alterando a ordem de adicéo dos reagentes (Tabela 2.6, entrada 15), dissolveu-se 0 CuSO..5H,0
e 0 reagente (2a) em &gua e agitou-se a 60°C durante 15 minutos e s6 depois se procedeu a adigdo
do AgNOs; e do (NH4)2S20s. Isto definiu o procedimento que seria usado para fazer as reacdes de
descarboxilacdo oxidativa com os restantes derivados (2) visto que se obteve uma proporcao de
1:0,05 produto (3a)/imida num rendimento de 72%. Este ensaio corrobora o papel sinergistico do
cobre na reacdo e mostra que a ordem de adi¢do dos reagentes é relevante, uma vez que a adi¢ao
prévia de cobre ao substrato marcou a diferenca no sucesso da reacdao. Aplicaram-se estas
condicBes reacionais aos substratos (2b) e (2c) (Tabela 2.7, entrada 2 e Tabela 2.8, entrada 2).
Em ambos os casos para os substratos (2a) e (2b) a presenca de cobre demonstrou que se obtinham
excelentes resultados, obtendo-se 72% e 80% de rendimento, respetivamente. A presenca de

imida foi ainda observada. Mais uma vez, a presenca de Cu(ll) demonstra um efeito sinérgico.

Todos os ensaios realizados com o substrato (2c¢) (Tabela 2.8) foram infrutiferos na tentativa
de obter o produto (3c). Todos os espetros obtidos dos crudes reacionais mostraram uma mistura

muito complexa em que era impossivel sequer definir um produto maioritario.

A comparacdo visual de todas as reagBes mostrou diferencas entra as rea¢cGes com o substrato

(2a) e (2b) e a reagdo com o substrato (2c). Aquando a adi¢do de CuSO4.5H-0, todas adquiriram
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uma tonalidade azul clara como era de esperar, devido a presenca do cobre. No decorrer e no fim
das reacOes é que surgiram as diferencas. As duas primeiras apresentavam sempre um aspeto
limpido. Gradualmente, verificava-se a alteracdo da cor de azul claro para verde claro. Por outro
lado, as reacGes de (2¢) adguiriam uma cor castanha rapidamente, apds poucos minutos de reacao.
No fim, verificava-se a existéncia de um precipitado castanho com aspeto viscoso. As TLC das
reacGes suportavam estas observacdes. As duas primeiras sugeriam uma reacdo eficaz, com
poucos produtos laterais. A segunda mostrava uma mistura muito complexa de produtos pela
quantidade de manchas apresentada. Outra indicagéo de que algo diferente acontecia nas reacdes
de (2c) foi o tempo de reacdo. Ao contréario do que se tinha verificado com os substratos (2a) e
(2b), nas mesmas condicdes (Tabela 2.8, entrada 2) foram necessarias 5 h para o desaparecimento
do material de partida, (2c). Surpreendentemente, a auséncia de Cu(ll) (Tabela 2.8, entrada 3)

permitiu que a reacdo fosse mais rapida, mas nao mais eficaz.

Quando se tentou fazer a reacdo de descarboxilacdo oxidativa com N*-hidrocinamoil-L-
arginina (2e) e com N*fenilacetil-L-arginina (2f), os resultados obtidos foram semelhantes aos
de (2c) na medida em que se obtiveram misturas muito complexas de produtos e reagdes muito

lentas.

No caso do substrato 2e foram feitos 2 ensaios (Tabela 2.9). No primeiro caso (entrada 1),
foram feitas duas purificacbes por TLC preparativa em placa de alumina, depois da coluna RP-
18, uma vez que se conseguiu identificar o sinal do protdo a, ainda que em pouca quantidade no

crude. No entanto, ainda assim, obteve-se uma mistura algo complexa de produtos (Figura 2.23).

Tabela 2.9 Sintese dos ensaios para a obtencao de (3e). Os métodos foram feitos de acordo com o procedimento geral
em 2.2.1. T.a. é temperatura ambiente. Em nenhum dos métodos se conseguiu obter o produto (3e). a N&o se conseguiu
obter o produto.

Entrada Eq de Eq de Solvente | T (°C) | treacio (h) n (%)
AgNO3/(NH4)2S:0s | CuSOs
1 0,15:1,5 1 H.O 60 6 a
2 0,15:1,5 1 H.O T.a. 48 a
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Observando o espetro, é possivel identificar o sinal do protdo « a J 5,93 ppm e os sinais a o
3,65 e 3,49 ppm que identificam a ciclizacdo do residuo de arginina. Contudo, ndo é possivel
garantir que os tripletos a ¢ 3,16 e 2,60 ppm correspondam ao residuo hidrocinamoil de (3e)
devido as integracOes. Pode-se afirmar que estdo pelo menos 3 produtos diferentes nesta mistura,

com base nos sinais na zona entre 6 4 e 6 ppm.
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Figura 2.23 Espetro 'H RMN, em D20, de uma fragéo recolhida da TLC preparativa onde se pensa estar o produto
(3e).

No caso de (2f), nem sequer se conseguiu identificar o sinal que se esperaria para 0 protao

Por fim, a reacdo de descarboxilagdo de (S)-Boc-histidinil-L-arginina (2i), originou o que
aparentam ser dois produtos, numa proporcao de 3,8:1. Um é o produto ciclizado (3i), minoritario,
identificado pelos sinais caracteristicos ja aqui mencionados. O outro parece ser reagente de
partida. O espetro de *H RMN est4 na Figura 2.24. Repare-se que existe uma discrepancia na
integragdo dos protdes a, correspondentes ao residuo de histidina e ao de arginina ndo ciclizada,

de cerca de 1, 0 que remete para o sinal do protédo « do residuo de arginina ciclizado a 6 5,71 ppm.
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Os sinais dos prot6es do grupo imidazole, tanto do produto (3i) como do reagente (2i), encontram-

se sobrepostos.
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Figura 2.24 Espetro de 'H RMN, em D20, da mistura obtida entre o reagente de partida (2i) e o produto ciclizado (3i).
Nos préximos paragrafos, discutir-se-4 os resultados obtidos para as reagdes que tinham

como reagentes os derivados (2c), (2e) e (2f).

Estruturalmente, a molécula (2c), N*-cinamoil-L-arginina, difere dos derivados (2a) e (2b)
na medida em que contém uma dupla ligagdo trans entre o carbonilo da amida e o anel aromatico
(estruturas na Tabela 2.1). Como ja foi referido anteriormente e como é mostrado nas Figuras
1.19 e 1.20, a reacdo de descarboxilacdo oxidativa quando feita com um sal de Ag* que é oxidado
pelo peroxidissulfato a Ag?* procede por um mecanismo que gera um radical alquilo na posicéo
a. Sabe-se que os radicais sdo espécies reativas e que reagem particularmente com posi¢des
alilicas e benzilicas, onde sdo mais estaveis.*? A observacdo dos espetros dos ensaios com (2c)
(Tabela 2.8) permitiu identificar o desaparecimento dos sinais correspondentes aos protdes da

dupla ligacao. Perante esta observacdo propdem-se duas hipoteses que a podem justificar.
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A primeira hipdtese que se coloca aqui € a ocorréncia de uma ou varias reacoes laterais com
o radical alquilo formado (Figura 2.25). Estas podem ser transferéncia do radical por reacdo com
a dupla ligacdo do residuo cinamoilo de (2c), nos dois primeiros casos, ou transferéncia de
hidrogénio para a posic¢éo benzilica no caso de o derivado ser o hidrocinamoilo (2e) ou fenilacetilo
(2f), nos dois ultimos exemplos. E de notar que os estados de transi¢cdo nos dois Gltimos casos s&o
formados por anéis de seis e cinco membros, respetivamente, que normalmente favorecem as
reacdes. Hua et al®® publicaram uma reacdo de fluoracdo na posicdo benzilica que passa pela
transferéncia de um radical a-aminoalquilo para um benzilo por transferéncia de hidrogénio,
formando um radical benzilo. Este tipo de reacdo pode ter sido responsavel pelos varios produtos

formados na reagéo e a mistura complexa observada.

Figura 2.25 Reac0es laterais possiveis de ocorrer com o radical alquilo formado, ap6s libertagdo de COx.

