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Resumo

Uma série de pseudopeptideos incorporados de estruturas pentaciclicas e triciclicas
foram sintetizadas e suas preferéncias conformacionais em solugio foram avaliadas através de
espectroscopia de RMN (velocidade de troca de deutério, EON, titulagdo de solvente entre
outros) e através de calculos tedricos utilizando-se dinamica molecular, métodos semi-
empiricos e ab initio. Em solugdo de CDCl;, os compostos pentaciclicos mostraram
preferencialmente as conformagdes em dobra-C8 e dobra-y. Em solugdo de DMSO-d6, o
dipeptideo (£)-12 adota uma conformac¢io em dobra-y para uma das cadeias peptidicas e uma
conformagido em dobra-y e uma estrutura ndo-classica, dobra-CS5, para a outra cadeia. Os
compostos triciclicos evidenciaram a formagdo de dobras-f e folhetos-f em solugdo de
CDCl;. Realizou-se a analise de van’t Hoff para estes derivados, obtendo-se dados
termodindmicos os quais estdo de acordo com os dados tedricos. As espécies ligadas por
ligagdes de hidrogénio destes derivados mostraram-se entalpicamente favoraveis mas
entropicamente desfavoraveis. Os estudos tedricos, sustentados através de dados
experimentais, tornou possivel identificar estas conformagdes e foram de grande importéncia
na discussdo dos resultados observados. Finalmente, sintezou-se uma série de derivados
destes sistemas para serem testados na inibi¢do da protease do virus HIV-1, realizando-se uma

analise comparativa de modelos de complexac¢do com a enzima.




Abstract

An assembly of nineteen depsipeptides attached to the conformationally restrict endo-
triciclo[6.2.1.0%"Jundeca-4,9-dieno-3,6-endo-endo-diol (2) and three stereochemically
different pentaciclo[5.4.0.0%°.0>'°.0>”Jundecano-8,11-diol derivatives (3, 4 and 5) were
synthesized. In order to investigate the conformational preferences in solution these
depsipeptides were studied by NMR spectroscopy and by dynamic simulations, semi-
empirical and ab initio calculations. In the NMR experiments, the most probable secondary
structures were evaluated from different parameters as the rates of proton-deuterium
exchange, nuclear Overhauser effects, titraﬁon experiment, temperature coefficients, coupling
constants and chemical shifts of NH protons analysis. In CDCI; solution, the pentacyclic
scaffolds displayed different types of turn conformations characterized by a 8-membered
hydrogen-bonded ring and by a y-like strand hydrogen-bonded ring for each peptide chain. In
a strong solvating medium such as DMSO-d6 the depsipeptide (£)-12 derived from
pentaciclo[5.4.0.0%°.0*'°.0°*Jundecano-endo-exo-8,11 system adopts a y-like strand
hydrogen-bonded ring for one peptide chain and, for the other one, a bifurcated H-bond
formed by a y-like strand and a non classical C5-structure. The tricycle constrained peptides
have been shown to adopt B-turn- and B-sheet-like conformations. The van’t Hoff analysis for
all derivatives in CDCl; solution indicated that the formation of hydrogen-bonded species is
enthalpically preferred but entropically disfavoured, in agreement with the theoretical studies.
The theoretical calculations made it possible to identify the conformations and were of great
importance in the discussion of the observed results. In addition, the conformationally
constrained molecular frameworks of (2), (3), (4) and (5) were used to build a series of eight
novel symmetric and pseudo-symmetric peptidomimetics to test as HIV-1 protease inhibitors,
which are in the stage of biologic test. Finally, a complexation model of these compounds in

the protease active site was proposed and compared with the current models in the literature.
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1. INTRODUCAO

Os elementos de quiralidade e a conformagdo sdo fundamentais para o reconhecimento
molecular nos sistemas vivos. Deste modo, diferentes conformagdes secundarias em peptideos
podem gerar diferentes respostas farmacologicas importantes. A sintese de analogos
peptidicos mais ativos € mais especificos pode ser realizada a partir da determinagido da
conformacdo ativa de peptideos. Além da andlise cristalografica por raios-X, esta
determina¢do pode ser realizada, utilizando-se a combinacdo de métodos computacionais e
métodos sofisticados de espectroscopia. Com este objetivo, varias unidades de restricdo

conformacional t€m sido preparadas para estabilizar estruturas secundarias de peptideos.

No presente estudo introduzimos o0s sistemas exo-norbornano- (1), endo-
triciclo[6.2.1.0*"Jundeca-4,9-dien-3,6-endo-diol—(2) e pentaciclo[5,4,0,0%¢,0*'°,0°]

undecanos-(3), (4) € (5) como unidades restritoras em analogos de peptideos (Figura 1).

dX . HOW %
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1

Figura 1. Policiclicos como unidades restritoras em pseudopeptideos

Dessa forma, os pseudopeptideos 6-22 (Figura 2) foram preparados com o objetivo de se
analisar, através de técnicas de RMN e calculos tedricos, que tipos de estruturas secundarias

estes policiclos poderiam induzir em cadeias peptidicas paralelas.



RCOO,

RCOO
RCOO o
RCOO RCOO
RCO
= 10 R=BocGlyGl
6 R=BocGly 8 R=BocGlyGly yaly
7 R=Boc-L-Ala 9 R=BocGly-L-Ala 11 R=BocGly-L-Ala

12 R=BocGlyGly 15 R=BocGlyGlyGly
13 R=BocGly-L-Ala
14 R=BocGlyGlyGly

QOCR
o

OOCR

16 R=BocGlyGlyGly 19 R=BocGly

20 R=Boc-L-Ala
17 R=BocGlyGly 21 R=Boc-L-Phe
18 R=BocGly-L-Ala 22 R=Boc-BAla

Figura 2. Pseudopeptideos incorporados de compostos policiclos

Os compostos 23 e 24 (Figura 3) foram utilizados como referéncias de estruturas nfo
ligadas por ligagdes de hidrogénio nos estudos de analise conformacional.
RYOﬁQ
0
23- CH,NHBoc
24- CH,GlyBoc

Figura 3. Compostos referéncia nao-ligados

Este trabalho subdivide-se, entdo, em varias etapas. No proximo capitulo apresentar-
se-a a importancia de se restringir a conforma¢@o de peptideos e algumas aplicagdes de
peptidomiméticos, bem como a relevancia de elementos simétricos ou pseudo-simétricos em
sistemas bioldgicos. Antes de iniciar a discuss@o dos resultados far-se-a um breve resumo das
diversas técnicas que serdo utilizadas no transcorrer do trabalho. O terceiro capitulo descreve
os procedimentos experimentais de sintese, analise e calculos. A discussdo da sintese dos
didis e dos respectivos pseudopeptideos € descrita na primeira parte do capitulo de discussdo
dos resultados, quarto capitulo. Em seguida, ¢ abordada a analise conformacional dos
pseudopeptideos incorporados das estruturas pentaciclicas, apresentando-se, inicialmente, 0s

resultados experimentais e apds os tedricos, tanto em solvente de baixa polaridade como em



solvente polar. Estes compostos sdo subdivididos em trés familias conforme sua
estereoquimica seja endo-endo, exo-exo ou endo-exo. Apos, o mesmo tipo de estudo é
realizado para os derivados incorporados de compostos triciclicos. Considerando-se os
resultados de todos os compostos, faz-se uma discussdo geral dos resultados. Esse capitulo
encerra-se com um estudo que consiste em avaliar a aplicagiio de derivados especificos dos
sistemas triciclico e pentaciclico na inibi¢do da protease do virus HIV-1. Dessa forma, foram
obtidos os compostos 25-32 (Figura 4) e propostos modelos de complexagio com o sitio ativo

da protease e comparados com modelos existentes na literatura.

OOCR
3 : RCOO
OOCR

RCO
25 R=BocValPhe 27 R=BocValPhe
26 R=BzValPhe 28 R=BzValPhe
RCOOK.,.
RCOO
29 R=BocValPhe 31 R=BocValPhe
30 R=BzValPhe 32 R=BzValPhe

Figura 4. Pseudopetideos para testes bioldgicos



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

PSEUDOPEPTIDEOS:
RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE



2.1 PEPTIDEOS LINEARES

Peptideos biologicamente ativos estdo envolvidos em um grande numero de processos
fisiologicos, descritos através de suas interagdes com receptores € enzimas, originando uma
rie de trabalh lati b de aplicagdo dest iai guticos.'
série de trabalhos relativos a busca de aplicacdo destes como potenciais agentes terapéuticos.
Existem indicios de que as ligacdes de hidrogé€nio intramoleculares formadas entre os
residuos de aminoacidos, as quais resultam em estruturas secundarias, sdo elementos chaves
. . .. . , e , ’ 2
importantes no reconhecimento molecular e na atividade bioldgica dos peptideos e proteinas.
Essas estruturas secunddrias sdo geradas através da possibilidade que a cadeia peptidica
possui de se dobrar segundo os angulos ®, y e ¢. Entretanto, nos peptideos naturais ¢
observada a tor¢do livre ao redor destes angulos (Figura 5), conferindo-lhes a possibilidade de

assumir diversas conformagdes.

Figure 5. Angulos de ligagdes amida em peptideos e proteinas.

As estruturas secundarias encontradas em peptideos naturais sdo principalmente as .
dobras-f3 (I-VID),> folhetos-p paralelos e anti-paralelos,® dobras-y e hélice-o° (Figura 6).
Estudos demonstram que dobras-f s3o caracteristicas comuns de peptideos biologicamente
ativos e proteinas globulares, atuando como sitio de reconhecimento molecular em muitos
processo biolégicos.3 A deposi¢do de um polipeptideo insolivel com estrutura de folheto-f
constitui uma pe¢a importante no progresso do mal de Alzheimer.* Estes também sdo
encontrados em proteinas fibrosas como a seda e do cabelo. Por outro lado, a hemoglobina,
proteina responsavel pelo transporte de oxigénio, possui aproximadamente 75% de sua
estrutura em hélice-o.. Mudangas conformacionais envolvendo a conversdo de hélice-a. em
folhetos-B sdo responsaveis por doengas relacionadas aos prions.* E assim, inimeros

exemplos poderiam ser sucessivamente citados.
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dobra
helice-a. \ dobras-f I d;é -3\1(;2 (23 “;3
I

v 0 I 60 30 90 0
0] C'N/ : o3 v, I 60 120 80 0
| /u b N ' 60 -120 80 ¢
N H R H N B 0 I -60 -30 -60 -30
/O\H \\O N I 60 -30 -60 -30

i O--o/ > v descrito abaixo

N \

| N vV -80 80 80 -80
i Oo \Y% 80 -8  -80 80

—N Vi descrito abaixo

/ / VII descrito abaixo

IV-possui 2 ou mais angulos com diferenga de 40° dos
angulos definidos acima; VI-possui uma cis-Pro na posicio
3; VII-forma uma dobra na cadeia da proteina criada através

de w2=180°, | 3 |<60°, | y2|<60° e §3=180°.

%r‘“dﬁr“%

H
i

Folhetos-B dobra-y

H
SN
S .

/ H

%NHJL Y
. f% N
N JLNW“\@ %/NTNHLN\;E 00

Paralelo Anti-paralelo

Figura 6. Tipos de estruturas secundarias encontradas em peptideos e proteinas.



2.2. PEPTIDEOS RESTRITOS

Normalmente, dentre um conjunto de diversos conférmeros dos peptideos lineares,
apenas um deles possui a atividade bioldgica desejada (Figura 7), ocasionando a minimizag¢do
de uma série de propriedades importantes no que diz respeito interagdes substrato-sitio ativo.
Dessa forma, observa-se um decréscimo da estabilidade metabdlica com respeito a proteases
enddgenas, da biodisponibilidade oral e da seletividade com respeito a receptores especificos
e um aumento da velocidade de excre¢do. Além disso, ocorrem interagdes do peptideo
conformacionalmente flexivel com diversos sitios receptores, gerando inumeros efeitos
colaterais. Por este motivo, peptideos naturais tormam-os fracos candidatos ao uso
terapéutico.® Essas dificuldades podem ser, no entanto, superadas recorrendo-se a sintese de
analogos peptidicos que imitem a a¢do dos peptideos naturais a nivel de receptor, chamados
de peptidomiméticos.7 Inumeros pesquisadores tém focalizado sua aten¢@o no planejamento e
sintese de peptidomiméticos que apresentam nuclea¢do dos mais diversos tipos de estruturas
secundarias.*®

Uma das estratégias mais comuns para o desenvolvimento de peptidomiméticos €
baseada na construgio de andlogos com conformacdo restrita, de forma que a cadeia de
aminoacidos fique disposta em um arranjo rigido, induzindo apenas a estrutura secundaria

desejada (Figura 7).
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Figura 7. Esquema comparando peptideos naturais e peptidosmiméticos no encaixe do sitio

ativo de uma proteina.