MacMillan et al.% e Cowden® reportam reacOes de cross-coupling e acoplamento de
Minisci, respetivamente. Ambas as reacdes envolvem a geracéo de um radical a-aminoalquilo. A
primeira descreve um cross-coupling entre este radical e um radical aromatico, num areno mono
ou pluri substituido. A segunda descreve o acoplamento de Minisci entre um radical a-

acilaminoalquilo e heteroarenos eletrodeficientes.

N

Anderson e Kochi® referem que este radical é facilmente oxidado devido a elevada
quantidade de oxidantes (Cu?*, Ag®* e SO4*) presentes em solucdo. O que leva a segunda hipétese

proposta.
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A segunda hipétese possivel é o atague ao ido aciliminio por outros nucleofilos inter- ou
intramoleculares além da guanidina. Relembre-se que o ido aciliminio é uma espécie altamente
eletrofilica. Por exemplo, ataque por parte da dupla liga¢ao do residuo cinamoil ao ido aciliminio,
a primeira reacdo da Figura 2.26, ou ataque do enolato da amida, no caso do hidrocinamoilo ou

do fenilacetilo, duas Ultimas reac6es da Figura 2.26.
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Figura 2.26 Reac0es laterais possiveis de ocorrer com o ido aciliminio no caso dos derivados (2c), (2e) e (2f).

Para se averiguar da veracidade destas hipGteses seria necessario, em primeiro lugar,
proceder a separacao e identificacdo dos compostos das misturas complexas formadas. Nao se fez

esta separacdo devido a limitagcfes de tempo.

Num paragrafo anterior questionou-se o papel do cobre na reagdo. Huang et al.>° apenas
conseguiram obter imidas, semelhantes a (5) da Figura 2.21, quando usaram CuSQ4.5H,0 em
guantidade catalitica. Quando ndo usaram, obtiveram maioritariamente a amida do grupo de
derivatizacdo e o respetivo aldeido, tal como foi demonstrado por Cowden® (representados pelos

nameros (7) e (6), respetivamente, no contexto deste trabalho na Figura 2.21).

No nosso caso, conseguiu-se obter a imida (5) sem o uso do cobre (Figura 2.21 e condi¢bes
reacionais referidas no ensaio da Tabela 2.6, entrada 1 e tabela 2.7, entrada 1). Também se formou
a amida do grupo acilo (7) e o aldeido (6) correspondente, mas em menor quantidade. Quando se
usou cobre (Tabela 2.6, entrada 15 e Tabela 2.7, entrada 2) obteve-se os produtos de ciclizacdo
(3a) e (3b). A presenca de cobre, no nosso caso, parece favorecer a reacdo de ciclizacdo,
desfavorecendo a clivagem oxidativa a aldeido e a segunda oxidac&o a imida. Existe a hipotese
de ocorrer a formacdo de complexos das moléculas (2) tais que aproximem o azoto do grupo
guanidina do ido aciliminio (Figura 2.27), favorecendo o ataque nucleofilico da primeira ao
segundo. H4 artigos que referem que o cobre(ll) pode formar complexos com aminoécidos como

glicina,® grupos amida®® e grupos imina.?’
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Figura 2.27 Possiveis complexos com cobre (1) do derivado (2), a esquerda, e do ido acilminio, a direita, promovendo
a aproximacéo entre o nucledfilo e o eletrofilo.

Independentemente das razfes que levaram ao insucesso das reacdes de descarboxilagédo
oxidativa com a maior parte dos substratos, o que 0s resultados experimentais permitem concluir
é que este método que assenta na descarboxilacdo oxidativa com AgNOs/(NH4)S,0s/CuSO, é
muito vantajoso do ponto de vista da eficacia, da velocidade e da sustentabilidade da reacédo e, ao
mesmo tempo, muito limitado na gama de substratos. Os resultados mostram que a reacdo apenas
é aplicavel a derivados benzilados da L-arginina e, possivelmente, a dipéptidos, tendo em conta
o resultado obtido com o dipéptido com Boc-L-histidina (2i).
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11.6. Reacoes de descarboxilacao oxidativa com
AgNO3/(NH4)2S20g, CuSOs e ligandos quirais

As condigdes descritas para as reagdes de descarboxilacdo oxidativa descritas até aqui
conduzem sempre a perda da quiralidade dos derivados (2) por ocorrer a formacédo do radical e
do ido aciliminio do carbono assimétrico do residuo de arginina. Como resultado, os derivados
ciclizados (3) sdo racematos. Quis-se entdo testar a reacdo de descarboxilagcdo oxidativa na
presenca de ligandos quirais. Em 2.3.1 esta descrito o procedimento geral e a seguir 0s varios
ligandos usados. Utilizou-se sempre (2a) como material de partida. O cobre foi adicionado em
primeiro lugar, juntamente com o ligando, ficando a agitar em solucdo sob aquecimento para
favorecer a formagdo de um complexo quiral. SO depois é que se adicionaram 0s restantes

reagentes. Contudo, ndo se confirmou se ocorreu de facto a formagao de um complexo.

A reagOes tendo a (z)-dihidrocinchonina e a (+)-cinchonina ndo produziram resultados
positivos. Apos a adi¢do destes ligandos a mistura reacional, de cor azul clara, adquiriu muito
rapidamente uma cor castanha escura. Ainda assim, conseguiu-se obter 9% de rendimento na

reagdo com a (+)-cinchonina.

Dada a labilidade das cinchoninas perante as condi¢cGes usadas decidiu-se utilizar (x)-
BINAP. Também se verificou uma alteragdo da cor na reagdo. Conseguiu-se obter um rendimento
de 51%.

Por fim, utilizou-se (+)-BINOL. Todavia, com este ligando ndo se conseguiu obter o produto.

Nesta reagdo também se verificou uma mudanga na cor da mesma.

As medicdes de rotacdo dtica das amostras obtidas nas reacGes com (+)-cinchonina, (£)-
BINAP e do produto do ensaio descrito na Tabela 2.6, entrada 15 mostraram que todas continham
um racemato. Uma razdo possivel para o fracasso do uso dos ligando quirais e obter-se racematos
foi a destrui¢do nas condicdes reacionais do complexo formado com os ligandos antes de ocorrer
a reacdo de descarboxilagdo oxidativa, suportada pelas mudangas rapidas nas cores das reacdes

com os diferentes ligandos.

62



1.7. Separacédo dos enantiomeros do produto final

Tentou-se obter a separacdo dos dois enantiomeros de (3a) através da formacdo de sais
diaestereoméricos com acido L-tartarico e com o préprio reagente de partida (2a) (Figura 2.28).
Também se utilizaram sais de itérbio e de eurdpio para se tentar distinguir os dois enantiémeros

no espetro de *H RMN. Todas estas tentativas foram infrutiferas dado que nunca se conseguiu

obter um dos enantiomeros.

f\!\‘@ snat

(o)

NH2
H,N

/\§NH2
0

Acido I-tartarico \EN
N“‘
NH

(2a)

Figura 2.28 Sais do produto (3a) com acido L-tartarico (a direita) e com o reagente derivado (2a) (a esquerda).
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[1l. ConclusOes e perspetivas futuras
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I1. Conclusdes e perspetivas futuras

O trabalho aqui apresentado teve em vista dois grandes objetivos: primeiro, a sintese do
nucleo 2-aminopirrolidin-1-il carboxamidina e segundo a sintese do produto natural cernumidina
e analogos. O presente trabalho apresenta um método para alcangar estes objetivos que parte do
aminoacido L-arginina, no sentido de desenvolver uma via biomimética para sintetizar a

cernumidina e analogos.

Este método contempla apenas dois passos de sintese, a derivatizagdo em N da L-arginina e
a descarboxilacdo oxidativa desses produtos derivados. Esta segunda reacdo é a chave para se
obter o ndcleo carboxamidina, pois através de um mecanismo radicalar, liberta CO,, forma um
ido aciliminio e cicliza a cadeia lateral da arginina através de um ataque nucleofilico da guanidina

ao ido aciliminio.

A derivatizagdo de L-arginina foi conseguida através de um de dois caminhos possiveis,
ambos com 0 mesmo pressuposto, a ativacdo do acido carboxilico pelo reagente de derivatizagao.
O primeiro caminho envolvia a formagédo o cloreto de &cido respetivo. O segundo recorria a
reagentes de acoplamento, nomeadamente o CDI. De uma forma geral, o caminho da reagdo com
o cloreto de acido provou ser mais vantajoso, permitindo obter rendimentos até 81%, maior
rapidez nas reacdes e em termos praticos ser mais facil de trabalhar. Em casos especificos, quando
0s reagentes em causa ndo o permitiam, ndo se recorreu a formacédo do cloreto de &cido, dando
preferénciaao CDI. Isto aconteceu quando a molécula em causa (Boc-L-histidina) tinha um grupo

protetor (Boc) intolerante a condigdes acidicas.

Inicialmente, a descarboxila¢do oxidativa dos derivados (2) foi feita com o par de reagentes
DIB/I;, sendo o DIB um reagente de iodo hipervalente (Ill). Este reagente por ser muito
eletrofilico e sujeito a ataque por solventes nucleofilicos obrigava a que as rea¢fes fossem feitas
em DCM. Isto provou ser prejudicial para o sucesso da reagdo, dado que os derivados (2) sdo
bastante polares e sollveis apenas em agua e metanol, pelo que estes encontravam-se precipitados
no meio reacional, tornando muito dificil conseguir uma reagdo completa. Apenas dois derivados
produziram resultados, ainda que modestos, com rendimentos de 7% e 15%. O melhor resultado

com este método foi um rendimento de 59% tendo como solvente DCM/AcOH 1:3.

Uma nova estratégia foi adotada. Consistia na descarboxilacdo oxidativa da L-arginina,
originando o produto ciclizado, que depois seria derivatizado com o cloreto de &cido. O oxidante
usado foi NBS. No entanto, esta estratégia mostrou-se ineficaz, dado que apenas se conseguiu

obter o nitrilo correspondente da L-arginina.
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Decidiu-se explorar outra alternativa para a descarboxilacdo, o uso de sais de prata. Primeiro,
tentou-se o picolinato de Ag(ll), que se mostrou pouco eficiente. De seguida, optou-se pelo par
AgNO3/(NH,4).S,0g, em que o nitrato de prata é usado em quantidades cataliticas. Embora ainda
carecesse de otimizacdo, mostrou-se logo a partida mais eficiente e sustentavel que o método do
DIB/I.. Este método colocou um obstaculo dificil de ultrapassar, a formacdo de um produto lateral
de dupla oxidagdo, uma imida, que coeluia com o produto (3), tornando a purificacdo impossivel.
Varios ensaios levaram-nos a introducdo de CuSO4.5H0. Este sal marcou a diferenca na
eficiéncia da reacdo, em conjunto com o aquecimento conseguindo-se rendimentos da ordem dos
70-80%. Nos vérios ensaios, percebeu-se que a quantidade de cobre usada tem de ser
estequiométrica e a ordem de adi¢do influencia o resultado final. Este método prima pela sua
eficacia e sustentabilidade. A reagdo é feita em agua, usa um catalisador (Ag*) e um cocatalisador
(Cu?*) recuperaveis, dispde de reagentes baratos e é extremamente rapida, podendo ficar completa
em 30 minutos com um aquecimento a 60 °C, num processo suave. Os resultados apontam
também para um outro papel do cobre na reacdo, como quelante, aproximando os centros

reacionais.

Infelizmente, este método esta muito limitado em termos de substratos. Apenas é viavel para
derivados benzoilados da L-arginina. O dipéptido (S)-Boc-histidinil-L-arginina também parece
ter produzido resultados promissores. Todos 0s outros incorrem em reacdes laterais que originam

misturas muito complexas de produtos. A sintese da cernumidina por este método é impossivel.

As reac0es partindo deste método e usando ligandos quirais mostraram-se ineficazes, dado a
labilidade destes ligandos perante as fortes condi¢Ges oxidantes. Todos os produtos obtidos eram
racematos. As tentativas de separar os enantiomeros da reacdo de descarboxilagdo oxidativa

também se mostraram infrutiferas.

No futuro, deve encontrar-se uma nova abordagem que nédo apresente as limitagfes desta
aqui apresentada. A descarboxilagdo oxidativa de L-arginina com o método de
AgNO3/(NH,4)2S,0s/CuSO, formaria o nudcleo 2-aminopirrolidin-1-il carboxamidina. Este

reagiria, por sua vez, com um cloreto de acido dando do produto final (3) (Figura 3.1). Este

o) 0]
AgNO3/(NH,),S,04 NH )l\ )
CuSO N ? R d O*NH

(1) (3)

Figura 3.1 Sintese alternativa para a obtencao dos produtos (3).
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caminho sintético ndo apresentaria limitacdo do substrato. Quanto a perda de quiralidade, uma

resolucdo enantiomérica pode ser uma alternativa a experimentar.
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V. Parte experimental
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IVV.Procedimento experimental
Iv.1. Preambulo

Os reagentes utilizados na parte experimental desta tese foram adquiridos & Sigma-Aldrich,
TCI Chemicals e Alfa-Aesar. Os solventes utilizados nas reacGes e nos eluentes foram adquiridos
a Sigma-Aldrich e & LaborSpirit. Todo os solventes foram utilizados sem purificacéo adicional,

exceto quando mencionado que foram utilizados secos.

As reacdes foram acompanhadas por TLC em placas de silica Merck Kieselgel GF 254 com
0,2 mm de espessura em suporte de aluminio. A revelagdo das TLC fez-se com recurso a uma
lampada de UV (254 nm) e, posteriormente, com reagente de ninidrina ou reagente de

Dragendorff.

A purificacdo das reages fez-se em cromatografia em coluna de fase reversa com silica
Merck LiChroprep RP-18, de granulometria 40-63 um, e TLC preparativa com silica Merck
Kieselgel GF 254 com 0,2 mm de espessura em suporte de aluminio ou 0,5 mm de espessura em
suporte de vidro. A revelagdo das TLC fez-se com recurso a uma lampada de UV (254 nm) e,

posteriormente, com reagente de ninidrina ou reagente de Dragendorff.

A caracterizacdo dos compostos fez-se através dos espetros de absor¢do de UV, de
espetroscopia de RMN de protéo e carbono, espetroscopia de 1V, medicao dos pontos de fuséo e
espetrometria de massa (ESI-MS).

A aquisicdo dos espetros de absorcdo de UV fez-se num espetrofotdmetro Thermo
Corporation Helius y, na gama dos 190 a 350 nm, com células de quartzo com 1 cm de percurso
otico.

A aquisicdo dos espetros de RMN de protdo (*H RMN) e de carbono (**C RMN) fez-se num
espetrometro Brucker ARX400, tragcando os espetros a 400MHz e 101 MHz para protéo e carbono,
respetivamente. As constantes de acoplamento, J, sdo dadas em Hz. O espetrémetro foi calibrado
tetrametilsilano (TMS). A apresentacdo dos dados obedece ao seguinte formato: solvente
deuterado, desvio quimico (multiplicidade do sinal, constantes de acoplamento, integracdo
relativa, atribuicdo do sinal). Os desvios quimicos sdo apresentados tendo o desvio do solvente

como referéncia.

Os espetros de 1V foram adquiridos num espetrofotometro Perkin EImer Spectrum Two, com
0 médulo de reflexdo total atenuada (ATR). A aquisicdo dos espetros foi feita na gama de 4000
cm?®a 400 cm™. Na descricdo dos espetros sdo apenas indicados maximos de absorcdo das
frequéncias mais relevantes, obedecendo ao seguinte formato: frequéncia do maximo de absor¢do

(atribuicdo do grupo funcional, se possivel).