Estas moléculas normalmente mostram um aumento da afinidade com o receptor, da
seletividade, da biodisponibilidade oral, da resisténcia & proteases celulares e da estabilidade
metabolica ¢ uma diminui¢do de efeitos colaterais.” Além disso, peptidlomiméticos podem
tanto ter efeito bioldgico como também bloquear a agdo de receptores ou enzimas, podendo
ajudar na elucidagdo e na compreensfio de conformagdes adotadas pelas proteinas.'®

Uma das modificagdes estruturais largamente utilizada para restringir o espago
conformacional de um peptideo tem sido a introdug@o de uma subestrutura ciclica, das quais a
mais evidente é o amino4cido ciclico natural prolina. E conhecido que a prolina nio apresenta
apenas um papel no controle da estrutura do peptideo, mas também atua no reconhecimento
de sitios de interagdo de proteinas.” No mesmo sentido, intimeros restritores nfo naturais, tém
sido testados com o mesmo propdsito. Hayashi e colaboradores'® obtiveram uma série de
peptideos contendo analogos da prolina com ciclos de 4 membros (composto 33) € 6 membros
(composto 35) e observaram a formagio de dobras-B, mesmo comportamento observado para

0 composto com o residuo natural, composto 34 (Figura 8).
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Figura 8. Analogos peptideos da prolina propostos por Hayashi e colaboradores

Muitos estudos nesta area utilizaram lactamas (estruturas 36-38 da figura 9) e

piperazinonas (estruturas 39 ¢ 40 da figura 9) para o planejamento de dobras miméticas e,

muitas delas tém evidenciado atividade biologica.” '
I
( )nw/l ( )n
0] OH 0
L Lo s €9
NH /L N
NH NH /[LNH N
o 0

_NH ON/H o _NH ON ]
%TNTL ﬁ}*

Figura 9. Lactamas e piperazinonas utilizadas no planejamento de dobras mimeéticas

A estabilizagdo de conformagdes secundérias em peptideos tem sido testada através da
introdugdo de ciclos dos mais diferentes tamanhos e tipos de substituintes.' > '' Exemplos
demonstram que tais elementos estruturais passam por cadeias peptidicas, ainda

reconheciveis, podendo ir at¢ componentes completamente ndo-peptidicos (Figura 10).
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Figura 10. Exemplos variados de peptidomiméticos

As estruturas triciclicas 49 e 50 foram empregadas na construgdo de mimicos de folhetos-f3,
enquanto que as estruturas 51-52 e 53-54 mimetizam respectivamente dobras-y e hélices-a.
Porém, trocas de unidades peptidicas por ndo-peptidicas podem influenciar de forma
significativa as propriedades estruturais de compostos biologicamente ativos. Como
conseqiiéncia disto, outros tipos de dobras tém sido identificadas em peptidomimeticos.
Vanderesse e colaboradores identificaram dobras-C5 (ligagdo de H formando anel de 5
membros) em compostos onde a ligagdo amida foi substituida por amidoxi (CO-NH-O-),
oxima (CH=N-O-) e hidroxilamina (CH,-NH-0-)."? Wu e Wang realizaram um estudo tedrico

com PB-peptideos e além de dobras hélices, dobras-C5 e C6 (ciclo com 6 membros) foram



estabilizadas.”> Gung e Zhu estudaram dobras-Asx (ciclos de 8-10 membros), estruturas
formadas em cadeias laterais de residuos aspargina (Asn), comparando com a estabilidade de
dobras-y.'* Recentemente, tem-se encontrado alguns destes elementos em estruturas

14, 15 Entretanto, o efeito de muitas delas na

secundarias de polipeptideos e proteinas
estabiliza¢do de estruturas de proteinas e em processos bioldgicos € ainda desconhecido.
Muitos dos parametros que envolvem estruturas secunddrias cldssicas também sdo
desconhecidos. Apesar da importancia de folhetos-f como elementos basicos em estruturas de
proteinas, os estudos sobre os principios que norteiam sua formagdo e estabilidade estdo
menos desenvolvidos que os respectivos estudos com hélices-o.. Um dos principais motivos
disso deve-se ao fato da dificuldade de se encontrar peptideos com formacdo de folhetos-f3
soluveis, enquanto que existe uma vasta gama de pequenos peptideos que formam hélices-o
em solugo.'® Acredita-se que a baixa solubilidade de peptideos em conformagio de folhetos-
B ou sua alta tendéncia em agregar-se seja devido a seu carater anfipatico e da caracteristica
destes petideos de serem normalmente constituidos por um grande numero de residuos
hidrofébicos.'® Além disso, é mais dificil gerar pequenos incrementos de folhetos do que de
hélices, uma vez que estas ultimas formam-se ao longo de um segmento continuo, enquanto
que os folhetos formam-se de segmentos de cadeias que podem estar largamente separadas ao
longo de um esqueleto polimérico.” Com o intuito de estabelecer os principios de
funcionamento destas estruturas, inumeros pesquisadores, entre eles Feigel, Kemp, Kelly e -
Nowick, tém sintetizado e estudado a formagdo de folhetos-f artificiais. O uso de restritores
aromaticos rigidos na indugdo de folhetos- foi usada pela primeira vez por Feigel, em 1986,

onde ciclopeptideos sdo usados para a estabilizagdo da estrutura secundaria (Figura 11)."8
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Figura 11. Ciclopeptideo aromatico proposto por Feigel na indugéo de folhetos-f3.

Kemp e Bowen'® ‘descreveram a obtencdo de folhetos-p anti-paralelos utilizando a
epindolidinona como restritor (Figura 12). Eles observaram que havia um aumento na
formacdo de folhetos-p variando-se o residuo 4 de glicina (Gly) para alanina (Ala),

fenilalanina (Phe) e valina (Val).

56
Figura 12. Restritor aromatico proposto por Kemp e Bowen na induc&o de folhetos- anti-

paralelos

Com o mesmo intuito que Feigel, Schneider e Kelly usou restritores aromaticos para
forgar a proximidade entre as duas cadeias peptidicas.20 Entretanto, os folhetos-f de
Schneider e Kelly ndo sdo ciclizados e, dessa forma, so estabilizados por grupos hidrofébicos

(Figura 13). Seus resultados indicaram a formagio de um “cluster” hidrofobico entre os

13



grupos metilas da valina (R3 e R¢) e dos anéis do dibenzofurano. Variando-se a seqiiéncia
peptidica através da inclus@o de residuos mais hidrofilicos nestas posi¢des ou trocando-se o
restritor por outro que ndo poderia formar o “cluster”, observou-se perda da estrutura

secundaria e formacao preferencialmente da estrutura livre.

57

Figura 13. Restritor aromatico proposto por Schneider e Kelly na indug#o de folhetos-p.

Desde entdo, tem-se buscado sintetizar uma série de restritores nfo aromaticos que
restrinjam os graus de liberdade das cadeias peptidicas, induzindo folhetos-B. E o caso do
trabalho de Nowick e colaboradores e Gellman e colaboradores os quais utilizaram

respectivamente pontes dimetilénicas (58) e trans-alcenos (59) como restritores®' (Figura 14).

(CHy)

f N
- T

58 59

Figura 14. Restritores ndo aromaticos utilizados na indugo de folhetos-f3.

Além do estudo de estruturas secunddrias, atualmente o planejamento de novbs
farmacos tem sido direcionado também no sentido de compreender outros fenémenos que
possuem grande importancia nos processos biologicos. Um destes fenémenos é conhecido
como colapso hidrofébico.'® Este efeito é utilizado para explicar a observa¢do de que quando
um peptideo € dissolvido em agua (ou interage com o sitio ativo de uma enzima), as

interagdes entre os grupos hidrofobicos € diminuida ao minimo. Normalmente, este efeito leva
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ao colapso da conformagdo bioativa com concomitante perda da atividade. N#o obstante, em
alguns casos o colapso hidrofébico ¢ desejado pois apenas a conformagio colapsada é
bioativa. Portanto, no planejamento de um peptidomimético deve ser considerado se o colapso
hidrofébico podera ser prevenido ou induzido.

Recentemente, alguns trabalhos tém relatado a sintese e andlise conformacional de
peptideos incorporados em moléculas policiclicas tensas. A arquitetura nio-linear e
conformacionalmente rigida do esqueleto policiclico pode previnir o colapso hidrofébico das
unidades peptidicas da conformag?o bioativa e, dessa forma, servir como um precursor ideal
no planejamento de novos firmacos.*

North e colaboradores® sintetizaram aminoacidos bidentados incorporados ao norborneno
através da dessimetrizagdo de meso-anidridos biciclicos (Figura 15), observando a nucleagiio

de folhetos-P paralelos e antiparalelos.

/ CONProPhePheOMe / CONProPhePheOMe
CONHAlaOMe CONProAlaValOMe
60 61
/ NHCONProPhe PheNHZ / NHCOProAlal.euNHZ
CONProAlaValOMe CONProPheGlyOMe
62 63

Figura 15. Estruturas estudadas por North e colaboradores como indutores de folhetos-p3.

Estes autores ndo observaram nenhum tipo de ligacdo de H para o derivado 60, onde
héa a presenga de um tripeptideo em uma das cadeias e um residuo de aminoacido na outra.
Mesmo apods a inclusdo de mais dois residuos nesta ultima cadeia (composto 61) ndo houve
indu¢do de folheto-f, como desejado, mas a forma¢io de uma mistura de duas conformagdes
distintas, uma em dobras-} intracadeia e outra em dobras-§ intercadeia. A substitui¢io de um
grupamento amida por uréia em uma das cadeias (composto 62), aumentando a flexibilidade
do sistema, resultou na formag@o do folheto-f desejado. Estes autores também estudaram a

formacgdo de folhetos-[ anti-paralelos através do composto 63.



Ranganathan e colaboradores utilizaram a mesma unidade norborneno para gerar
peptideos ciclicos (Figura 16), os quais mostraram propriedades de transporte idnico através

de camadas fosfolipidicas.*

/

Pep
Pep )
K T

T=cistema, adamantano ou norboneno
64
Figura 16. Exemplifica¢do de peptideo ciclico proposto por Ranganathan e

colaboradores.

Kuroda e co-autores** relataram a obtencdo do adamantil aminoacido 65 como indutor
de dobra-y, enquanto Menger e Migulin® utilizaram o mesmo policiclico para a obtencdo de

um tetra-aminoacido (66), o qual evidenciou propriedades surfactantes (Figura 17).

CONHCH,CONHCH;3 0,CCH,N "Me,R
NHCOCH; 4Br
+
RN'Me;,CH,CO; 0,CCH,N*Me,R
,CCH,N"Me,R
65 66

Figura 17. Derivados do adamantano utilizados respectivamente como indutor dobra-y e

como surfactante.

Ranganathan e Kurur divulgaram a utilizagdo do adamantano na sintese de peptideos

dendriticos, visando mimetizar proteinas globulares (Figura 18).%%
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Figura 18. Pseudopeptideo dendritico proposto por Ranganathan e Kurur.

A utiliza¢@0 de estruturas policiclicas no planejamento de compostos biologicamente
ativos tem sido estimulada através de evidéncias que mostram que agentes terapéuticos
incorporados destes compostos possuem a capacidade de transpdér membranas de células
lipofilicas.' > 27 Neste sentido, derivados de compostos policiclicos t€ém mostrado eficacia
como anti-depressivos, anti-virais (68), agentes hipoglicémicos, agentes anti-tumorais, na
inibi¢do de proteases e no tratamento de diferentes doengas, como por exemplo no mal de
Parkinson (69).'>%?

NH,

CH,N

~

68 69

Figura 19. Compostos policiclicos com atividade contra o mal de Parkinson e anti-viral.

Pesquisas nesta area mostram a aplicacdo de compostos policiclicos incorporados de
pseudopeptideos como miméticos de neuromoduladores/neurotransmissores e de ligantes
endogenos.” Os compostos 70 ¢ 71 (Figura 20) atuam, respectivamente, como excelentes

antagonistas de peptideos no sistema nervoso central e da oxitocina.
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Figura 20. Peptidomiméticos biologicamente ativos incorporados em compostos policiclicos

tensos.

Por outro lado, compostos policiclicos tém contribuido para a elucidagio de inameros
conceitos em ressonancia magnética nuclear’® e em quimica, incluindo estudos de rearranjos e
carbocations,” efeitos eletrdnicos através de ligacdes e através do espago, hiperconjugacio e
estudos tedricos.*

Um dos objetivos do nosso grupo de pesquisa tem sido buscar novas metodologias
sintéticas e novas aplicagdes de compostos policiclicos tensos.’’ Dessa forma, temos
explorado aplicagdes destas estruturas em RMN>? e na sintese de ligantes pro-quirais na area

de organometalicos.

Considerando a rigidez conformacional aliada a potenciais propriedades bioldgicas _
que estas estruturas podem conferir a agentes terapéuticos, nosso grupo propde o estudo de
compostos policiclicos, outros que as unidades norborneno e adamantano, na sintese de novos
analogos peptidicos. Para tanto, utilizou-se os compostos policiclicos tensos 2, 3, 4 ¢ 5
(Figura 21) como possiveis indutores de conformagdes secundarias especificas em

pseudopeptideos.

“OH “~OH
Leth OH

OH

2 3 5

Figura 21 . Compostos policiclicos tensos utilizados na sintese de novos analogos peptidicos

A possibilidade de obter trés diferentes orientacdes estereoquimicas (endo-exo, endo-

endo € exo-exo) torna o sistema pentaciclico muito interessante para este tipo de investigagio,



permitindo a construgdo de diferentes espacadores rigidos a partir da mesma unidade
policiclica. Por outro lado, peptideos multi-derivativos podem ser obtidos a partir da estrutura
triciclica devido a presenca de ligagdes duplas, tornando-a um precursor estratégico.>
Visando, entdo, examinar o potencial destes policiclicos em induzir ligagbes de
hidrogénio intramoleculares, sintetizou-se uma série de pseudopeptideos (Figura 22)

procedendo-se a andlise conformacional utilizando-se técnicas de RMN e calculos tedricos.

E 1 IQ RCOO,,

RCOO '

RCOO RCOOI e RCOO
RCO

6 R=BocGly 8 R=BocGlyGly 10 R=BocGlyGly
7 R=Boc-L-Ala 9 R=BocGly-L-Ala 11 R=BocGly-L-Ala

12 R=BocGlyGly 15 R=BocGlyGlyGly
13 R=BocGly-L-Ala
14 R=BocGlyGlyGly

OOCR

PP,
OOCR
16 R=BocGlyGlyGly 19 R=BocGly
20 R=Boc-L-Ala
17 R=BocGlyGly 21 R=Boc-L-Phe
18 R=BocGly-L-Ala 22 R=Boc-BAla

Figura 22. Pseudopeptideos incorporados de compostos policiclicos tensos

Considerando a estrutura basica destes pseudopeptideos destacam-se duas
particularidades as quais podem conferir-lhes propriedades especificas: (1) a presenca de uma
modificagdo no residuo C-terminal, ou seja, um grupamento amida é trocado por um

grupamento €ster e (2) a existéncia de um plano de simetria (derivados de 2, 4 € 5).
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2.3. DEPSIPEPTIDEOS

Pseudopeptideos os quais possuem um grupo amida trocado por um éster sdo

chamados de depsipeptideos (Figura 23).

oo R OH K Hoo R R

N\/U\ /kM’N Y |\/H\J\(\,),

- d N 0O Y

ARy S
H © H H 0 H

Figura 23. Depsipeptideo.

Diversos depsipeptideos apresentam atividade biolégica e possuem papel importante

em sistemas biolégicos conhecidos. As dideminas A, B e C possuem atividades antivirais,

antitumorais e imunosupressivas (Figura 24) 3

HsC . HC~CH
1 CH,
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O NH O NH CHs
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CHs

OCH;
72
Figura 24. Didemina A.

O ciclodepsipeptideo Jaspamido, metabolito de uma esponja marinha, é um potente

citotéxico, com propriedades inseticidas (Figura 25).%
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Figura 25. Jaspamido

Além disso, depsipeptideos sdo encontrados em antibidticos tais como valinomicina,
beauvericina e eniantina A, B e C.**

Adicionalmente a importincia intrinseca de suas propriedades, a andlise das
conformagdes secundarias adotadas por depsipeptideos pode prover diferentes informagdes
daquelas obtidas por poliamidas. Depsipeptideos tem sido comparados com peptideos em
varios aspectos uma vez que os grupamentos éster € amida secundaria apresentam algumas
similaridades. Ambos sdo planares e preferem a conformacgdo trams. Dessa forma, suas.
propriedades conformacionais tém sido estudadas e correlacionadas. Ingwall e Goodman®
realizaram a analise conformacional de polidepsipeptideos e concluiram que estes polimeros
apresentam-se em formacao de hélice como as poliamidas.