73



A espectrometria de Massa (ESI-MS) foi efetuada hum espetrémetro de massa hibrido LTQ
Orbitrap XL da Thermo Fischer Scientific, Bermen Germany controlado pelo software LTQ Tune
Plus 2.5.5 e Xcalibur 2.1.0. Em modo positivo, a voltagem do capilar da fonte de ionizacéo por
eletrospray foi de 3,1 kV. Temperatura do capilar foi 275 °C. O géas de nebulizacdo estava a 5
(unidade arbitraria das defini¢fes do software). A voltagem do capilar foi de 36 V e a da lente do
tubo foi de 85 V. Em modo negativo, a voltagem do capilar da fonte de ionizacao por eletrospray
foi de 3,0 kV. Temperatura do capilar foi 275 °C. O gas de nebulizagdo estava a 5 (unidade
arbitraria das defini¢bes do software). A voltagem do capilar foi de -50 V e a da lente do tubo foi
de -150 V.
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IV.2. Sintese de N* derivados de L-arginina

IV.2.1. Através de reacdo com cloretos de acido
IV.2.1.1. Procedimento geral

: X

0
sSocl 1 H,N N OH
R OH R Cl Base Y

0
(4) (2)

Num baldo de fundo redondo, equipado com agitador magnético, dissolveu-se 1,2 eq de
acido carboxilico (2) em tolueno seco numa concentragdo final de 0,5 M e adicionou-se 10 eq de
SOCI,. Alternativamente a reacdo pode também ser feita sem solvente (ou neat). A reagdo
decorreu a refluxo, durante aproximadamente 1 h. Evaporou-se 0s componentes volateis.
Verificou-se o consumo do &cido através de ATR-FTIR, observando o desaparecimento da banda
caracteristica do 4cido (=1700 cm™) e o aparecimento da banda do cloreto de &cido (= 1790 cm-
D).

O cloreto de acido foi adicionado lentamente a 1 eq de L-arginina (1) numa solugdo aquosa,
arrefecida a 0 °C e basificada com 2 eq de Na,COs (pH = 10, verificado com papel indicador
universal). A reacdo decorreu durante 5 min a frio e depois deixou-se reagir a temperatura
ambiente e em atmosfera inerte. A reacdo foi acompanhada por TLC, eluindo com misturas de
DCM/MeOH (9:1) e de DCM/MeOH/H0 (13:7:1) e/ou (65:20:2) e procedendo a revelacdo com
reagente de ninidrina até consumo total da arginina. As reacdes decorreram entre 24 ha 72 h.

Acidificou-se a mistura reacional com HCI 3 M até pH 1 e depois extraiu-se com DCM.
Basificou-se até pH 8 com NaOH 4 M. A fase aquosa foi separada por cromatografia em coluna
de fase reversa RP-18, eluindo com misturas de agua/metanol por ordem decrescente de
polaridade de 10 em 10%, comec¢ando de 0% até 50% de metanol (50 mL de cada mistura). As
fragdes recolhidas foram analisados por UV-Vis e as que apresentavam espetro semelhante foram

juntas, evaporados a secura e analisados por *H RMN.
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IV.2.1.2. Sintese de N*-benzoil-L-arginina (2a)

De acordo com o procedimento da literatura,®® a uma " ) ) i
solugéo de L-arginina (1) (4g, 22,96 mmol, 1eq)em20mL Hz2N" ¢ "N° 5 3 1 "OH
de H.0 destilada adicionou-se lentamente, durante 15 min, HN 0
3 mL de cloreto de benzoilo (2a) comercial (1,1 eq, 25,26 12
mmol, 3,56 g) e, de seguida, 3,90 g de Na,COs (1,6 eq, ¥ 7
36,74 mmol). A reacdo ocorreu sob agitacdo e a (2a) 4 ¢

- 5'
temperatura ambiente durante 24 h. Acompanhou-se por

TLC, eluicdo com CHClIs, 10% de metanol e revelacdo com UV (254 nm) e reagente de ninidrina,
com a qual a mancha do produto adquire cor amarela.

Acidificou-se a mistura reacional com HCI 3 M até pH 1. Filtrou-se o precipitado. O filtrado
foi extraido com éter etilico. A fase aquosa foi basificada até pH 8 com NaOH 4 M. Esta Ultima
foi filtrada a vacuo, obtendo-se o produto na forma de um sélido branco que foi seco sob vécuo.

Obtiveram-se 3,02 g (10,85 mmol) de N*-benzoil-L-arginina (2a) com rendimento de 47%.

P.f. 285-288 °C. IV (ATR) vma (cm™) 3200 (NH), 3021 (C-H aromaticos, O-H), 1677
(C(=0)OH), 1615 (NC(=0)Ph), 1592 (C=C aromético). *H RMN (400 MHz, D,0) & 7,80 (d, J
= 7,7 Hz, 2H, H-3’ e H-7"), 7,62 (t, J = 7,2 Hz, 1H, H-5"), 7,54 (t, J = 7,6 Hz, 2H, H-4" ¢ H-6"),
4,41 (dd, J=8,1,5,1 Hz, 1H, H-2), 3,23 (t, J = 6,8 Hz, 2H, H-5), 2,07 — 1,92 (m, 1H, H-3a), 1,91
~1,77 (m, 1H, H-3b), 1,75-1,63 (m, 2H, H-4). *C NMR (101 MHz, D;0) 6 178,22 (C-1), 169,94
(C-1°), 156,62 (C-6), 133,42 (C-2"), 132,06 (C-5°), 128,64 (C-3’ e C-7°), 126,97 (C-4’ ¢ C-6"),
55,04 (C-2), 40,58 (C-5), 28,95 (C-3), 24,50 (C-5).

IV.2.1.3. Sintese de N*-(E)-(3-fenil)acriloil)-L-arginina (2c)

De acordo com o procedimento geral descritoem 1.1.1
partiu-se de 2,04 g (13,8 mmol) de acido cindmico (4c) e
adicionou-se 8,3 mL de SOCI; (13,8 mmol). Obteve-se um
6leo laranja que reagiu com 2 g (11,5 mmol) de L-arginina
(1) e 731 mg (6,9 mmol, 0,6 eq) de Na,COs, dissolvidos em
10 mL de H20.

Filtrou-se o precipitado, que continha o &cido cindmico

ndo reagido, produto e L-arginina. O filtrado foi evaporado
a secura e lavado com DCM frio para remover o acido (2¢)

cindmico que ndo reagiu. O precipitado foi redissolvido em

100 mL agua, acidificou-se até pH 1 com HCI 3 M e extraiu-se com 50 mL de DCM para remover

0 4cido cindmico que ndo reagiu. A fase aquosa foi basificada até pH 8 com NaOH 4 M. Juntaram-
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se 0 precipitado lavado com DCM frio e a fase aquosa basificada até pH 8. Recristalizou-se 0
produto da 4gua. Decantou-se a agua e lavou-se o precipitado com agua gelada. Obtiveram-se
1,53g de N*-(E)-(3-fenil)acriloil)-L-arginina (2c) num rendimento total de 44%.

P.f. 190-192 °C. IV (ATR) vmax (cm™) 3333 (N-H), 3161 (N-H amida bonded), 3046 (O-H
bonded), 2944 (C-H), 1667 (C(=O)OH), 1567 (amida I1). *H RMN (400 MHz, MeOD) & 7,54 —
7,44 (m, 3H, H-3’, H-5’ e H-9°), 7,43 — 7,31 (m, 3H, H-6’, H-7° ¢ H-8"), 6,73 (d, J = 15,8 Hz,
1H, H-2"), 4,46 (dd, J = 7,6, 4,8 Hz, 1H, H-2), 3,23 (tt, J = 13,5, 6,8 Hz, 2H, H-5), 2,04 — 1,91
(m, 1H, H-3a), 1,89 — 1,76 (m, 1H, H-3b), 1,75 — 1,62 (m, 2H, H-4). 13C NMR (101 MHz,
MeOD) 6 177,61 (C-1), 166,61 (C-1°), 157,30 (C-6), 140,14 (C-3°), 134,93 (C-4"), 129,28 (C-
7°), 128,45 (C-6” ¢ C-8’), 127,48 (C-5’ ¢ C-9”), 120,83 (C-2"), 54,29 (C-2), 40,67 (C-5), 29,80
(C-3), 24,86 (C-4). ESI-HRMS: calculado para CisH21N4Os [M]* 305,16139, encontrado
305,16155

IV.2.1.4. Sintese de N*-(3-fenilpropanil)-L-arginina (2e)

De acordo com o procedimento geral em 1.1.1, fez-
se reagir 517 mg (3,44 mmol) de acido 3-fenilpropandico
(acido hidrocindmico) (4e), em 7 mL de tolueno seco,
com 2,5 mL (34,4 mmol) de SOCI,. Obteve-se um 6leo
amarelado que se fez reagir com 500 mg (2,87 mmol) de
L-arginina (1) em 10 mL de H,0O, 2 eq em Na;CO:s.

Parou-se a reacao apoés 48 h. Acidificou-se com HCI
3 M até pH 1 e extraiu-se com 3 X 5 mL de DCM. As

fases orgénicas foram juntas e lavadas com 10 mL de HCI 0,1 M. Todas as fases aquosas foram

(2€)

juntas e neutralizadas até pH 8 com NaOH 4 M e evaporadas a secura. O crude foi separado por
cromatografia em coluna de fase reversa RP-18, como descrito em 1.1.1. Obteve-se 552 mg de

um sélido branco com rendimento de 63%.

P.f. 125-128 °C. IV (ATR) vmax (cm™) 3258 (N-H), 3160 (N-H amida bonded), 2969 (C-H),
2872 (C-H), 1633 (NC(=0) amida 1), 1557 (amida I1), 1394. *H RMN (400 MHz, D,0) & 7,35
(t,J=7,4Hz, 2H, H-6" ¢ H-8), 7,31 — 7,22 (m, 3H, H-5’, H-6" ¢ H-9"), 4,05 (dd, J = 8,3, 4,2 Hz,
1H, H-2), 3,04 — 2,85 (m, 4H, H-5 e H-3"), 2,63 (t, J = 6,9 Hz, 2H, H-2"), 1,72 — 1,59 (m, 1H, H-
3a), 1,56 — 1,43 (m, 1H, H-3b), 1,15 (p, J = 7,5 Hz, 2H, H-4). *C NMR (101 MHz, D;0) &
178,55 (C-1), 174,90 (C-1"), 156,50 (C-6), 140,33 (C-4’), 128,58 (C-6’ ¢ C-8°), 128,49 (C-5’ ¢
C-9’), 126,35 (C-7"), 54,32 (C-2), 40,54 (C-5), 37,24 (C-2"), 31,26 (C-3), 28,69 (C-3), 24,12 (C-
4). ESI-HRMS: calculado para C1sH23N+O3 [M]* 307,17704, encontrado 307,17714
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IV.2.1.5. Sintese de N“-fenilacetil-L-arginina (3f)

De acordo com o procedimento geral descrito em Jj
1.1.1, reagiu-se 469 mg (3,44 mmol) de a&cido N s Nfs\"'/g\]z/@\on
fenilacético (4f) com 2,5 mL (34,4 mmol, 12 eq) de H HN. 1.0
SOCl,. Obteve-se um 6leo amarelado que se fez reagir

com 500 mg (2,87 mmol) de L-arginina em 10 mL de
H-0, 2 eq em Na,COs. Apds purificacdo, obteve-se
681 mg de um sélido branco num rendimento de 81%. n
P.f. 138-141 °C. IV (ATR) vmax (cm™) 3262 (N-H), 3172 (N-H amida bonded), 3056
(C(=0)O-H bonded), 2864 (C-H), 1634 (NC(=0) amida 1), 1557 (amida II), 1495 (C=C
aromatico) 1394. *H RMN (400 MHz, D20) & 7,50 — 7,29 (m, 5H, H-4’, H-5°, H-6’, H-7’ ¢ H-
8%), 4,19 (dd, J = 8,1, 4,8 Hz, 1H, H-2), 3,64 (d, J = 31,9 Hz, 2H, H-2"), 3,11 (t, J = 6,9 Hz, 2H,
H-5), 1,89 — 1,77 (m, 1H, H-3a), 1,75 — 1,61 (m, 1H, H-3b), 1,59 — 1,43 (m, 2H, H-4). 3C NMR
(101 MHz, D;0) & 178,47 (C-1), 173,97 (C-1°), 156,54 (C-6), 135,15 (C-3°), 129,06 (C-5" ¢ C-
7°), 128,89 (C-4’ e C-8°), 127,25 (C-6°), 54,57 (C-2), 42,43 (C-2°), 40,49 (C-5), 28,77 (C-3),
24,38 (C-4). ESI-HRMS: calculado para C14H21N4O3 [M]* 293,16139, encontrado 293,16135.

IV.2.1.6. Sintese de N*-fenoxicarbonil-L-arginina (29)

De acordo com o procedimento de Moynihan e H
Yu,” dissolveu-se 500 mg (2,9 mmol, 1 eq) de L- J‘\ /\V\J\
H,N" 6 N 5 3 1 OH
arginina (1) em 2 mL de agua 1 M em NaHCO; e 4 N H HN. 1.0

em NaOH. Adicionou-se 0,4 mL (3,2 mmol, 1,1 eq) de .

. o .
fenilcloroformato (49), lentamente, durante, > 6
aproximadamente 15 min. Deixou-se reagir a (20) 3 5
temperatura ambiente e sob atmosfera inerte durante 1h. ¢

Apos purificagdo, de acordo com o procedimento geral descrito em 1.1.1, obtiveram-se 336

mg de um sélido branco com rendimento de 38%.

P.f. 108-111 °C. IV (ATR) vmax (cm™) 3029 (C(=0)O-H bonded), 1719 (NC(=0)OPh), 1632
(C(=O)OH), 1563, 1474, 1364, 1203. *H RMN (400 MHz, MeOD) & 7,23 (t, J = 7,8 Hz, 2H, H-
4 e H-6%), 7,07 (t, J = 7,2 Hz, 1H, H-5"), 6,99 (d, J = 7,9 Hz, 2H, H-3" e H-7°), 4,01 — 3,90 (m,
1H, H-2), 3,09 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H-5), 1,91 — 1,74 (m, 1H, H-3a), 1,74 — 1,54 (m, 3H, H-3b e H-
4). ESI-HRMS: calculado para C13H19N2O4 [M]" 295,14066, encontrado 295,13994.
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IV.2.1.7. Sintese de (S)-1-(9-fluorenilmetoxicarbonil)prolil-L-arginina (3h)

De acordo com o procedimento
em 1.1.1, fez-se reagir 1,07 g (3,16
mmol) de Fmoc-L-prolina (4h) com
2,3 mL (31,6 mmol) de SOCl,. Ap6s
se evaporarem 0S componentes
volateis, adicionou-se 5 mL de THF
seco para dissolver o cloreto de acido,
um sélido amarelo. Este reagiu com
500 mg (2,87 mmol, 1 eq) de L-

(2h)

arginina, em 20 mL de H2O com 2 eq de AcONa. A reacdo ocorreu durante 42 h.

Tentou-se purificar segundo o procedimento geral, mas com pouca eficacia. Separou-se o

crude numa coluna de silica RP-18 nas condigdes descritas. N&o foi possivel identificar o produto

nas fragdes recolhidas.
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IV.2.2. Através de reagentes de acoplamento

X

IV.2.2.1. Procedimento geral

0 CD!I 0 (1) H,N” N OH
M, Domses “owar ™ "
R OH DCMseco p x DMAP HN R
DMF seco \ﬂ/
o)
(4) (2)

Num baldo de fundo redondo, equipado com agitador magnético, dissolveu-se 1,2 eq do
acido carboxilico (2) em DCM seco, com concentracdo de 0,5 M, aproximadamente. Adicionou-
se 1,5 eq do reagente de acoplamento CDI. A reagdo decorreu em atmosfera inerte e a temperatura
ambiente. Acompanhou-se por TLC, eluindo com DCM/MeOH (19:1) e revelagdo com UV (254
nm) e com reagente de Dragendorff.

Quando se verificou o consumo total do &cido, evaporou-se 0 DCM e adicionou-se DMF
seco. Adicionou-se 1 eq de L-arginina (1), aproximadamente 0,5 M no DMF. Opcionalmente,
pode adicionar-se 0,1 eq de DMAP catalitico. A reacdo decorreu em atmosfera inerte e a 80 °C.
Acompanhou-se por TLC, eluindo com misturas de DCM/MeOH/H,0 (13:7:1 e 65:20:2) e

revelagdo com UV (254 nm), reagentes de ninidrina e Dragendorff.

Parou-se a reagéo e destilou-se o DMF. O crude foi purificado por cromatografia em coluna
de fase reversa RP-18, tendo como eluentes misturas de H,O e MeOH, decrescendo em polaridade
de 0% até 50% de Metanol, 50 mL de cada mistura. Os tubos recolhidos foram analisados por
UV-Vis e aqueles que apresentavam espetros semelhantes foram juntos, evaporados a secura e
analisados por RMNRMN.