O composto Ac-ProLacNHMe (74) foi estudado no estado sélido e evidenciou-se uma

conformagio de dobra-B, também observada para o derivado ProAlaNHMe (Figura 26).%%

Ao §

74
Figura 26. Ac-ProLacNHMe
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No entanto, amidas secunddarias e ésteres diferem significativamente com relagdo a
suas propriedades de ligagdo de hidrogénio. Amidas secundarias contém um sitio doador na
ligagdo de H (o hidrogénio amida), enquanto que o éster ndo. Além disso, a carbonila da
amida € mais fortemente receptora na ligagdo de H que a carbonila do éster. Por outro lado, o
carater sp° é maior em ésteres que em amidas, atribuindo a este maior flexibilidade
conformacional. Neste sentido, depsipeptideos tornam-se compostos interessantes, uma vez
que combinam similaridades com os peptideos poliamidas, diminui¢do na capacidade de se
ligar através de ligagdes de H e um aumento de flexibilidade conformacional. Movidos por
este espirito, Gellman e colaboradores® estudaram di e tridepsipeptideo (Figura 27) na adoc3o
de conformagdes de dobra-f e dobra de hélice-o (anel de 13 membros). Estes autores uniram
varias técnicas espectroscopicas a calculos de mecanica molecular, realizando uma analise

termodindmica e identificando os provéveis equilibrios existentes.
0]
B ]
0] ~
O

75

Figura 27. Estrutura de tridepsipeptideo estudado por Gellman e colaboradores

22



2.4. SIMETRIA

Recentemente, tem sido mostrado que a simetria pode ser uma ferramenta importante na
analise estrutural de proteinas.’® Dessa forma, tem-se postulado que peptideos simétricos

podem atuar em processos de reconhecimento biolégico

Uma das aplica¢gdes de
pseudopeptideos simétricos mais estudadas hoje em dia € na inibi¢do da protease do virus

HIV, responsavel pela sindrome de deficiéncia imunologica (AIDS).*
2.5. INIBICAO DA PROTEASE DO VIiRUS HIV-1

A protease do virus HIV-1 apresenta-se em forma dimérica, cuja interface ¢ formada
pela interse¢do dos residuos N- e C-terminais de cada mondmero, gerando quatro cadeias em
folhetos-B antiparalelos.”” Os dimeros também interagem na regiio de dobras (“flap”)
composta de um folheto-f antiparalelo formado por 45-50 residuos (Figura 28). Estas dobras
| interagem entre si ¢ com o substrato que estd ligado ao sitio catalitico. Na auséncia de

substrato (com exce¢do de H,0), a enzima possui um plano de simetria perfeitamente C2.

mobile flap _-oimobibe flap

aspartyvi
residues

Figura 28. Dimero da protease do virus HIV-1.

No entanto, o dimero torna-se mais compacto na presen¢a de um substrato, perdendo sua

simetria e estabilizando-se. O sitio ativo ¢ formado basicamente por 6 sitios hidrofobicos (3

Sz, 827, 83

Y]
(9]
2

de cada monémero), quais sejam, S1, S1°, S3°, e pelos residuos Asp25,

SRIFLIRSAIIE i 5

Asn25’
0 \SpLD

5 £

e 11e50, 1le50° (Figura 29). O substrato encaixa nos sitios hidrofobicos através de grupamentos
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apolares que s3o chamados, conforme o sitio enzimético, de P1, P1°, P2, P2’, P3 e P3’. A
seqiiéncia Phe-Gly ¢ uma das seqiiéncias importantes que forma o sitio S1, onde ocorre a
maior quebra de poliproteinas. Os residuos Ile50 e I1e50° coordenam com uma molécula de
agua, a qual participa do mecanismo de quebra de ligagdes peptidicas, formando uma

estrutura tetraédrica.

Sz
NEY
Sy
’ lles)NH  Asp
\ \
O)\OH
g’ VH
0 O'\\
Aép HNHCSO'
Sy
S3

Sy’

Figura 29. Representago esquematica do sitio catalitico da enzima.

Uma regido importante do sitio ativo é formada pelos residuos de aspartatos.
cataliticos. A molécula de H,O, coordenada as I1e50, atua como nucledfilo catalitico na
quebra de liga¢des peptidicas entre os residuos Asp-25 e Asp-25°, sendo uma das chaves do

mecanismo catalitico da protease (Pr) do HIV (Figura 30).
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Figura 30. Descri¢do do mecanismo de clivagem de ligacio peptidica através dos residuos

Asp25 do sitio catalitico da protease do HIV.

Diversos inibidores da Pr do HIV tém sido desenvolvidos nos wltimos anos. Todos os
compostos em uso clinico (Saquinavir, Indinavir e Ritonavir) sio inibidores competitivos, os
quais mimetizam a presen¢a de um substrato no sitio ativo do dimero da Pr. Propostas
alternativas incluem moléculas que se ligam covalentemente (inibidores irreversiveis)
modificando os aspartatos do sitio ativo, impedindo o acesso da molécula de H,0, bem como
moléculas que bloqueiam a regiio de interface entre os monémeros da Pr, impedindo a

formagéo do sitio ativo (inibidores da dimerizacio).
2.5.1. Inibidores irreversiveis
A maior parte dos inibidores irreversiveis sdo compostos nio peptidicos e apresentam

sérios problemas como baixa afinidade com a protease, alta toxicidade em cultura celular e

fungdes que se mostram muito reativas ou muito facilmente metabolizadas i# vivo.*°
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2.5.2. Inibidores competitivos

A habilidade da protease do HIV em quebrar substratos que contenham prolina na
posi¢do P1° foi utilizada como base para o planejamento de inibidores seletivos. Dessa forma,
preparou-se inibidores competitivos onde um grupamento hidroxilamina mimetiza a prolina
nesta posigdo.*!

A substitui¢do da prolina por decahidro-isoquinolina-3-carbonila resultou no primeiro
composto utilizado comercialmente na inibigdo da protease: o saquinavir (figura 31). No
entanto, este inibidor mostrou baixa biodisponibilidade oral e dificuldade em transpor a

barreira hemato-encefalica.*°

)

N 0 o
0} N B
1 By 0 .
N NH NMé NH T NH O/\][ >
- NH N S o H ou N/

0 \(o oOH Q/
p

76 77
Saquinavir Ritonavir
(Roche) (Abbott)

Figura 31. Peptidomiméticos utilizados comercialmente no tratamento da AIDS

Ritonavir (Figura 31) foi o segundo inibidor utilizado para uso terapéutico, utilizando
a Phe na posigéo P1. Pesquisadores da Abbott foram os primeiros a explorar a simetria Unica
do dimero da protease do HIV-1 para o planejamento de inibidores baseados na simetria C2.
Associou-se, entdo, a presen¢a dos grupos hidrofobicos do Ritonavir e desenvolveu-se
inibidores com o objetivo de sobrepor eixos de simetria com aquele da protease,
maximizando, assim, intera¢es com os sub-sitios da enzima. Esta linha de raciocinio levou

ao planejamento do composto A-74704 (Figura 32).*!
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Figura 32. Inibidor A74704

Desde entdo, diversos inibidores simétricos tém sido propostos, evidenciando-se
. . 4 .y . ey e .. . .
atividade anti-HIV.* Kraus e colaboradores utilizaram inibidores simétricos evidenciando que

ambos derivados hidroxilados e carbonilados inibem a enzima (Figura 33).

R\”/N\)\/N\HO/R

Figura 33. Inibidores simétricos proposto por Kraus e colaboradores.

Tomatis e colaboradores analisaram amino lcoois pseudo-simétricos e observaram
que a introdugdo de uma cadeia carbonada entre os residuos peptidicos aumentava a atividade
anti-HIV (Figura 34). Estes autores observaram também maior atividade para o derivado
dimetilénico em relagdo ao derivado monometilénico. Além disso, determinaram que
diferentes grupos substituintes do N-terminal podem interferir no potencial de atividade anti-

HIV de estruturas simétricas, mostrando a importancia do substituinte em P32
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Figura 34. Inibidor anti-HIV com ponte metilénica ligando residuos peptidicos.

Em trabalho semelhante, Holmes e colaboradores™ propéem um dimero de derivado
da penicilina separado por uma ponte dimetilénica como inibidor em potencial (Figura 35).

Observou-se que o aumento da cadeia carbonada de dois para trés carbonos traduz-se em

diminuic3o da atividade biologica.
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Figura 35. Inibidor proposto por Holmes e colaboradores
Hultén e colaboradores sugeriram a utilizagio de uréias ciclicas® (82) enquanto

Chakraborty e colaboradores* propdem a utilizagdo de carbohidratos ciclicos (83) como

unidade rigida para o planejamento de novos inibidores (F igura 36).
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Figura 36. Inibidores propostos por Hultén e colaboradores e Chakraborty e colaboradores

Martinez e colaboradores introduziram uma sub-estrutura ciclica (ponte dimetilénica)
ligando derivados dicarbonilados.*’

Apesar dos esfor¢os de pesquisadores em buscar inibidores cada vez mais potentes, o
virus € capaz de mutar, ocasionando a manutencio da atividade da enzima ao mesmo tempo
tornando-se imune a inibidores. Isso é possivel devido ao seu repertério reduzido de
aminoacidos (99 cada mondmero). Certos elementos do sitio ativo precisam ser conservados
para haver atividade enzimatica, no entanto, outros aminoacidos, menos cruciais, podem
sofrer mutagdo com conservagao da atividade, mas alterando o perfil da inibicdo. E o caso do
residuo Gly27 o qual pode mover-se dependendo dos substituintes do substrato. O surgimento
de resisténcia a medicamentos € o maior problema das terapias contra este virus altamente
mutavel. Neste sentido, o desenvolvimento de novos inibidores ¢ um estudo de extrema
importancia no combate a esta doenga.

Estudos cristalograficos demonstram que inibidores simétricos podem ligar-se aos
sitios hidrofdbicos da protease, tanto de uma forma simétrica, como assimétrica, dependendo
do posicionamento dos eixos da protease e do inibidor, conferindo a estes maior versatilidade.
Este fato mostra que além das interagdes por ligagdo de hidrogénio, as interagdes de van der
Waals sdo de extrema importancia para o encaixe do substrato no sitio ativo.*’ Em ultima
analise, estas interagcdes podem permanecer inalteradas com mutacgdes isoladas de residuos da
protease, ndo alterando, assim, a atividade do inibidor. Além disso, compostos de baixo peso
molecular e alta lipofilicidade, fato que aumenta a permeabilidade em membranas biologicas,
conferem aumento da atividade anti-HIV.**® Estes dois fatos corroboram o uso de compostos

policiclicos como possiveis candidatos a inibidores desta enzima.

29



2.5.3. Inibidores da dimerizac¢io

Os folhetos-B formados pelos residuos C- e N- terminais sio responsaveis pela
estabilizagdo de 50% da forga dimérica. Entdo, uma alternativa para desativar o sitio ativo é
impedir sua formagdo através da formagio de um heterodimero inativo. Este tipo de inibi¢do
pode ser importante no combate a este virus, uma vez que as diferentes mutacdes conhecidas
apresentaram variagdes a nivel do sitio ativo, mas néo das partes C- e N-terminais da protease,
as quais permanecem inalteradas.

O Peptideo sintético, representando ambas cadeias C- e N-terminal do monémero
(NH;-ProGlnlleThrLeu-(Gly);-CysThrLeuAsnPhe COOH), separadas por trés residuos de Gly
foi um dos primeiros inibidores a serem testados. Porém este inibidor apresentou inibi¢io
apenas quando a enzima estava na forma monomérica.*® Zutshi e colaboradores® prepararam
um inibidor que mimetiza a seqiiéncia C-terminal (ThrLeuAsnPhe-OMe) e a seqiiéncia N-
terminal (ProGlnlleThrLeu-OMe) da enzima, separados por uma cadeia alquilica de 14
carbonos. Observou-se inibi¢do, porém ndo satisfatéria (Figura 37). A alta flexibilidade
cconformacional induziu um termo de entropia desfavoravel na energia de interacio do

complexo inibidor-monémero.

NProGhlleThrLeuTrpOH

O=—_

(CHp)14

O NHSerThrLeuAsnPheOH
84
Figure 37. Inibidor da dimerizago da protease do HIV.

Ligagdes duplas e triplas foram introduzidas para diminuir a flexibilidade
conformacional desta cadeia alquilica, mas observou-se uma diminuicgo da atividade.”

Bouras e colaboradores propuseram o uso de restritores aromaticos como o
naftalenodiol (85), resorcinol (86) e piridinodiol (87).”" Estes autores testaram diferentes tipos
de sequéncias, propondo também uma diminuicdo da cadeia peptidica e utilizagdo de
inibidores simétricos (Figura 38). Seus melhores resultados apresentaram a mesma atividade

que o inibidor de cadeia alquilica proposto anteriormente.
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Figura 38. Inibidores da dimerizag&o da Pr-HIV propostos por Bouras e colaboradores.

Foi observado, também, que seqiiéncias pequenas, como valina-leucina-valina-OMe (VLV-
OMe), apresentaram os melhores resultados na indugio da poténcia inibidora, embora nio
reproduzam as seqii€ncias envolvendo o folheto-B anti-paralelo da protease do HIV.
Recentemente, Kiso e colaboradores™ propuseram um inibidor com cadeias peptidicas
N- e C-terminal incorporadas ao dibenzofurano mostrando, da mesma forma, moderada
atividade inibidora da protease (Figura 39). Este inibidor representa um dos poucos inibidores
com seqiéncia N-terminal existentes na literatura e segundo os autores, modifica¢des na

seqiiéncia peptidica pode levar a aumentos da sua atividade.
0

NH  peptideoNH

0]

peptideoOH
88

Figura 39. Inibidor de dimerizagdo proposto por Kiso e colaboradores.

Acredita-se que uma inibicio efetiva desta protease, passara futuramente pela
utilizagdo em conjunto de inibidores tanto do sitio ativo quanto de dimerizacio ou ainda, pela
utilizagdo de compostos que possuam dupla funcionalidade, ou seja, atuem nos dois processos

a0 mesmo tempo.
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Considerando os fatos acima, propdem-se como uma segunda etapa deste trabalho, a
sintese de uma série de 8 pseudopeptideos incorporados de compostos policiclicos para serem

testados como modelos de inibidores da protease do virus HIV (Figura 40).