IV.2.2.2. Sintese de N“*-p-metoxibenzoil-L-arginina (2b)

Nesta reacdo, o reagente limitante foi o acido p- Ji 0
metoxibenzoico (4b). De acordo com o procedimento /v'l\i)‘\
H,N“ 6 "N7 5 3 1 "OH
geral em 1.2.1, dissolveu-se 1 g (6,57 mmol, 1 eq) de H HN o

acido p-metoxibenzéico (4b) em 15 mL de DCM seco e 1
2?

fez-se reagir com 1,279 (7,88 mmol, 1,2 eq) de CDlI, 3 -
durante 4h.

Adicionou-se 1,37 g de L-arginina (1) (7,88 mmol, ¥ 5 ’
1,2 eq) suspensa em 10 mL de DMF seco. (2b) o

Parou-se a reagdo apos 5 dias. Obteve-se 1,19 g (3,86 mmol) de um solido branco com

rendimento de 59%.
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P.f. 90-93 °C. IV (ATR) vmax (cm™) 3160 (OH), 1604 (NC(=0)Ar), 1543 (amida I1), 1501
(C=C arrmoatico), 1393, 1252 (=C-OCHs). *H RMN (400 MHz, D,0) 6 7,79 (d, J = 8,6 Hz, 2H,
H-3> ¢ H-7"), 7,05 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-4’ ¢ H-6"), 4,39 (dd, J = 7,8, 5,2 Hz, 1H, H-2), 3,88 (s,
3H, OMe), 3,22 (t, J = 6,7 Hz, 2H, H-5), 2,05-1,91 (m, 1H, H-3a), 1,89 — 1,76 (m, 1H, H-3b),
1,74—-1,61 (m, 2H, H-4). 13C NMR (101 MHz, D;0) 6 178,72 (C-1), 169,30 (C-1°), 161,91 (C-
57), 156,62 (C-6), 129,09 (C-3’ ¢ C-77), 125,72 (C-2’), 113,88 (C-4’ ¢ C-6"), 55,41 (OMe), 55,14
(C-2), 40,63 (C-5), 28,87 (C-3), 24,55 (C-4). ESI-HRMS: calculado para CisH21N4O4 [M]*
309,15631, encontrado 308,15576.

IV.2.2.3. Sintese de N*-(E)-(3-fenil)acriloil)-L-arginina (2c)

Nesta reacdo o reagente limitante foi o acido cindmico
(4c). De acordo com o procedimento geral descritoem 1.2.1
dissolveu-se 500 mg (3,37 mmol, 1 eq) de 4cido cinamico
(4c) em 5 mL de DCM seco e adicionou-se 657 mg (4,05
mmol, 1,2 eq) de CDI.

A seguir, fez-se reagir o crude obtido com 38 mg (0,34
mmol, 0,1 eq) de DMAP e 880 mg (5,06 mmol, 1,5 eq) de
L-arginina (1), em 10 mL de DMF seco. A reagdo ocorreu (2¢)

durante 72 h. Acompanhou-se por TLC, eluicdo com

DCM/MeOH (4:1) e revelagdo com UV (254 nm), e reagentes de Dragendorff e de ninidrina.
Destilou-se 0 DMF. Suspendeu-se o crude em 10 mL de HCI 0,1 M. Com o intuito de

remover o imidazole, extraiu-se com 6 x 15 mL de DCM, basificou-se até pH 9 e extraiu-se com

2 x 25 mL de Et,0. A fase aquosa foi evaporada a secura. O crude foi separado por cromatografia

em coluna de silica RP-18 nas condicdes descritas no procedimento geral em 1.2.1. Obteve-se

379 mg (1,25 mmol) de um sélido branco com rendimento de 37%.

Dados espectroscopicos de acordo com o descrito em 1.1.3.

IV.2.2.4. Sintese de N*-(E)-(3-(p-metoxifenil)acriloil)-L-arginina (2d)
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De acordo com o procedimento geral descrito em
1.2.1, fez-se reagir 500 mg (2,8 mmol, 1 eq) de &cido (E)-
3-(p-metoxifenil)acrilico (acido p-metoxicindmico) (4d)
em 10 mL de DCM seco com 546 mg (3,4 mmol, 1,2 eq) de
CDI.

Adicionou-se 34 mg de DMAP (0,28 mmol, 0,1 eq) e
de seguida 732 mg (4,2 mmol, 1,5 eq) de L-arginina (1).
Deixou-se reagir durante 48 h. Adicionou-se mais 15 mL

de DMF seco e deixou-se reagir por mais 24 h. (2d)
Antes de se purificar, filtrou-se o precipitado (L-
arginina). Obtiveram-se 517 mg (1,54 mmol) de N*-(E)-(3-(p-metoxifenil)acriloil)-L-arginina

(2d) com rendimento de 55%.

P.f. 112-115 °C. IV (ATR) vmax (cm™) 3400-2900 (N-H, N-H amida bonded, C(=0)O-H
bonded, C-H), 1638 (C=0 amida I), 1605(amida I), 1573(C=C conjugada), 1510 (amida 1), 1394,
1251 (=C-OCHg). *H RMN (400 MHz, MeOD) 6 7,38 — 7,27 (m, 3H, H-3’¢, H-5 ¢ H-9°), 6,80
(d, J=8,5Hz, 2H, H-6’ e H-8’), 6,48 (d, J = 15,7 Hz, 1H, H-2"), 4,36 (dd, J = 8,0, 4,8 Hz, 1H,
H-2), 3,72 (s, 3H, OMe), 3,20 — 3,04 (m, 2H, H-5), 1,93 — 1,79 (m, 1H, H-3a), 1,77 — 1,64 (m,
1H, H-3b), 1,65 — 1,53 (m, 2H, H-4). *C NMR (101 MHz, MeOD) & 179,18 (C-1), 168,46 (C-
1°), 162,48 (C-7°), 158,71 (C-6), 141,32 (C-3"), 130,48 (C-5’ ¢ C-9°), 128,91 (C-4"), 119,70 (C-
2%), 115,26 (C-6’ ¢ C-8°), 55,83 (OMe), 42,06 (C-5), 31,19 (C-3), 26,32 (C-4). ESI-HRMS:
calculado para CigH23N4O4 [M]* 335,17196, encontrado 335,17167.

IV.2.2.5. Sintese de (S)-1-(9-fluorenilmetoxicarbonil)prolil-L-arginina (2h)

Dissolveu-se 426 mg (1,27 mmol, J:
1,1 eq) de Fmoc-L-prolina (4h) em 5 mL , y~"¢>N~" L N on
H
HN o
r o]

de DMF seco. Adicionou-se 285 mg (1,38

mmol, 1,2 eq) de DCC e deixou-se reagir » //(
em atmosfera inerte durante 10 min. ¥ 1"
Adicionou-se 200 mg (1,15 mmol, 1 eq) ¢ 8

de L-arginina. A reagdo decorreu durante

48h. (2h)
Evaporou-se o solvente e lavou-se o

crude com DCM. O filtrado foi evaporado a secura e separado em coluna de silica RP-18 nas
condigdes descritas no procedimento geral 1.2.1. Nao foi possivel identificar o produto nas

fracdes enviadas para analise de *H RMN.
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IV.2.2.6. Sintese de (S)-2-(terc-butoxicarbonil)histidinil-L-arginina (2i)

De acordo com o procedimento geral NH
em 1.2.1, a 322 mg (1,26 mmol, 1,1 eq) de )-L 4 2
o ] H,N™ 6 "N 5 3 1 "OH
Boc-L-histidina (4i), em 10 mL de DCM H
. . g! HN 0 3"
seco, adicionou-se 224 mg (1,38 mmol, 1,2 HN— o o)
eq) de CDI. A reagéo decorreu durante 1 h. 6'<\ \ Jk )<
L NT 4 22 N7 1" Q7 2
Evaporou-se o DCM e adicionou-se 10 3 H
mL de DMF seco e fez-se reagir com 224 (2i)
mg (1,15 mmol, 1 eq) de L-arginina. A reacdo decorreu durante 48 h.

Obteve-se 149 mg de (S)-2-(terc-butoxicarbonil)histidil-L-arginina (2i) num rendimento de
31%.

'H RMN (400 MHz, D,0) 8 7,73 (s, 1H, H-6"), 6,97 (s, 1H, H-5"), 4,37 — 4,29 (m, 1H, H-
2), 4,18 (dd, J = 12,4, 5,0 Hz, 1H, H-2), 3,27 — 3,12 (m, 2H, H-5), 3,12 — 3,02 (m, 1H, H-3"a),
3,00 — 2,90 (m, 1H, H-3’b), 1,93 — 1,78 (m, 1H, H-3a), 1,76 — 1,62 (m, 1H, H-3b), 1,62 — 1,48
(m, 2H, H-4), 1,38 (s, 9H, H-3"").
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IV.3.  Reac0es de descarboxilagdo oxidativa

I\VV.3.1. Com o par DIB/I,
IV.3.1.1. Procedimento geral

Num bal&o de fundo redondo, equipado com agitador magnético, adicionou-se a L-arginina
N“-derivatizada (2) e o solvente seco. Adicionou-se 4 eq de DIB e 1 eq de I,. A reacdo decorreu
em atmosfera inerte e sob refluxo. Monitorizou-se por TLC, eluindo com DCM/MeOH/H,0O
13:7:1 e revelando com UV (254 nm) e reagente de Dragendorff.

Evaporou-se o solvente e o crude foi purificado em coluna de fase reversa RP-18, com
eluicdo com misturas de dgua e metanol, decrescendo de polaridade de 10 em 10%, comegando
com 0% até 50% de metanol, 50 mL de cada mistura. Os tubos recolhidos foram analisados por

UV-Vis e os semelhantes foram juntos e evaporados a secura.

IV.3.1.2. Sintese de N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)benzamida (2a)

Obtido de acordo com o procedimento geral descrito em o) a—
2.1.1 partindo de 100 mg (0,36 mmol) de N*benzoil-L- 4 N ) @‘
Arginina (2a) e usando 5 mL de DCM. A N-(1- OﬁNH 3 &
carbamimidoilpirrolidin-2-il)benzamida (3a) foi obtido com ) N)ﬂ\

7% de rendimento. UN NH;
(2a)

Decomposicdo térmica 255 °C. IV (ATR) vmax (cm™)
3200-3000 (N-H), 3059 (=C-H), 1667, 1641 (C=0 amida I), 1603 (C=C), 1490 (C=C), 1356,
1278, 1090 (C-N), 1054 (C-N). 'H RMN (400 MHz, D;0) & 7,63 (d, J = 7,7 Hz, 2H, H-3’ ¢ H-
7, 7,57 - 7,45 (m, 1H, H-5"), 7,40 (m, 2H, H-4’ ¢ H-6"), 5,77 (m, 1H, H-2), 3,55 — 3,46 (m, 1H,
H-5a), 3,37 — 3,28 (m, 1H, H-5b), 2,29 — 2,09 (m, 2H, H-3), 2,08 — 1,98 (m, 2H, H-4). ESI-
HRMS: calculado para C12H17N4O [M]* 233,14025, encontrado 233,13931

IV.3.1.3. Sintese de (E)-N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)-(3-

fenil)acrilamida (3c)

Partindo de 50 mg (0,16 mmol, 1 eq) de N*-cinamoil-
L-arginina (2c) em 10 mL de AcOH/DCM 3:1. A reagéo
decorreu de acordo com o procedimento geral descrito em
2.1.1. Apds 3 h e 30 min, verificou-se 0 consumo do
reagente de partida e adicionou-se mais 0,5 eq de I,

ficando a reagir por mais 72 h.
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Evaporou-se a secura e enviou-se uma aliquota para analise de *H RMN. N4o se procedeu a

purificacdo pois ndo foi possivel identificar o produto no crude reacional.
IV.3.1.4. Sintese de fenil (1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)carbamato (3g)

Partiu-se de 50 mg (0,16 mmol, 1 eq) de N*
fenoxicarbonil-L-arginina (2g), em 5 mL de DCM seco. A
reacdo decorreu de acordo com o procedimento geral descrito
em 2.1.1 durante 24 h a refluxo. O composto fenil (1-
carbamimidoilpirrolidin-2-il)carbamato (3g) foi obtido com
15% de rendimento.

!H RMN (400 MHz, MeOD) & 7,43 (t, J = 7,9 Hz, 2H,
H-4" e H-6"), 7,29 (t, J = 7,4 Hz, 1H, H-5), 7,13 (d, J = 7,9
Hz, 2H, H-3’ e H-7"), 5,65 — 5,53 (m, 1H, H-2), 3,65 — 3,57
(m, 1H, H-5a), 3,48 — 3,39 (m, 1H, H-5b), 2,41 — 2,07 (m, 4H, H-3 e H-4).
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IVV.3.2. Com o par AgNO3/(NH,;),S,0se CuSO,
IV.3.2.1. Procedimento geral

Com base no processo de Huang et al.>°, num bal&o de fundo redondo, equipado com agitador
magnético, dissolveu-se a L-arginina N“derivatizada (2) em H;O, que corresponde a
concentracdo 0,036 M. Adicionou-se 1 eq de CuSQO4.5H;0, 0,15 eq de AgNOs, e 1,5 eq de
(NH.4)2S20s, nesta ordem. A reacdo ocorreu em atmosfera inerte e a 60 °C. Acompanhou-se por
TLC, tendo como eluente DCM/MeOH/H,0 13:7:1 e revelacdo com UV (254 nm) e reagente de
Dragendorff.

A mistura reacional foi purificada em coluna de fase reversa RP-18, com eluicdo com
misturas de agua e metanol, decrescendo de polaridade de 10 em 10%, comegando com 0% até
50% de metanol, 50 mL cada mistura. Os tubos recolhidos foram analisados por UV-Vis e 0s que

apresentavam espetros semelhantes foram juntos e evaporados a secura.
IV.3.2.2. Sintese de N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)benzamida (3a)
De acordo com o procedimento geral e partindo de 50 mg Q —
(0,18 mmol, 1 eq) de N*Benzoil-L-arginina (2a) a reacdo 4@*'\2]'—2@ s
decorreu  durante 0,5 h tendo-se obtido N-(1- & o

3
2
N
carbamimidoilpirrolidin-2-il)benzamida (3a) com rendimento )6\

de 72%. Dados espectroscopicos de acordo com o descrito em ~ HN

NH3

2.1.2. (3a)
IV.3.2.3. Sintese de N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)-4-metoxibenzamida
(3b)

De acordo com o procedimento geral e partindo de 50 o T @

mg (0,16 mmol, 1 eq) de N“p-metoxibenzoil-L-arginina , 3 ——OMe
2 12 5
(2b) a reagdo decorreu durante 0,5 h tendo-se obtido N-(1- @NH R
carbamimidoilpirrolidin-2-il)-4-metoxibenzamida. s N .
P
(3b) com rendimento de 80%. HN

(3b)
Decomposicdo térmica 150°C. 'H RMN (400 MHz,
D;0) & 7,57 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-3’ e H-7°), 6,87 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-4’ e H-6"), 5,75 — 5,64
(m, 1H, H-2), 3,73 (s, 3H, OMe), 3,54 — 3,44 (m, 1H, H-5a), 3,38 — 3,28 (m, 1H, H-5b), 2,27 —
2,09 (m, 2H, H-3), 2,08 — 1,94 (m, 2H, H-4). ESI-HRMS: calculado para CisH1sN4O, [M]*
263,15082, encontrado 263,15068
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IV.3.2.4. Sintese de (E)-N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)-(3-
fenil)acrilamida (3c)

De acordo com o procedimento geral em 2.2.1,
partindo de 50 mg (0,16 mmol, 1 eq) de N*(E)-(3-
fenil)acriloil-L-arginina (2c). Néo foi possivel identificar
a presenca de (E)-N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)-(3-
fenil)acrilamida (3c).

(3¢)

IV.3.2.5. Sintese de N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)-3-fenilpropanamida
(3e)

De acordo com o procedimento geral em 2.2.1,
partindo de 50 mg (0,16 mmol, 1 eq) de N*(3-
fenilpropanil)-L-arginina  (2e). N&o foi possivel
identificar a presenga de N-(1-carbamimidoilpirrolidin-
2-il)-3-fenilpropanamida (3e).