_QOCR
(77
> RCOO
OOCR

RCO
25 R=BocValPhe 27 R=BocValPhe
26 R=BzValPhe 28 R=BzValPhe
RCOO,,
RCOO '
RCOOQO - RCOO
29 R=BocValPhe 31 R=BocValPhe
30 R=BzValPhe 32 R=BzValPhe

Figura 40. Pseudopeptideos incorporados de compostos policiclicos como inibidores da

protease do HIV.
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2.6. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A ANALISE CON FORMACIONAL

A conformagdo de um peptideo em solugio depende basicamente de sua seqiiéncia
de aminoécidos e da polaridade do meio onde ele se encontra. A natureza de um dado
solvente pode interferir na formag3o de ligagdo de hidrogénio intramolecular em funcio de
sua forca acido-bésica. Entdo, segundo o solvente utilizado, a estrutura tridimensional do
peptideo pode modificar-se.

Os peptideos em solugdo apresentam-se normalmente em equilibrio conformacional.
Como conseqii€éncia deste equilibrio, os pardmetros de RMN aparecem como médias.
Dessa forma, a utilizagdo de um grande nimero de parametros (constantes de acoplamento,
EON, velocidade de troca de deutério, coeficiente de temperatura, efeito de co-solvente,
etc...) permite descrever de forma mais quantitativa os diferentes conformeros envolvidos

no equilibrio.

2.6.1. Estudo de Agregacio

Os peptideos podem formar ligagdes de H intra e intermoleculares. Esta ultima €
caracterizada através da formacdo de dimeros, trimeros ou agregados. Um alto grau de
associagdo destes agregados pode levar a formagio de micelas, dependendo da natureza do
composto e do meio em que ele estd dissolvido. Aumentando-se a concentracio, a
proporg¢ao de agregados torna-se mais significativa, aumentando o nimero de ligacdes de H
intermoleculares, aumentando, assim, a média do deslocamento quimico observado. Assim,
o estudo de analise conformacional de peptideos inicia-se pelas medidas de variacdo de
deslocamento quimico dos hidrogénios NH em fung¢io da concentragio (grafico de & versus
log[C]). O experimento indica a faixa de concentragdo na qual a presenga de agregados
(ligagdes de H intermoleculares) ¢ minima, ou seja, o deslocamento quimico é linear e
constante com a varia¢do do logaritmo da concentragdo. Os demais experimentos devem

entdo serem realizados nessa faixa de concentragio.
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2.6.2. Deslocamento Quimico do NH

O deslocamento quimico de um hidrogénio NH ¢é fortemente influenciado pelo
efeito de solvatagdo. A solvatagdo provoca uma desblindagem dos hidrogénios e a
desblindagem varia conforme o solvente utilizado, sendo forte no caso de solventes polares
como o CD;0D e DMSO-d6 ¢ fraca no caso de solventes ndo associativos como o CDCls.
No entanto, ha adicionalmente intimeros efeitos que influenciam o deslocamento quimico
do NH, como a acessibilidade do solvente a ligagdo de H, a natureza dos grupamentos
envolvidos na liga¢do de H, o tipo de dobra formada, a posi¢do do hidrogénio do NH com
relagdo ao cone de desblindagem da carbonila, forcas de repulsio de grupamentos
espacialmente proximos e assim por diante. Assim, é conhecido que os hidrogénios NH de
hélices-a. sd3o mais blindados (~0,1 ppm) que os correspondentes NH de uma estrutura
livre, enquanto que em um folheto-B eles aparecem em torno de 0,5 ppm mais
desblindados.” O estudo das espécies ligadas por ligacdo de H e solvatadas (livres) pode ser
realizado perturbando-se o sistema, como por exemplo através da variagdo da temperatura
ou adicionando-se um co-solvente que possui propriedades Aacido-basicas diferentes

(técnica da titulagdo de solvente).

2.6.3. Titulacao de Solvente

A adig@o seqiiencial de um solvente polar (associativo) em uma solucdo do peptideo
em um solvente de baixa polaridade (ndo-associativo) ¢ denominada técnica de titulagdo de
solvente. Quando um peptideo forma ligacdes de H intramoleculares em um solvente de
baixa polaridade, a perturbagdo desta ligagdo pelo solvente polar pode ser medida através
da variagio do deslocamento quimico dos hidrogénios NH. E importante lembrar que, em
peptideos de até trés residuos, freqiientemente pode haver a estabilizag@o das ligagdes de H
apenas em solventes apolares ou de baixa polaridade, ocorrendo o rompimento destas na

presen¢a, mesmo que em pequenas quantidades, de solventes polares.
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2.6.4. Variagio da Temperatura e Coeficiente de Temperatura

Tanto a solvatagdo quanto as ligagdes de H sdo reforgadas a baixas temperaturas,
devido a um fenémeno entrépico, o que se traduz pela desblindagem dos hidrogénios NH.
Entdo, o acompanhamento da variagio do deslocamento quimico como fun¢io da
temperatura ¢ freqlientemente utilizada para determinar a formagdo de ligaces de
hidrogénio, bem como para determinar a existéncia de equilibrios conformacionais. Para
tanto, um grafico de deslocamento quimico do NH em fung@o da temperatura é construido e
o coeficiente de temperatura ¢ dado pelo coeficiente angular da reta. A linearidade desta
curva representa o caso onde provavelmente ndo ha mudancas conformacionais das
espécies existentes em solugdo. A interpretagdo dos valores de coeficientes de temperatura,
variam conforme a polaridade do solvente utilizado.

No caso do hidrogénio NH ligado intramolecularmente normalmente observar-se-a
pouca variagdo do deslocamento quimico (variagio entrépica) com a variacio da
temperatura, independente do solvente utilizado. Portanto, tanto em solventes polares como
apolares, pequenos coeficientes de temperatura sio observados para espécies ligadas
(menores que 3 ppb/K).”' No entanto, o comportamento de espécies livres ¢ diferenciado
segundo o meio de andlise. Em solventes polares, ocorrem a formacdo de ligagdes de H
intermoleculares entre o solvente e o peptideo. A variagdo da temperatura traduz-se em
rompimento ou formagdo destas ligagdes e grande variagdo do deslocamento quimico.
Dessa forma, grandes coeficientes de temperatura (maiores que 4ppb/K) em solventes
polares sdo devido a presenca majoritaria de espécies livres.’'® Ao contrério, em solventes
apolares ou de baixa polaridade, onde o processo de solvatagdo se processa basicamente
através de forgas de dipolo-dipolo e de van der Waals, observa-se pequena variagdo do
deslocamento do NH de espécies livres com a variagdo da temperatura (menores que 3
ppb/K).* Grandes coeficientes em solventes apolares sdo atribuidos, por Nowick e
colaboradores,’ a hidrogénios NH que participam de um equilibrio entre as espécies ligada
e ndo ligada e, por Toniolo e colaboradores,”” a um hidrogénio NH que esta inicialmente
blindado e ¢ transferido a um ambiente desblindado, fato que pode ser explicado tanto

através da dissociagdo de agregados quanto de espécies ligadas intramolecularmente.
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Incertezas ligadas a interpretagdes de coeficientes de temperatura tem sido discutido
na literatura. Andersen e colaboradores® realizaram uma analise correlacionando os
coeficientes de temperatura e deslocamentos quimicos em solventes polares, aplicando a
polipeptideos e proteinas. Estes autores descrevem que os coeficientes de temperatura n3o
geram erros de interpretagdo apenas em dois casos, (1) onde em um equilibrio hé a presenca
majoritaria de espécies livres ou (2) no caso de uma estrutura rigida, ou seja, onde a ligagéo
de H ndo ¢ afetada pela mudancga de temperatura. No caso de peptideos dindmicos, onde ha
o estabelecimento de um equilibrio conformacional entre as espécies ligada e livre com
variagBes de suas percentagens a cada temperatura, o coeficiente de temperatura falha em
predizer o estado de determinados hidrogénios. Neste caso, estes autores sustentam a idéia
de que a utilizagdo de coeficientes de temperatura, unido aos dados de variacio de
deslocamentos quimicos (com relagdo ao estado livre) e técnicas como a velocidade de

troca de H/D, garantem melhor precisdo desta avaliacéo.
2.6.5. Velocidade de troca de H/D

A determinagdo da velocidade de troca de deutério foi realizada adicionando-se
metanol-d, a uma solucdo diluida do peptideo em CDCI; e medindo-se a velocidade de
extingio do sinal de NH em espectros de RMN de 'H. Em solu¢do de DMSO-d6 foi
realizada de forma cléssica, adsicionando-se D;0. A troca de deutério pode ser um bom
pardmetro para se medir a acessibilidade ao solvente de um hidrogénio NH.

2.6.6. Constante de Acoplamento 3JHN_CHa4’ 51b

Os valores de constantes de acoplamento também sdo dados importantes na analise
de estruturas de peptideos. As constantes de acoplamento sdo dependentes do angulo entre
os hidrogénios. Entdo, os valores de 3JHN_CHa podem indicar se um dado NH encontra-se em
ligagdo de H intramolecular. Normalmente, peptideos naturais e proteinas podem ser
classificados em duas faixas distintas: 3JHN_CHa < 6 Hz (por exemplo para hélices-a) e 3JHN.
cHo > 8 Hz (como para folhetos-). Distorgdes destas estruturas levam a modifica¢des dos

valores de *Jin.cha como ¢ observado quando a prolina esta presente. Conformagdes livres

36



normalmente fornecem valores de 3JHN_CHa = 6-8 Hz. Através das constantes de
acoplamento vicinais pode-se obter os valores de angulos de diedros, utilizando-se a
equagdo de Karplus. No caso de biomoléculas utiliza-se mais freqilentemente derivacdes

desta equacdo.™
2.6.7. Efeito Overhauser Nuclear’

EON ¢ um fendémeno proveniente da relaxagio dipolar entre dois nucleos, e manifesta-
se em espectros de 1D através da mudanca da intensidade de um sinal saturando-se outro
que encontra-se espacialmente proximo. A intensidade do EON ¢é proporcional a
»®, onde r ¢ a distancia entre dois nticleos. Em experimentos de 2D (NOESY), um tempo
Tm, chamado de tempo de mistura, é aplicado entre dois pulsos de 90°, segundo a seqliéncia:
(n/2) —t; — (n/2) - T — (T/2) — aquisigio.

A informag@o de acoplamento dipolar é transmitida durante este intervalo t,. Entdo,
quanto maior este tempo, maior € esta transferéncia. Entretanto, o aumento de T, leva,
também, a um processo de propagac¢do da perturbagio da populagio (a relaxacdo dipolar é
propagada através da molécula de um nicleo para outro), chamado de difusdo de spin, o-
qual traduz-se por uma diminui¢do da intensidade do sinal de EON. Neste ponto, nio é
mais possivel explorar os dados de EONs para quantificar as distincias. Por isso, em um
estudo estrutural, onde informagdes precisas sdo necessarias, determina-se, inicialmente, o
tempo de mistura com o qual a relag@o intensidade de EON e distancias internucleares sio
proporcionais. Este processo pode ser realizado obtendo-se varios espectros de NOESY
com tempos de mistura diferentes e tragando-se um grafico dos valores de intensidade de
EON em fungio de .

Com relagdo a informacgéo estrutural que o EON pode fornecer no estudo de peptideos e
proteinas, ressalta-se a grande importancia desta técnica na identificagdo dos tipos de
estruturas secundarias observadas. Experimentalmente, pode-se observar EONs entre
hidrogénios separados por distancias de 2 a 4 A. Considerando que a intensidade dos EONs
decresce em fungdo da sexta poténcia da distancia, hidrogénios separados por distancia de
2A devem fornecer grandes efeitos de EON, enquanto aqueles separados de 4 A podem

produzir EON fracos ou ndo ser observados. EONs envolvendo hidrogénios NH e
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hidrogénios em posigdo a, bem como EONs entre hidrogénios NH (respectivamente

denominados dyn € dnn) s3o freqiientemente encontrados em estruturas secundérias (Figura
41).4

D
TN

Figura 41. EONSs freqiientemente encontrados em estruturas secundarias.

1.2.8. Analise Teérica:’> Dindmica Molecular, calculos Semi-Empiricos e ab initio

Na analise estrutural de biomoléculas utiliza-se, freqiientemente, métodos de
minimizagd0 de energia para determinar um minimo local na superficie de energia
potencial, o qual pode ser realizado utilizando-se diversas metodologias abrangendo
métodos de mecanica e dindmica molecular e métodos quanticos do tipo ab initio e semi-
empiricos.

Nos métodos de mecanica molecular uma molécula é considerada como um numero
de elétrons que circundam um conjunto de nucleos carregados positivamente. A atragfio-
Coulémbica entre estes dois tipos de particulas forma a base para 4tomos e moléculas. O
potencial entre duas particulas com carga q; e q; separadas por uma disténcia r;; € dado por

_%4;
g 7',~j
Nos métodos de mecanica molecular (MM) ou de campo de for¢a a energia eletronica é
descrita como uma fun¢fo paramétrica de coordenadas nucleares. Tais pardmetros sio
provenientes de dados experimentais ou de calculos computacionais de alto nivel. As
moléculas sdo modeladas como 4tomos mantidos proximos através de ligagdes. Os campos
de forga designados para calcular macromoléculas apresentam varias simplifica¢bes se
comparados a campos de forga universais, além de n3o considerarem os atomos de
hidrogénio explicitamente e sim como atomos unidos ao atomo pesado. Exemplos destes
campos de forca sio AMBER, CHARMM, GROMOS, OPLS e DREIDING. Entretanto, os
métodos de mecédnica molecular podem, muitas vezes, levar a energias de minimo local as

quais ndo traduzem com exatiddo as estruturas reais.
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Para contornar este problema, normalmente s3o utilizados métodos que descrevem a
dindmica do sistema, ou seja, como o sistema evolui no tempo. A dindmica molecular
resolve a equag@o de movimento de Newton:

Fi=miai

onde F; € a forga, m; € a massa e a; ¢ a aceleragdo do atomo i. A forca do 4tomo i pode ser
computada diretamente das derivadas da energia potencial V com respeito as coordenadas

1;, podendo ser resolvida em fungo do tempo:

av  dkr
=m

dr dt?

A integragdo da equacdo de Newton ¢ feita em pequenos intervalos de tempo (time steps)
que variam de 1-10 fs. A temperatura pode ser calculada das velocidade atémicas:
3—NkBT = ﬁ:lmivi2
2 =2

onde kg € a constante de Boltzmann, m; € v; sd0 a massa e a velocidade atdmica do atomo i
e N € o nimero de atomos (3N é o numero de graus de liberdade). Para uma simulacéo a
energia constante, a temperatura flutua devido a interconversdo de energia cinética e
potencial. Se a temperatura ¢ mantida constante, entdo as velocidade atdmicas podem ser
ajustadas. A energia potencial total Vi € usualmente definida como o somatério de
diversos termos:

Viotal= Vligacﬁo + Véngulo + Viihedro T Vvaw T Veoulomb T VrRMN

Os primeiros cinco termos sdo termos resultantes de energias empiricas, as quais descrevem
interagdes fisicas entre os atomos, enquanto que o ultimo termo ¢ incluido através de
informagdes de RMN, mas ndo corresponde a forga fisica real. Este potencial contém
informagdes de restri¢des de RMN e tem o efeito de manter os hidrogénios que apresentam
interagdes de EON proéximos.

O método de simulated annealing é um procedimento de varredura do espago
conformacional utilizado nas simulagdes de dindmica molecular que envolve aumento da
temperatura do sistema, seguido de um lento resfriamento até 0K para vencer os minimos

locais e localizar a regido de minimo global.
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A precis@o com relagdo as estruturas calculadas ¢ determinada basicamente de duas
formas: se as restricdes de RMN s#o satisfeitas e se um significante numero de estruturas
convergem entre si, mostrando um RMSD (desvio médio quadratico) < 2A. O RMSD ¢

gerado sobrepondo as estruturas e calculando uma rotagio que minimiza o valor global:
N 2
RMSD = -;72(@ ~7)
i=1

onde N e o numero de atomos que estdo sendo comparados, r; e r’; sdo as coordenadas
atdmicas respectivamente para a estrutura referéncia e a estrutura calculada. Para a
comparacdo de uma familia de estruturas, cada estrutura é rodada de forma a obter o melhor
encaixe com a estrutura referéncia. No caso onde hé violagdes dos dados de EON ou os
valores de RMSD sdo muito grande, toda a sistematica de analise deve ser reiniciada.

Normalmente, os procedimentos experimentais de determinacio de estruturas de
biomoléculas envolvem uma pré-otimizagio, utilizando-se métodos de mecanica molecular,
para posterior calculo utilizando-se métodos de dinAmica molecular.

Apesar dos métodos de dindmica molecular se mostrarem eficazes na determinag@o
estrutural de biomoléculas e muitas vezes serem a tinica forma de descrever tais sistemas
(como € o caso de polipeptideos e proteinas), a descrigdo detalhada da distribuicio
eletronica s6 pode ser feita através do auxilio da mecanica quéntica. Para tanto, os métodos
de ab initio resolvem aproximadamente a equagdio de Schroedinger por meio de uma
representacdo da repulsdo inter eletrénica exata por uma aproximagio de campo médio,
sem fazer uso de pardmetros experimentais. Outra aproximagio utilizada ¢ a introducio de
um conjunto de base para expandir o orbital molecular (OM). Idealmente um grande
conjunto de base, que descreve os orbitais atdmicos, deve ser utilizado para representar de
maneira exata o orbital molecular, contudo restricdes computacionais exigem que
limitagbes mais ou menos drasticas devam ser realizadas nesta representacio. Quanto

menores as bases mais pobre € a representagio.

Os métodos semi-empiricos reduzem o tempo computacional dos métodos ab initio

diminuindo o numero de integrais necessarias para a constru¢io da matriz Fock. Entfo,
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apenas os elétrons de valéncia e um nimero minimo de bases sdo considerados. Para
compensar estas aproximagdes, as integrais restantes sdo traduzidas em pardmetros e seus
valores fixados com base em dados calculados ou experimentais. Os diversos métodos
semi-empiricos existentes s3o definidos exatamente através do numero de integrais nio
negligenciadas e de como € feita a parametrizagdo. Os métodos AM1 (Austin Model e
PM3 (Parametric Method Number 3) sdo parametrizagdes do modelo NDDO, onde a
parametrizagdo € feita em termos de varidveis atémicas, ou seja, referem-se somente a
natureza de um unico atomo. Eles diferem entre si no modo como a repulsio core-core é

tratada e como os paridmetros sio estabelecidos.

41



3. EXPERIMENTAL
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3.1. GENERALIDADES

Utilizou-se cloroférmio-d; 99,8% em atomo de D, metanol-d; e DMSO-ds da Aldrich
Chemical Co. como materiais puros. Todos os aminoacidos usados possuem configuragio L.
Os pontos de fusdo ndo foram corrigidos e foram medidos em um aparelho VMF4X. As
medidas de infra-vermelho foram realizadas em um espectrémetro Perkin Elmer, em KBr € a
uma temperatura de 25°C. As reagdes foram monitoradas, quando possivel, por cromatografia
em camada delgada usando-se silica gél G (Merck). Os produtos foram purificados
empregando-se cromatografia em coluna Flash de silica gel 60 (particulas de tamanho 0,040-
0,060 mm, Merck), eluida com gradientes de ciclohexano e acetato de etila. Os rendimentos

referem-se a produtos cromatografados e espectroscopicamente puros.
3.2. ANALISES ESPECTROSCOPICAS

3.2.1. RMN -Geral

Os valores de deslocamentos quimicos sdo expressos em & (partes por milhio)
relativos ao TMS (padrdo interno). Os espectros de RMN dos compostos 1-5 € 17-23 foram
obtidos com espectrometro Varian YH-300, em campo magnético operando em 7,0 Tesla (),
usando um probe multinuclear Varian de 5 mm e a uma temperatura de 22°C quando nio
especificada. O software Varian foi utilizado para adquirir e processar os espectros de 1D e
2D. Para a seqiiéncia de RMN de 'H e °C aplicou-se, respectivamente, um pulso de 20,1us
(angulo de pulso=90,0 graus) e 14,0 us (&ngulo do pulso=90,0 graus). Os espectros de RMN
de 'H foram obtidos com 32 transientes e 30K pontos e processados com 16K pontos. Os
experimentos de NOESY foram obtidos usando-se um tempo de mistura de 0,3 s. Os
espectros de RMN dos compostos 25-32 foram obtidos com espectrémetro Bruker DMX, em
campo magnético operando em 7,0 T. Os espectros de RMN dos compostos 6-15 foram
obtidos com espectrometro Bruker DMX, em campo magnético operando em 11,7 T. J4 os
espectros de RMN dos compostos 16 ¢ 24 foram obtidos com espectrdmetro Bruker
AVANCE DMX, em campo magnético operando em 14,0 T. Utilizou-se um probe QXI
inverso de 5 mm e a temperatura foi ajustada em 25°C, quando n3o especificada, controlada
por uma unidade Eurotherm de temperatura variavel com precisdo de 0,1 °%c. O
SoftwareBruker XWINNMR foi utilizado para adquirir e processar os espectros de 1D e 2D.
De forma geral, o numero de aquisi¢des foi de 32 para os espectros de NOESY e COSY.
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Além disso, os espectros foram gravados com 1K pontos de dados complexos em F2 para
cada incremento de 480-512 t1 com uma janela de 10,24 ppm. Os experimentos de NOESY

para o composto 10 foram feitos com tempo de mistura entre 0,1 € 0,7 s.

3.2.2. Demais experimentos de RMN

Os experimentos de determinagdo de dependencia do deslocamento quimico do
hidrogénio NH com a concentragdo foram efetuados entre 5 e 7 diferentes concentracdes
(entre 1 € 50 mM). Os coeficientes de temperatura dos hidrogénios NH foram estudados
através da aquisi¢@o de espectros de 1D a dez diferentes temperaturas entre —25 e +55°C para
as solugdes em CDCI; e oito diferentes temperaturas entre 25 € 80°C para as solucdes em
DMSO-d6 e apresentados em ppb/K. As velocidades de troca de H/D foram determinadas
através da aquisig@o de espectros de RMN de 'H ap6s a adi¢do de CD;0D em uma solucdo de
CDCl3 (1:1). Terminou-se os experimentos quando os hidrogénios foram completamente
substituidos por deutério. Integrou-se os sinais de hidrogénio NH de cada espectro € tracou-se
graficos de logaritmo da integragdo em func@o do tempo. A inclinagdo destas retas resultou

nas constantes de troca de H/D.

3.2.3. Calculos Teoricos

Os calculos tedricos foram obtidos em uma workstation Silicon Graphics O2R10000
utilizando-se o pacote de modelagem molecular Cerius2 e processados em uma workstation
Silicon Graphics SGI Origine2000. O campo de forca DREIDING foi utilizado para a
primeira energia de otimizacdo, a qual foi computada até convergéncia (definida como um
gradiente de energia de 0,001 Kcalmol'), seguindo o algoritmo de Newton Raphson
(ABNR). Dados de EON e restricdes de ligagdo de H (considerando os dados de troca de
H/D) foram usados para minimizar uma estrutura sem ligacdo de H. Restrigdes de distancia
internuclear para hidrogénios que apresentaram correlagdes NOESY foram estimadas entre
2,0 ¢ 4,0 A, de acordo com as distancias estimadas pelo Programa Aurelia (Software
Bruker).”® ‘Os célculos de dinimica molecular foram realizadas usando-se uma constante
dielétrica para uma aproximagdo do efeito do solvente.”” A dinimica foi calculada aquecendo-
se o sistema a 1000K e resfriando-se exponencialmente até 0K em um tempo de time step de
0,001 ps. A simula¢do annealing foi repetida 10 vezes e as estruturas resultantes foram
minimizadas usando-se um método de gradiente, gerando um conjunto de aproximadamente

2000 estruturas. Para as estruturas 9, 12 e 13 foram testadas conformagdes iniciais onde a
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ligagdo de H era estabilizada por ambos NH(1) e NH(2). As estruturas resultantes foram
comparadas com os dados de RMN. Da mesma forma, liga¢des de H intra e intercadeia foram
testadas para todos os compostos, sendo observada a tendéncia de formagdo de conformagio
intracadeia para as estruturas pentaciclicas e intercadeia para as triciclicas, com excecio da
estrutura 22. As estruturas de mais baixa energia dos calculos de MD foram agrupadas em
familias. Elegeu-se 10 membros de cada familia para calcular o valor de RMSD e comparar
com dados experimentais de RMN. A familia com menor desvio destes dados e com pequeno
valor de RMSD foi escolhida. A estrutura de mais baixa energia desta familia foi minimizada
pelos métodos semi-empiricos PM3 e AMI e, entdo, por célculos ab initio.’® Os métodos
semi-empiricos foram calculados utilizando-se MOPAC6 com o processo de convergéncia
Camp-King (definido como um gradiente de 0,001 Kcal.mol™). Os calculos ab initio foram
realizados usando-se o programa Gaussian94. Realizou-se calculos Hartree-Fock com a base
padrdo 6-31G**. Optou-se pela base 6-31G ao invés de 3-21G, uma vez que a primeira € uma
base maior, podendo fornecer maior precisio nos calculos. Além disso, foram utilizadas
fungdes de polarizagdo (p e d) e a base 3-21G é muito pequena para suportar estas fungdes
(elas se tornam desbalanceadas). Todas as possibilidades de conformacgio intra e
intermolecular foram minimizadas através de calculos AM1 (mesmo para estruturas com
desvio dos dados de NOE), comparando-se os momentos de dipolo e as energias relativas com
as estruturas mais provaveis. Para estudar o efeito de solvente, utilizou-se 0o método “self-
consistent isodensity surface polarized continuum model” (SCIPCM), estimando-se a energia
de solvatagio no nivel HF/6-31G** 13 Aplicou-se um valor de isosuperficie de 0,001 e os
calculos foram efetuados somente em CHCl; (¢ = 5.0), uma vez que o modelo n3o é muito
apropriado para solventes que possuam grandes interagdes especificas com o soluto. Das
estruturas resultantes de calculos de dindmica molecular, semi-empirico e ab initio, obteve-se

os valores de J’ueny, 0s quais foram comparados com os valores experimentais.
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3.3. SINTESE
Preparacio do endo-triciclo[6.2.1.02’7]undeca-4,9-dieno-3,6—ena'o-endo-diol ()

Aquece-se em torno de 50-60°C uma solugdo de 49,2 g (0,45 mol) de hidroquinona em
450 mL de uma solugio 2% de H,SO,. Adiciona-se 28,7 g (0,25 mol) de KCIO; e 440 mg
(0,24 mmol) de V,0s. A suspensdo passa de verde escuro para preta e finalmente amarela.
Neste ponto, filtra-se e recristaliza-se em agua para obter 40 g de quinona (83% de
rendimento).

A reagdo de Diels-Alder foi realizada da seguinte forma: uma solucdo de 15 mL de
ciclopentadieno em 27 mL de metanol foram adicionados lentamente em uma solugio de
18,75 g (173 mmol) de quinona em 40 mL de metanol a 0°C. Apés a adigfo, deixa-se agitando
30 min e filtra-se. Adiciona-se, entdo, agua destilada, aquecendo até que o restante de quinona
oleifique no fundo do recipiente. Neste ponto, separa-se este dleo do filtrado e deixa-se
resfriar para o aduto endo-triciclo[6.2.1.0%"Jundeca-4,9-dieno-3,6-diona precipitar (52% de
rendimento).

A uma solugdo de 2,8 g aduto (27 mmol) em 250 mL de tolueno sdo adicionados 40
mL de uma solu¢do 1M de DIBAL-H (em n-hexano) sob atmosfera inerte. Apds, deixa-se a
solugfio agitando por 1h e coloca-se a em banho de gelo, onde adiciona-se, lentamente, 50 mL
de uma solugdo de KOH 30%. Deixa-se agitando por mais 1h e extrai-se com éter etilico. O
rendimento global desde a reagdo de Diels-Alder foi de 50%. pf 132 °C (it 131-133°C).
RMN de 'H (300 MHz, CD;0D, 25°C, TMS) & (ppm) = 1,70 (s, 2H, CH,), 2,00 (s, 2H, CH),
3,50 (s, 2H, CH), 4,95 (m, 2H, CH), 5,90 (s, 2H, CH), 6,30 (s, 2H, CH) RMN de "°C (75
MHz, CDs;0D): é (ppm) = 44,0; 46,0; 50,0; 68,0; 130,0; 137,0. Os espectros de RMN de He

~ . 59
BC estiio de acordo com os valores da literatura.

Preparacio do Pentaciclo[5.4.0.02’6.03’10.05’9]undecano—8,1 1-exo-exo-diol (5 A
fotociclizagdo de 2 (1,5g-8,4 mmol) foi realizada em solug@o de acetato de etila (25mL) via
irradiagdo ultravioleta, utilizando-se uma lampada de 100W de Hg por 24 h. Rendimento:
80%. pf 230-231 °C (1it.*° 232-233°C). RMN de "°C (75 MHz, CD;OD): & (ppm) = 33,4; 40.9;
41,3; 44,8; 48,2; 71,2. Os espectros de RMN de 'H e '3C estéio de acordo com os valores da

. 5
literatura.>® %
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Preparagio do (+)-Pentaciclo[5.4.0.0>%.0*'.0>Jundecano-8,11-endo-exo-diol Q) e

Pentaciclo[5.4.0.02’6.03’10.05’9]undecano-S,l 1-endo-endo-diol (4)%°

A fotociclizag¢@o de uma solu¢io de 19g do aduto endo-triciclo[6.2.l.02’7]undeca-4,9-
dieno-3,6- diona em 300 mL de acetato de etila por 15h forneceu o composto
pentaciclo[S.4.0.02’6.03’10.05’9]undecano-8,11-diona—(89) com 88% de rendimento. RMN de
Bc (75 MHz, CDCls): 6 (ppm) = 38,4; 40,0; 43,5; 44,3; 54,4; 189,7.