(3e)

IV.3.2.6. Sintese de N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)-2-fenilacetamida
(3f)

Reacdo feita de acordo com o procedimento geral em
2.2.1. Areagdo ficou overnight, durando aproximadamente 18
h. Apds se parar a rea¢do enviou-se uma aliquota para anélise
de 'H RMN. Néo se procedeu a purificacdo porque nao foi

possivel identificar o produto desejado na mistura reacional.
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IV.3.2.7. Sintese de terc-butil ((2S)-1-((1-carbamimidoilpirrolidin-2-
il)amino)-3-(1H-imidazol-5-il)-1-oxopropan-2-il)carbamato (3i)

Fez-se a reagdo de acordo com o procedimento geral,
partindo de 50 mg (0,12 mmol, 1 eq) de (2i). A reacdo
decorreu durante 2 h.

Apos separacao em coluna, obtiveram-se 20 mg de
uma mistura entre o produto de partida e outro produto,
que n&o se confirmou ser (3i), numa proporcéo de 3,8:1.
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IV.3.3. Com AgNO3/(NH4)2S,0g%/CuSOy4 e ligandos quirais
IV.3.3.1. Procedimento geral

O procedimento geral para a sintese destes compostos é igual ao descrito em 4.2.2.1, com a
diferenca de que se adicionou 0 CuSQO4 (1 eq) em primeiro lugar, seguido do ligando quiral (1 eq),
em H20. Deixou-se sob agitacdo e a temperatura de 60 °C. Apds 10 min, adicionou-se 1 eq de
arginina derivatizada (2), 0,15 eq de AgNOs e 1,5 eq de (NH.).S:0g e deixou-se reagir nas
mesmas condi¢fes. A concentracdo de (2) foi de 0,036 M. Monitorizou-se a reacdo por TLC,
eluindo com DCM/MeOH/H,0 13:7:1 e revelando com reagente de Dragendorff e reagente de
ninidrina. A purificacdo foi feita em coluna de silica RP-18, como descrito em 2.2.1.

IV.3.3.2. Sintese de N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)benzamida (3a)

o
3
5!
NH
a4
5 N
6
NH,
HN

(3a)

Método A

O ligando usado foi (z)-dihidrocinchonina. De acordo com o procedimento geral em 4.2.3.1,
colocou-se 18 mg (0,072 mmol, 1 eq) de CuSO4.5H,0 em 2 mL de H>O e adicionou-se 21 mg
(0,072 mmol) do ligando. Fez-se reagir com 20 mg (0,072 mmol) de N“-Benzoil-L-arginina (2a),
1,8 mg de AgNOs e 25 mg de (NH4).S:0s. A reacdo demorou 30 min. A mistura reacional
apresentava uma cor castanha. A purificacdo foi feita de acordo com o procedimento geral em

4.2.2.1. No espetro de *H RMN identificou-se o produto (3a) mas néo se conseguiu obté-lo puro.

Método B

O ligando utilizado foi (+)-cinchonina e, de acordo com o procedimento geral em 4.2.3.1,
utilizou-se 100 mg (0,36 mmol) de (2a). A reacdo adquiriu rapidamente cor castanha apds se
adicionar o (NH4)2S,0s. Parou-se a reagdo apos 25 h. Deixou-se repousar durante 48 h. Filtrou-
se o precipitado. O filtrado foi separado em coluna de silica RP-18 nas condicOes descritas em
4.2.2.1. Fez-se nova purificacdo de uma das fragdes por TLC preparativa em placa de vidro. Como
ndo se conseguiu purificar fez-se nova preparativa. Ambas foram eluidas com DCM/MeOH/H,0
13:7:1. Obteve-se 9,3 mg, com rendimento de 11 %, de um solido branco que se confirmou ser o
produto (3a). A medicdo da rotacéo dtica mostrou que o produto obtido é um racemato, [a]3%, =
0.

89



Método C

O ligando utilizado foi (z)-2,2'-bis(difenilfosfino)-1,1'-binaftaleno ((£)-BINAP). De acordo
com o procedimento geral em 2.3.1, fez-se reagir 50 mg (0,18 mmol) de (2a), huma solucéo de
10 mL de H2O/CH3CN 1:1. Apds 48 h de reacdo adicionou-se mais 1,5 eq de (NH.)2S»Os e deixou-
se reagir mais 24 h. Extraiu-se com 10 mL de DCM para remover 0s componentes apolares. A
fase aquosa foi purificada em coluna de silica RP-18 nas condicdes descritas. Obteve-se 21,4 mg,

com rendimento de 51 %, de (3a). A rotacdo 6tica confirmou ser um racemato.

Método D

O ligando utilizado foi o (+)-1,1°-bi-2-naftol ((+)-BINOL). De acordo com o procedimento
geral em 4.2.3.1, fez-se reagir 50 mg (0,18mmol) de (2a). Adicionou-se mais 1,5 eq de
(NH4)2S205 ap6s 24 h de reacdo e a reacao continuou por mais 24 h. Filtrou-se o precipitado. O
filtrado foi extraido com 10 mL de DCM para remover 0s componentes apolares. A fase aquosa
foi separada em coluna de silica RP-18, nas condic¢des descritas em 4.2.2.1. N&o se conseguiu
obter o produto pretendido nem identifica-lo nas fracdes recolhidas em quantidades apreciaveis.
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IV.3.4. Com picolinato de prata (1)
IV.3.4.1. Sintese do picolinato de prata (II)

Dissolveu-se 200 mg (1,6 mmol, 1 eq) de 4cido picolinico em AN
2 mL de H,0. Adicionou-se 138 mg (0,8 mmol, 0,5 eq) de AgNO; | o .
e 93 mg (0,4 mmol, 0,25 eq) de (NH.).S;0s. Deixou-se reagir por N/ A8
48 h a temperatura ambiente e em atmosfera inerte. O precipitado 0

laranja que se formou foi filtrado e seco. Analisou-se por FTIR

(ATR) e UV. No UV identificaram-se as bandas correspondentes a 215 nm e 325 nm.
IV.3.4.2. Sintese de N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)benzamida (3a)

Adicionou-se 5 mL de DCM seco a 50 mg (0,18 mmol, 1 eq) de N*-Benzoil-L-arginina (2a)
e de seguida 127 mg (0,36 mmol, 2 eq) de picolinato de prata (Il). A reacdo procedeu a
temperatura ambiente, sob agitacdo vigorosa e atmosfera inerte. Apds 48 h ndo se verificou
alteracBes por isso evaporou-se 0 DCM e adicionou-se 10 mL de H,O. Apds se verificar o
desaparecimento da cor laranja da mistura reacional, filtrou-se o crude e desprezou-se 0
precipitado. Extraiu-se o filtrado com 4 x 5 mL de DCM para remover o &cido picolinico. A fase
aquosa foi evaporada a secura e enviou-se uma aliquota para *H RMN. N&o se procedeu a
purificacdo uma vez que nao se identificou o produto pretendido em quantidades apreciaveis.
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IVV.3.5. Com N-Bromosuccinimida (NBS)
IV.3.5.1. Procedimento geral

Com base no procedimento de Golding et al.>®, num baléo de fundo redondo, equipado com
agitador magnético, dissolveu-se 50 mg (0,29 mmol, 1 eq) de L-arginina em 5 mL de H-0 e fez-
se reagir com 3 eq de NBS. A reacdo ocorreu em atmosfera inerte. Acompanhou-se a reagao por
TLC, eluindo com DCM/MeOH/H;0 13:7:1 e revelagdo com reagente de ninidrina.

Adicionou-se 1 eq do reagente acilante (4) e de Et;N e deixou-se reagir em atmosfera inerte
a temperatura ambiente.

Apos se parar a reacdo, acidificou-se até pH 1 com HCI 3 M e extraiu-se com Et,0, 3 x 10
mL. Basificou-se até pH 12 e extraiu-se novamente com Et,O, 3 x 10 mL. A fase aquosa foi
evaporada a secura. Separou-se o crude em coluna de silica RP-18, com eluigdo com misturas de
agua e metanol, decrescendo de polaridade de 10 em 10%, comecando com 0% até 50% de
metanol, 50 mL cada mistura. As fragdes recolhidas foram evaporadas a secura e enviadas para
analise de *H RMN.

IV.3.5.2. Sintese de N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)benzamida (3a)

(]
3
Sr
NH
5N
P

NH,
HN

(3a)
De acordo com o procedimento geral anterior, ndo foi possivel obter o produto N-(1-

carbamimidoilpirrolidin-2-il)benzamida (3a).
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Figura Al Espetro LC-MS da mistura de compostos obtida na reacéo de descarboxilagdo de L- arginina (1) com NBS.
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