A uma solugdo de 6g de dicetona 89 (34 mmol) em 170 mL de metanol em aparelho
de ultra-som a 15°C foram adicionados 2,6g de NaBH, (68 mmol). Deixou-se reagindo por
1,5h , adicionou-se um pouco de dgua e concentrou-se a solugfio. Extraiu-se com acetato de
etila a quente, saturando-se a fase aquosa com NaCl, para obter uma mistura de 2:1 de (+)-3 ¢
4, os quais foram separados em coluna cromatografica eluindo-se com um gradiente de
ciclohexano e acetato de etila. Rendimento: 80%. (£)-3 pf 276-276.5 °C (1it.%° 275-276°C);
RMN de BC (75 MHz, CD;0D): 6 (ppm) = 35,7; 39,8; 40,6; 42,0; 43,5; 44,8; 46,0; 47,8;
50,2; 73,5; 74,0. 4 pf 275 °C (1it.%° 274°C). '*C (75 MHz, CD;OD): & (ppm) = 34,4; 38,2;
39,7; 42,9; 45,4; 71,5. Os espectros de RMN de 'H e °C estdio de acordo com os valores da

literatura.%°

Preparacio dos peptideos lineares. A uma solucdo de 1,5 mmol do acido (aminoacido N-
protegido), 0,15 mmol de DMAP e 1 mmol da amina (aminoacido C-protegido) em CH,Cl,
foi adicionado 3 mmol de NMM. Resfria-se a solugdo e adiciona-se 1,5 mmol de DCC. Apés
1h, retira-se o banho de gelo e deixa-se agitando por mais 12h. O bruto reacional ¢ filtrado e
purificado em coluna cromatografica, eluindo-se com ciclohexano e acetato de etila para
fornecer os peptideos lineares. Estes foram hidrolisados em uma solugdo 1:1 de 1,4-dioxano e
NaOH 0,4 N, em uma proporcao de 0,7 g de éster para 20 mL de dioxana e 20 mL de NaOH
0,4 N. Deixa-se agitando por 12 h, acidifica-se até atingir um pH=1, satura-se com NaCl e

extrai-se com acetato de etila a quente.

Preparacdao dos compostos 6-32. A uma solugdo a 0° C dos didis 2, (£)-3, 4, 5 ou exo-
norborneol (Immol) em CH,Cl; (0,125mL/mmol) foram adicionados, seqiiencialmente, o
acido livre (do amino-acido ou peptideo) (3,0 mmol), NN-dimetilaminopiridina (DMAP) (0,3
mmol) e diciclohexilcarbodiimida (DCC) (3,0 mmol). Apés 1 h a 0° C, a mistura foi agitada
por 12h a temperatura ambiente. O precipitado de DCU foi filtrado e lavado com CH,Cl;

gelado. O filtrado foi evaporado a pressdo reduzida. O residuo foi purificado por coluna
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cromatografica de silica gel, eluida com um gradiente de ciclohexano/acetato de etila para

fornecer os produtos 6-32.

bis-N-(t-butoxicarbonil)glicinato de (i)—pentaciclo[5.4.0.02’6.03’10.05’9]undecan-8,1l-endo-
exo-diila (6): Rendimento 72%; sélido amorfo; RMN de 'H (500 MHz, 3 mM CDCls, 25°C,
TMS) 6 (ppm) = 1,34 (m, 1H, CH), 1,47 (s, 18H, CHs), 1,76 (m, 1H, CH), 2,39-2,87 (m, 8H,
CH), 3,84-3,96 (m, 4H, CH,), 4,79 (m, 1H, CH), 4,99 (arred, 2H, NH), 5,59 (m, 1H, CH);
RMN de *C (125 MHz, 50 mM CDCL): & (ppm) = 28,5; 35,2; 36,6; 39,1; 39,6; 41,1; 43,1;
44,5; 45,3; 46,5; 75,2; 78,6; 80,0; 156,1; 169,0; 170,3; IV (KBr): v(cm™) = 3435 (NH), 2977
(CH), 1712 (C=0), 1685 (C=0); CHN calcd. (%) para CasH3¢N,Os (492): C 60,97, H7,32; N
5,69 encontrado: C 60,90; H 7,66; N 5,43.

bis-N-t-(butoxicarbonil)-L-alaninato de pentaciclo[5.4.0.02’6.03’10.05’9]undecan-8,1 1- endo-
exo-diila (7): Rendimento 63%; s6lido amorfo; RMN de 'H (500 MHz, 3 mM CDCls, 25°C,
TMS) 6 (ppm) = 1.20 (m, 1H, CH), 1,25-1,36 (m, 6H, CHs), 1,47 (s, 18H, CHa), 1,76 (m, 1H,
CH), 2,41-2,88 (m, 8H, CH), 4,24-4,32 (m, 2H, CH), 4,78 (t, *J(H,H)=4 Hz, 1H, CH), 5,04
(arred, 2H, NH), 5,65 (d, *J(H,H)=6 Hz, 1H, CH); RMN de °C (125 MHz, 50 mM CDCl;): &
(ppm) = 18,7; 19,1; 28,7, 35,4; 36,6; 36,7; 39,2; 39 4; 39,7, 41,1; 41,3; 43,2; 43,4, 44,6; 44,7;
45,4; 45,5; 46,5; 46,7; 49,8; 73,4; 75,4; 78,5; 80,0; 155,4; 173,4; IV (KBr): v (cm'l) = 3434
(NH), 2979 (CH), 1713 (C=0), 1687 (C=0); CHN calcd. (%) para Cy;H4N,Og (520): C
62,31, H 7,69; N 5,38. encontrado: C 62,09; H 7,91; N 5,35,

bis-N-t-|(butoxicarbonil)glicil]-glicinato de pentaciclo[5.4.0.0°.0>'°.0>°|undecan-8,11-
endo-endo-diila (8): Rendimento 40%; sélido amorfo; RMN de 'H (500 MHz, 3 mM CDCls,
25°C, TMS) 6 (ppm) = 1,13-1,23 (m, 1H, CH), 1,49 (s, 18H, CHs), 1,65-1,73 (m, 1H, CH),
2,45 (m, 2H, CH), 2,59 (m, 2H, CH), 2,68 (m, 2H, CH), 2,90 (m, 2H, CH), 3,87 (m, 4H,
CHa), 4,06 (m, 4H, CH,), 4,66 (m, 2H, CH), 5,29 (arred, 2H, NH), 6,83 (br, 2H, NH); RMN
de °C (125 MHz, 50 mM CDCL): 6 (ppm) = 28,5; 34,3; 35,4; 39,4; 41,8; 42,4; 43.1; 44.3;
73,6; 80,5; 156,4; 170,0; 170,6. IV (KBr): v (cm™') = 3436 (NH), 2933 (CH), 1722-1686
(C=0); CHN calcd. (%) para CsH4pNsO1p (606): C 57,43; H 6,93; N 9,24. encontrado: C
56,61; H 6,58; N 8,88.
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bis-N-t-[(butoxicarbonil)glicil]-L-alaninato de pentaciclo[5.4.0.02’6.03’10.05’9]undecan-S,l1-
endo-endo-diila (9): Rendimento 55%; sélido amorfo; RMN de 'H (500 MHz, 3 mM CDCl;,
25°C, TMS) & (ppm) = 1,12-1,15 (m, 1H, CH), 1,39-1,47 (m, 6H, CH;), 1,50 (s, 18H, CHa),
1,69-1,71 (m, 1H, CH), 2,39 (m, 2H, CH), 2,45 (m, 1H, CH), 2,50 (m, 1H, CH), 2,70 (m, 3H,
CH), 2,80 (m, 1H, CH), 3,78-3,95 (m, 5H, CH, e CH), 4,56-4,61 (m, 2H, CH), 4,95-4,99 (m,
1H, CH), 5,43 (arred, 2H, NH), 6,62 (arred, 2H, NH); RMN de “C (125 MHz, 50 mM
CDCls): 6 (ppm) = 17,9; 28,7; 34,7; 35,8; 39,6; 40,1; 42,8; 45,7; 49,0; 72,3; 80,5; 156,0:
170,0; 171,4. IV (KBr): v (cm™) = 3423 (NH), 2975 (CH), 1747 (C=0), 1715 (C=0), 1686
(C=0); CHN calcd. (%) para C3;H4sN4O10 (634): C 58,67; H 7,26; N 8,83. encontrado: C
60,45; H 7,52; N 8,57.

bis-N-t-[(butoxicarbonil)glicil]glicinato  de pentaciclo[5.4.0.02’6.03’10.05’9]undecan-8,11-
exo-exo-diila (10): Rendimento 41%; s6lido amorfo; RMN de 'H (500 MHz, 3 mM CDCl;,
25°C, TMS) 6 (ppm) = 1.49 (s, 18H, CH3), 1,52 (m, 1H, CH), 1,73 (m, 1H, CH), 2,52 (m, 2H,
CH), 2,67 (m, 4H, CH), 2,76 (m, 2H, CH), 3,87 (m, 4H, CH,), 4,00 (m, 4H, CH,), 5,10 (arred,
2H, NH), 5,12 (m, 2H, CH), 6,56 (arred, 2H, NH); RMN de "*C (125 MHz, 50 mM CDCl;): &
(ppm) = 28,0; 32,1; 38,0; 40,2; 42.,5; 43,0; 45,0; 76,5; 80,4; 156,4; 169,2; 170,3; IV (KBr): v
(cm™) = 3439 (NH), 2960 (CH), 1720-1688 (C=0); CHN calcd. (%) para C20H42N4044 (606):
C 57,43; H6,93; N 9,24. encontrado: C 57,66; H 7,35; N 8,78.

bis-N-t-[(butoxicarbonil)glicil]-L-alaninato de pentaciclo[5.4.0.0>%.0>'°.0>°Jundecan-8,11-
exo-exo-diila (11): Rendimento 64%; s6lido amorfo; RMN de 'H (500 MHz, 3 mM CDCls,
25°C, TMS) & (ppm) = 1,35-1,40 (m, 6H, CHs), 1,49 (s, 18H, CH3), 1,54 (m, 1H, CH), 1,74
(m, 1H, CH), 2,35-2,37 (m, 2H, CH), 2,42-2,69 (m, 4H, CH), 2,76 (m, 2H, CH), 3,70-3,87
(m, 4H, CHy), 4,51-4,52 (m, 2H, CH), 5,00 (arred, 2H, NH), 5,15-5,20 (m, 2H, CH), 6,55
(arred, 2H, NH); RMN de "°C (125 MHz, 50 mM CDCl;): & (ppm) = 18,4; 18,6; 28.5; 34,3;
34,4; 39,6; 39,7; 41,5; 41,6; 42,3; 42,4; 45,7; 45,8; 46.,6; 46,7; 48,3; 48.4; 49.2; 77.4; 77.5;
80,5; 156,4; 169,2; 170,3; IV (KBr): v (cm’) = 3424 (NH), 2978 (CH), 1721-1686 (C=0);
CHN calcd. (%) para C3;HssN4Ojo (634): C 58,67; H 7,26; N 8,83. encontrado: C 58,87; H
7,63; N 8,55.

bis-N-t-[(butoxicarbonil)glicil]-glicinato de (+)-pentaciclo[5.4.0.0%%.0*!°.0>°Jundecan-

8,11-endo-exo-diila (12): Rendimento 85%; sélido amorfo; RMN de 'H (500 MHz, 3 mM
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CDCl, 25°C, TMS) & (ppm) = 1,28-1,37 (m, 1H, CH), 1,48 (s, 18H, CH3), 1,55-1,60 (m, 1H,
CH), 2,09-2,87 (m, 8H, CH), 3,89 (m, 4H, CH,), 4,00-4,32 (m, 4H, CH,), 4,79-4,86 (m, 1H,
CH), 5,37 (m, 2H, NH), 5,43 (m, 1H, NH), 6,05 (m, 1H, CH), 6,58 (m, 1H, NH), 6,73 (m, 1H,
NH); RMN de °C (125 MHz, 50 mM CDCls): & (ppm) = 28,1; 34,8; 36,0; 38,7; 39.2; 40,7,
41,2, 42,7; 43,8; 44,2; 44.9; 46,1; 74,9; 78,6; 80,0; 156,1; 169,0; 170,3; IV (KBr): v (cm™) =
3436 (NH), 2977 (CH), 1713-1686 (C=0); CHN calcd. (%) para C2sH42N4O1 (606): C 57,43
H 6,93; N 9,24. encontrado: C 56,46; H 6,96; N 8,78.

bis-N-t-[(butoxicarbonil)glicil]-L-alaninato de pentaciclo[5.4.0.02’6.03’10.05’9]undecan—8,1 1-
endo-exo-diila (13): Rendimento 89%; sélido amorfo; RMN de 'H (500 MHz, 3 mM CDCls,
25°C, TMS) 6 (ppm) = 0.,88-0,89 (m, 1H, CH), 1,28-1,39 (m, 6H, CH3), 1,40 (s, 18H, CHj),
1,73-1,78 (m, 1H, CH), 2,39-2,86 (m, 8H, CH), 3,79-3,92 (m, 4H, CH,), 4,51-4,76 (arred, 2H,
NH), 4,77-5,16 (m, 1H, CH), 5,40 (arred, 2H, NH), 6,58 (m, 1H, NH), 6,72 (m, 1H, NH).
RMN de °C (125 MHz, 50 mM CDCL): & (ppm) = 18,2; 28,5; 35,3; 36,3; 39,0; 39,5; 40.9;
42,1, 43,2; 44,3; 44,7; 46,3; 48,7; 75,8; 78,8; 80,4; 156,6; 169,5; 172,3. IV (KBr): v(cm‘l) =
3424 (NH), 2978 (CH), 1714-1682 (C=0); CHN calcd. (%) para C3;HssN4O1¢ (634): C 58,67;
H 7,26; N 8,83. encontrado: C 58,56; H 7,23; N 8,35.

bis-N-t-[(butoxicarbonil)glicilglicil]-glicinato de(+)-pentaciclo[5.4.0.0%%.0>°.0>*Jundecan-
8,11-endo-exo-diila (14): Rendimento 71 %; sélido amorfo; RMN de 'H (500 MHz, 3 mM
CDCl, 25°C, TMS) & (ppm) = 1,30 (m, 1), 1,40 (s, 18), 1,70 (m, 1), 2,40-2,90 (m, 8), 3,9-3,8
(m, 4), 3,90-4,10 (m, 8), 4,90 (m, 1), 5,50-6,00 (arred, 2), 5,70 (m, 1), 6,90-7,50 (arred, 4).
RMN de "°C (125 MHz, 50 mM CDCls): & (ppm) = 28,7; 35,5; 36,9; 39,5; 39,7, 41,2; 41,7;
42,2; 42,9; 43,1; 43,5; 44,6; 45,0; 45,5; 47,0; 75,7; 79,8; 80,3; 157,3; 169,1; 170,8; 171,3.
CHN calcd. (%) para C33H4sNgO12. 1/2H,0 (729): encontrado: C 54,33; H 6,70; N 11,53.

bis-N-t-[(butoxicarbonil)glicilglicil]-glicinato de(+)-pentaciclo[5.4.0.0%°.0>'°.0°>°|undecan-
8,11-endo-endo-diila (15): Rendimento 57%; s6lido amorfo; RMN de 'H (500 MHz, 3 mM
CDCls, 25°C, TMS) 6 (ppm) = 1,10 (m, 1), 1,40 (s, 18), 1,70 (m, 1), 2,30-2,90 (m, 8), 3,9 (m,
4), 3,90-4,10 (m, 8), 4,60 (m, 1), 5,00 (m, 1), 5,40-5,80 (arred, 2), 6,90-7,50 (arred, 4). RMN
de °C (125 MHz, 50 mM CDCL): & (ppm) = 28,5; 34,2; 35,7; 39,9; 42,0; 42,9; 43.0; 43.5;
44,5, 73,9, 74,0; 80,3; 157,4; 169,2; 170,9; 171,5. CHN calcd. (%) para C33HasNgO1, (720):
encontrado: C 54,97; H 6,69; N 11,60.
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bis-N-t-[(butoxicarbonil)glicilglicil]-glicinato de endo-triciclo[6.2.1.02’7]undeca—4,9-dien-
3,6-endo-endo-diila (16): Rendimento 50%; sélido amorfo; RMN de 'H (600 MHz, 3 mM
CDCls) 8 (ppm) = 0,80-1,00 (m, 2), 1,40 (s, 18), 2,88 (m, 2), 2,97 (m, 2), 3,70-4,00 (m, 4),
4,06-4,20 (m, 8), 5,21-5,32 (arred, 2), 5,40 (m, 2), 5,50 (m, 2), 5,76 (m, 2), 6,75-7,05 (arred,
2). RMN de °C (150 MHz, CDCl;) & (ppm) = 28,5; 34,4; 38,5; 41,9; 43 3; 45,0; 46,1; 71,0;
80,3; 128,0; 136,0; 157,4; 169,2; 170,9; 171,5. CHN Calcd. para C33H4NgO,: C, 55,00; H,
6,67, N, 11,67. encontrado: C, 54,77; H, 6,98; N, 11,44.

bis-N-t-[(butoxicarbonil)glicil]-glicinato de endo-triciclo[6.2.1.0*"Jundeca-4,9-dien-3,6-
endo-endo-diila (17): Rendimento 97%; pf 86-87 °C; RMN de 'H (300 MHz, 3 mM CDCls)
S (ppm) = 1,19-1,29 (m, 2), 1,40 (s, 18), 2,88 (arred, 2), 2,97 (br, 2), 3,80-3,82 (m, 4), 4,06-
4,12 (m, 4), 5,05 (arred, 2), 5,30 (m, 2), 5,39-5,42 (m, 2), 5,74 (m, 2), 6,57 (br, 2). RMN de
PC (75 MHz, CDCls) § (ppm) = 28,2; 37,9; 41,2; 45,7; 48,5; 70,8; 80,3; 127,7; 135 4; 156,0;
1694. IV (KBr) v (em’) = 3335, 2982, 2928, 1742, 1705, 1681; CHN calcd. para
C9HaaN4Oso: C, 57,43; H, 6,93; N, 9,24. encontrado: C, 57,18; H, 7,17; N, 8,96.

bis-N-t-[(butoxicarbonil)glicil]-L-alaninato de endo-triciclo[6.2.1.02’7]undeca—4,9-dien-
3,6-endo-endo-diila (18): Rendimento 94%; pf 74-75 °C; RMN de 'H (300 MHz, 3 mM
CDCls) 8 (ppm) =1,19-1,21 (m, 2), 1,40 (s, 18), 1,43-1,46 (m, 9), 2,76-2,83 (m, 2), 2,98 (m,
2), 3,76 (m, 4), 4,55-4,63 (m, 2), 5,06 (arred, 2), 5,29 (m, 2), 5,36 (m, 2), 5,75 (arred, 2), 6.6
(m, 2); RMN de “C (75 MHz, CDCl;) 6 (ppm) = 18,0; 18,2; 28,2; 37,8; 43,9; 45,6; 48,0;
48,4; 70,6; 80,0; 127,5; 127,8; 135,1; 135,7; 156,0; 171,2; 169,4; 172,3; 172.4. IV (KBr) v
(cm’l) = 3325, 2979, 2934, 1722, 1708, 1694; CHN calcd. para C3oH4sN4Oo: C, 58,67; H,
7,26; N, 8,83. encontrado: C, 58,64; H, 7,23; N, 9,15.

bis-N-t-(butoxicarbonil)-glicinato de endo-triciclo[6.2.1.02’7]undeca-4,9-dien-3,6-endo-
endo-diila (19): Rendiemento 89%; pf 68-70 °C; RMN de 'H (300 MHz, 3 mM CDCl) &
(ppm) = 1,25-1,33 (m, 2), 1,47 (s, 18), 2,80 (br, 2), 3,07 (br, 2), 4,00 (m, 4), 5,07 (arred, 2),
5,48 (s, 2), 5,42 (arred, 2), 5,80 (s, 2). RMN de C (75 MHz, CDClIs) 6 (ppm) = 28,2; 38,0;
42,0; 46,0; 48,0; 70,1; 80,0; 127,9; 135,8; 156,0; 170,0. IV (KBr) v (cm’') = 3384, 2976,
2928, 1742, 1711; CHN calcd. para C,sH3sN,05.3/2H,0: C, 57,80; H, 7,51; N, 5,36.
encontrado: C, 57,20; H, 7,27; N, 5,67.
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bis-N-t-(butoxicarbonil)-L-alaninato de endo-triciclo[6.2.1.0>" Jundeca-4,9-dien-3,6-endp.-
endo-diila (20): Rendimento 55%; pf 73-74°C; RMN de 'H (300 MHz, 3 mM CDCL) &
(ppm) = 1,19-1,24 (m, 2), 1,39 (s, 18), 1,51 (s, 9), 2,75-2,83 (m, 2), 2,99 (arred, 2), 4,30 (m,
2), 4,97 (arred, 2), 5,28-5,29 (m, 2), 5,34-5,37 (m, 2), 5,76 (s, 2). RMN de *C (75 MHz,
CDCl) & (ppm) = 18,8; 19,0; 28,6; 38,1; 38,2; 45,9; 46,0; 48,7; 49,6; 70,6; 70,7, 80,0; 128,1;
135,55 135,7; 135,9; 156,0; 171,5. IV (KBr) v (cm™') = 3370, 2980, 2936, 1744, 1715; CHN
caled. para C»7H4N,03.3/2H,0: C, 59,20; H, 7,31; N, 5,12. encontrado: C, 58.59; H, 7.96; N,
5.31.

bis-N-t-(butoxicarbonil)-L-phenil alaninato de endo-triciclo[6.2.1.02’7]undeca-4,9-dien-
3,6-endo-endo-diila (21): Rendimento 95%; pf 72-73 °C; 'H NMR (300 MHz, 3 mM CDCls)
8 (ppm) = 1,18-1,25 (m, 2), 1,40 (s, 18), 2,58-2,63 (m, 2), 2,80-2,97 (m, 2), 3,03-3,15 (m, 4)
4,54 (arred, 2), 4,83-4,99 (m, 2), 5,01-5,2 (m, 2), 5,22-5,38 (arred, 2), 5,60 (s, 2), 7,02-7,30
(m, 5). RMN de °C (75 MHz, CDCls) 8 (ppm) = 28,2; 37,8; 37,9; 38,4; 38,6; 45,7: 48 4;
54,5; 54,6; 70,4; 80,0; 127,1; 128,6; 128,6; 129,2; 129,3; 135,5; 136,0; 155,8; 171,5. IV (KBr)
v(cm™) = 3445, 3378, 2970, 2934, 1736, 1711; CHN caled. para C3gHasN,Os: C, 69,64; H,
7,14; N, 4,17. encontrado: C, 69,91; H, 7,17; N, 4,41.

bis-N-t-(butoxicarbonil)-Balaninato de endo-triciclo[6.2.1.02’7]undeca—4,9-dien-3,6-endo-
endo-diila (22):Rendimento 94%; pf 55-56°C; RMN de 'H (300 MHz, 3 mM CDCls) 6 (ppm)
= 1.22-1.40 (m, 2), 1,40 (s, 18), 2,60 (m, 4), 2,80 (m, 2), 3,02 (m, 2), 3,41 (m, 4), 5,00 (arred,
2), 5,38 (m, 2), 5,42 (m, 2), 5,80 (m, 2). RMN de "*C (75 MHz, 50 mM CDCls) & (ppm) =
28,1; 34,4; 36,0, 37,7, 45,6; 48,2; 69,4; 79,1; 127,6; 135,1; 155,5; 171,6. IV (KBr) v(em) =
3372, 2982, 2934, 1746, 1717; CHN caled. para Co7HqN,05'H,0: C, 60,22; H, 7,43; N, 5,20.
encontrado: C,60,31; H, 7,78; N, 5.,46.

N-t-(butoxicarbonil)-glicinato de biciclo[2.2.1]heptila-2-exo (23): Rendiemento 90%,
solido amorfo; RMN de 'H (500 MHz, 3 mM CDCl;, 25°C, TMS) 6 (ppm) = 1,00-1,20 (m,
2H, CH), 1,20-1,70 (m, 6H, CH), 1,40 (s, 9H, CHs), 2,43 (m, 2H, CH), 3,76 (m, 2H, CH,),
4,60 (m, 1H, CH), 4,85 (arred, 1H, NH). RMN de "°C (125 MHz, 50 mM CDCL): § (ppm)
=23,7; 27,7; 27.9; 34,8; 34,9; 39,0; 40,9; 42,2; 78,0; 79,1; 155,9; 169,6. IV (KBr) v (cm™) =
3378, 2965, 1718, 1690; CHN calcd. (%) para C1sH3NO4 (269): C 62,45, H 8,55, N 5,20.
encontrado: C 62,33, H 8,67, N 5,12.
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N-t- [(butoxicarbonil)glicil]-glicinato de biciclo[2.2.1]heptila-2-exo (24): Rendimento 91%,
sélido amorfo; RMN de 'H (500 MHz, 3 mM CDCl;, 25°C, TMS) & (ppm) = 1,12-1,22 (m,
SH, CH), 1,49 (s, 9H, CH3), 1,52-1,54 (m, 1H, CH), 1,74-1,78 (m, 2H, CH), 2,34 (m, 2H,
CH), 3,88 (m, 2H, CHy), 4,03 (m, 2H, CH,), 4,71 (d, *J(H,H)=7 Hz, 1H, CH), 5,00 (arred, 1H,
NH), 6,45 (arred, 1H, NH); CHN calcd. (%) para CisH26N20s (326): C 58,90; H 7,98; N 8,59.
encontrado: C 58,88, H 8,00, N 8.57.

bis-N-t- [(butoxicarbonil)-L-valil]-L-fenilalaninato de endo-triciclo[6.2.1.02’7]undeca-4,9-
dien-3,6-endo-endo-diila (25):Rendimento 72 %; sélido amorfo; RMN de 'H (300 MHz, 3
mM CDCls) & (ppm) = 0,50-0,90 (m, 6), 1,10 (m, 1), 1,40 (s, 18), 1,60 (m, 1), 2,00 (m, 2),
2,40-2,90 (m, 4), 3,10 (m, 4), 3,90 (m, 2), 4,90 (m, 2), 5,00-5,40 (m, 6), 5,60 (m, 2), 6,70 (m,
2), 7,00-7,30 (m, 10); RMN de "°C (75 MHz, 50 mM CDCls) & (ppm) = 18,0; 18,5; 20,0:
29,0; 31,5; 38,5; 38,6; 46,0; 49,0; 54,5; 60,0; 70,1; 80,3; 127,5; 128,0; 129,0; 129,5; 135,8;
156,0; 169.4. CHN calcd. (%) para C4sHgsN4O1o (870): C 67,59; H 7,59; N 6,44. encontrado:
C67,60; H 7,63; N 6,42.

bis-N-t- [(benziloxicarbonil)-L-valil]-L-fenilalaninato de endo—triciclo[6.2.1.02’7]undeca-
4,9-dien-3,6-endo-endo-diila (26):Rendimento 48 %; s6lido amorfo; RMN de 'H (300 MHZ_,
3 mM CDCl3) 8 (ppm) = 0,60-0,90 (m, 6), 1,10 (m, 1), 1,30 (m, 4), 1,60 (m, 1), 2,00 (m, 2),
2,50-2,90 (m, 4), 3,00 (m, 4), 4,10 (m, 2), 4,90-5,40 (m, 6), 5,60 (m, 2),5,80 (arred, 2), 7,00-
7,40 (m, 22); RMN de "°C (75 MHz, 50 mM CDCls) § (ppm) = 18,0; 18,5; 20,0; 32,0; 38,5:
38,6; 46,0; 49,0; 54,5; 60,0; 67,0; 70,1; 127,5; 128,2; 128,5; 128,7-129,1; 129,6; 135,8; 156,0;
169.0. CHN calcd. (%) para CssHeN4O10 (938): C 70,36; H 6,61; N 5,97. encontrado: C
70,32; H 6,65; N 6,59.

bis-N-t-[(butoxicarbonil)-L-valil]-L-fenilalaninato  de  pentaciclo[5.4.0.0>%.0>%.05
undecan-8,11-endo-exo-diila (27): Rendimento 55 %; sélido amorfo; RMN de 'H (300
MHz, 3 mM CDCls) 6 (ppm) = 0,70-0,90 (m, 6), 1,10 (m, 1), 1,40 (s, 18), 1,60 (m, 1), 2,20
(m, 2), 2,30-2,90 (m, 4), 3,10 (m, 4), 3,7 (m, 1), 4,10 (m, 2), 4,90 (m, 3), 5,40 (arred, 2), 7,00
(m, 2), 7,10-7,40 (m, 10); RMN de Be (75 MHz, 50 mM CDCl;) 8 (ppm) = 17,5; 18,2; 20,0;
29,0; 31,55 35,5; 36,5; 38,5; 39,5; 39,7; 41,5; 43,5; 45,0; 45,5; 47,0; 54,9; 60,0; 75,0; 79.4;
80,3; 127,3; 128,4; 129,1; 156,0; 169.0. CHN calcd. (%) para C4oHgsN4O19.3/2H,0 (897): C
65,55; H 7,69; N 6,24. encontrado: C 65,54; H 7,70; N 6,20.
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bis-N-t-[(benziloxicarbonil)-L-valil]-L-fenilalaninato  de pentaciclo[5.4.0.0%.0>',05]
undecan-8,11-endo-exo-diila (28): Rendimento 53 %; solido amorfo; RMN de 'H (300
MHz, 3 mM CDCl;) § (ppm) = 0,70-0,90 (m, 6), 1,10 (m, 1), 1,30 (m, 4), 1,60 (m, 1), 2,20
(m, 2), 2,30-2,90 (m, 4), 3,10 (m, 4), 3,7 (m, 1), 4,10 (m, 2), 4,90 (m, 3), 5,40 (arred, 2), 7,00
(m, 2), 7,10-7,40 (m, 20); RMN de *C (75 MHz, 50 mM CDCl3) & (ppm) = 17,5; 18,2; 20,0;
31,5; 35,5; 36,5; 38.5; 39,5; 39,7; 41,5; 43,5; 45,0; 45,5; 47,0; 54,9; 60,0; 68,0; 75,0; 79,4;
80,3; 127,0-129,5; 156,0; 169.0. CHN calcd. (%) para CssHgN4O;0.H,0 (956): C 69,04; H
6,69; N 5,86. encontrado: C 69,00; H 6,70; N 5,84.

bis-N-t-[(butoxicarbonil)-L-valil]-L-fenilalaninato de (+)-pentaciclo[5.4.0.0%%.0>%,05]
undecan-8,11-endo-endo-diila (29): Rendimento 31%; sélido amorfo; RMN de 'H (300
MHz, 3 mM CDCL) & (ppm) = 0,70-0,90 (m, 6), 1,10 (m, 1), 1,40 (s, 18), 1,60 (m, 1), 2,20
(m, 2), 2,30-2,70 (m, 4), 3,10 (m, 4), 3,7 (m, 1), 4,00 (m, 2), 4,80 (m, 2), 4,90 (m, 1), 5,20-
5,30 (arred, 2), 6,80-6,90 (arred, 2), 7,10-7,40 (m, 10); RMN de "*C (75 MHz, 50 mM CDCl;)
8 (ppm) = 20,0; 29,0; 31,5; 34,5; 36,0; 38,0; 38,5; 39,5; 40,0; 43,0; 43,5; 46,0; 54,0; 60,0;
72,0; 74,0; 80,3; 127,5; 129,1; 129,7; 156,0; 169.0. CHN calcd. (%) para CaoHgeN4O10.H,O
(888): C 66,22; H 7,66; N 6,31. encontrado: C 66,21; H 7,69; N 6,28.

bis-N-t-[(benziloxicarbonil)-L-valil|-L-fenilalaninato de (z)-pentaciclo[5.4.0.0>%.0>'%.05]
undecan-8,11-endo-endo-diila (30): Rendimento 46 %; sélido amorfo; RMN de 'H (300
MHz, 3 mM CDCL) & (ppm) = 0,70-0,90 (m, 6), 1,10 (m, 1), 1,30 (m, 4), 1,60 (m, 1), 2,10
(m, 2), 2,30-2,70 (m, 4), 3,10 (m, 4), 3,7 (m, 1), 4,00 (m, 2), 4,80 (m, 2), 5,10 (m, 1), 5,50-
5,80 (arred, 2), 7,00-7,10 (arred, 2), 7,15-7,40 (m, 20); RMN de ">C (75 MHz, 50 mM CDCl;)
& (ppm) = 18,0; 20,0; 32,0; 34,5; 36,0; 38,0; 38,5; 39,5; 40,0; 43,0; 43,5; 46,0; 54,0; 60,0;
67,0; 72,0; 74,0; 127,5; 128,3-128,6; 128,9-129,1; 129,6-129,8, 156,0; 169.0. CHN calcd. (%)
para CssHeN4O10.1/2H,0 (947): C 69,69; H 6,65; N 5,91. encontrado: C 69,68; H 6,65; N
5,90.

bis-N-t-[(butoxicarbonil)-L-valil]-L-fenilalaninato de (i)-pentaciclo[5.4.0.02’6.03’10.05’9]
undecan-8,11-exo-exo-diila (31): Rendimento 32 %; sélido amorfo; RMN de 'H (300 MHz,
3 mM CDCl;) & (ppm) = 0,70-0,90 (m, 6), 1,10 (m, 1), 1,40 (s, 18), 1,60 (m, 1), 2,10 (m, 2),
2,30-2,70 (m, 4), 3,00 (m, 4), 4,00 (m, 2), 4,70 (m, 2), 5,10 (m, 2), 5,20 (arred, 2), 6,60 (arred,
2), 7,10-7,40 (m, 10); RMN de “C (75 MHz, 50 mM CDCl;) & (ppm) = 19,0; 20,0; 29,0;
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37,0; 41,0; 45,0; 46,0; 48,0; 52,0; 54,0; 60,0; 84,0; 134,0; 135,0; 136,0; 156,0; 169.0. CHN
caled. (%) para C49HggN4O1o (870): C 67,59; H 7,59; N 6,44. encontrado: C 67,57; H 7,60; N
6,44.

bis-N-t-|(benziloxicarbonil)-L-valil]-L-fenilalaninato de (+)-pentaciclo[5.4.0.0>%.0%1°.0%°]
undecan-8,11-exo-exo-diila (32): Rendimento 30 %; sélido amorfo; RMN de 'H (300 MHz,
3 mM CDCl3) 8 (ppm) = 0,70-0,90 (m, 6), 1,10 (m, 1), 1,30 (m, 4), 1,60 (m, 1), 2,10 (m, 2),
2,30-2,70 (m, 4), 3,10 (m, 4), 4,00 (m, 2), 4,70 (m, 2), 5,20 (m, 2), 5,50 (arred, 2), 7,00-7,10
(arred, 2), 7,15-7,40 (m, 20); RMN de C (75 MHz, 50 mM CDCl3) & (ppm) = 19,0; 20,0;
37,0; 41,0; 45,0; 46,0; 48,0; 52,0; 54,0; 60,0; 67,0; 84,0; 134,0-136,0; 156,0; 169.0. CHN
caled. (%) para CssHsaN4O19.H20 (956): C 69,04; H 6,69; N 5,86. encontrado: C 69,01; H
6,69; N 5,85.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Escolha das seqiiéncias peptidicas e meio de analise

Considerando que a polaridade do solvente pode fornecer uma no¢do do
comportamento do peptideo nos sitios hidrofobicos e hidrofilicos da interface de uma
membrana e ajudar na compreensdo do comportamento de peptideos em sistemas

biologicos,* ™ ©

realizou-se o estudo de andlise conformacional dos pseudopeptideos
sintetizados em diferentes meios, como CDCls, e DMSO-d6.

A escolha dos residuos de aminoacidos utilizados baseou-se em estudo realizado
anteriormente por Marshall,® onde os amino4cidos sdo classificados segundo sua rigidez
conformacional. Dessa forma, trés grupos basicos se destacam: (1) glicina, a qual é a mais
flexivel e com maior 4rea torsional; (2) prolina, que possui rigidez ciclica por natureza; 3)
todos os outros residuos mostram comportamento parecido ao da alanina, a qual possui
somente 50% do espago torsional apresentado pela glicina. Outro estudo, realizado por
Hayashi Asai e Ogoshi, mostra que seqiiéncias formadas por aminoicidos apolares
interferem menos na conformagio induzida pelo ciclo no qual estas seqiiéncias estdo
ligadas.®” Dessa forma, inicialmente utilizou-se residuos formados por Gly, aumentando-se

gradativamente a rigidez conformacional através da introdugfo de aminoacidos apolares €

a-substituidos.
4.2. SINTESE

Os compostos pentaciclicos 2-5 foram sintetizados com rendimentos globais de
50% conforme procedimento descrito na parte experimental (Esquema 1). Reagiu-se
ciclopentadieno € p-benzoquinona em reagdo de Diels-Alder, gerando o aduto endo-
tricic10[6.2.l.02’7]undecan-4,9-dieno-3,6-diona. Este aduto foi reduzido com DIBAL-H,
fornecendo 2 em 50 % de rendimento. Nesta ultima reagio passou-se de um rendimento de
22% para 90% ao trocar o solvente de extracio de éter etilico, segundo a literatura,” para
acetato de etila a quente. O aduto endo-triciclo[6.2.1.02’7]undecan—4,9-dieno-3,6-diona,
resultante da reagdo de Diels-Alder, foi também submetido sucessivamente as rea¢des de
ciclizagdo fotoquimica e de reducdo, fornecendo os didis (+)-3 e 4 numa razdo de 1:2. O

pentaciclodiol 5 foi obtido através da reagdo de fotocicliza¢do do triciclodiol 2.
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a) CH30H, O°C, 1h; b) hv, 15°C, 15-24h;
c) NaBH,, CH5OH, ultra-som, t.a., 1h;
d) DIBAL-H, C,Hj, t.a., 2h.

Esquema 1

Os dipeptideos foram obtidos através de condensagdo em condigdes classicas,
usando-se diciclohexilcarbodiimida (DCC) como agente ativador do 4cido. Os bis-amino
acidos e depsipeptideos foram preparados em uma Unica etapa através da condensacio dos
didis 2, (1)-3, 4, 5 ou exo-norbonano com os amino-acidos, di ou tripeptideos N-protegidos
resultando nos compostos 6-32 (Esquemas 2-4 e Figura 42). Modificando-se o método
classico de extragdo, passou-se de rendimentos de 60-70% a rendimentos praticamente
quantitativos: deixou-se de lavar a fase organica com soluggio de HC1 10% e posteriormente
com solu¢do saturada de bicarbonato de soédio para realizar-se diretamente uma

cromatografia em coluna do produto bruto de reagdo. Sintetizou-se separadamente os
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peptideos lineares, seguido de hidrélise dos ésteres com uma mistura de 1,4-dioxano e
solu¢do aquosa de NaOH 1 M (1:1 v/v) para posteriormente realizar-se a condensag¢io com
os didis. Nas reagdes de hidrélise, aumentou-se também os rendimentos ao extrair os

respectivos 4cidos com acetato de etila a quente.

HOI [
HO
HO HO
@®3 5
BocGly, BocGlvGl
a) | Bocl-Ala, ? | Boo-L-AlaGly a) | pocGlyGly or
BocGlyGly or Boc-L-AlaGly
Boc-L-AlaGly
RCOO,,
RCOO
RCOO REOO . RCOO
RCO
(¥)-6 R=BocGly 8 R=BocGlyGly 10 BocGlyGly
(*)-7 R=Boc-L-Ala 9 R=BocGly-L-Ala 11 BocGly-L-Ala
(£)-12 R=BocGlyGly 15 R=BocGlyGlyGly

(#)-13 R=BocGly-L-Ala
(%)-14 R=BocGlyGlyGly

a) DCC, DMAP, CH,Cl,, t.a., 12h

Esquema 2
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BocGly,
Boc-L-Ala, DCC, DMAP, CH,Cl,
Boc-L-Phe, ta., 12h
BocGlyGly, >
“oH Boc-L-AlaGly ou
5 -_OH Boc-GlyGlyGly

}II(I) 0 H3) O

yo\é/N \)Kll\f /\O(I[\I\)\

0
: 1
4 3- 2

HQ) wlo
~}\o/12 v 5 ’ 9

NN

H § H O

16

H O
ou
H(1) O
19-R=H 0N
20-R=CH, %/ z’/ RS
21-R=C¢H; R m
22-R=H, n=2

ﬂ\o 7 Ny

N}\X\(O
o
H

Esquema 3

Os compostos 23 e 24 (Figura 42) foram sintetizados para fins de comparagio com
os derivados triciclicos e pentaciclicos. Por outro lado, os compostos 25-32 (esquema 4)
foram preparados apos realizagdo dos estudos de analise conformacional dos demais

derivados e de modelagem molecular como moléculas alvo de ensaios bioldgicos.
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23- CH,;NHBoc
24- CH,GlyBoc

Figura 39. Pseudopeptideos derivados do sistema biciclico

OH

= HO [
OH H
H
2 ®3 HO™
l | | |
a)
- RCOO.,._
Qi RCOO RO
- 1. O
- RCO RCO
25 R=BocValPhe (£)-27 R=BocValPhe 29 R=BocValPhe 31 R=BocValPhe -
26 R=BzValPhe (*)-28 R=BzValPhe 30 R=BzValPhe 32 R=BzValPhe

a) BocValPhe ou BzValPhe, DCC, DMAP, CH,Cl,, t.a., 12h

Esquema 4

4.3. ANALISE CONFORMACIONAL

4.3.1. Determinacio do tempo de mistura t,,.para ser aplicado a todos experimentos

de NOESY
Inicialmente, realizou-se um estudo de intensidade de EON a fim de determinar o

tempo de mistura apropriado para obter-se o maximo de informag¢des dipolares, guardando

uma rela¢do de proporcionalidade direta com a distincia inter-atdmica. Para tanto utilizou-
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se sete valores de tempo de mistura (de 150 a 800 ms) e aplicou-se ao composto 10. Este
estudo ¢ realizado a partir do volume das taxas de correlagio de cada espectro de NOESY.
Esta estimativa € feita com a ajuda do programa AURELIA 2.0 (Bruker S. A)), que realiza
calculos de segmentagio interativa. A segmentagio inicia no topo de cada sinal, descendo
ao mesmo tempo em que € feita a coleta de dados. Esse processo ¢ repetido diversas vezes.
A coleta de dados ¢ realizada até que seja alcangada a segmentacdo de outro sinal ou seja
alcangado o nivel minimo de segmentagdo (especificado inicialmente). Considerando que
os sinais sdo curvas lorentzianas e que as larguras dos sinais que sio comparados sdo
similares, qualquer valor pode ser escolhido para o nivel de segmentacio. Baixos valores
resultam em grandes volumes, os quais s3o menos influenciados pelo ruido. Entretanto, eles
podem apresentar interpenetragio de sinais € imperfeicdes da linha base. Para melhorar os
resultados de segmentacdo, em alguns casos introduz-se dois pardmetros: as areas de
integracdo maxima ao longo de ®; € ;.

Tragou-se entdo um grafico de volume das taxas de correlagfo dipolares em fungdo dos
tempos de mistura para todos os hidrogénios. Alguns destes graficos estio exemplificados
na Figura 43. Estas curvas apresentam uma primeira parte linear e apds um aspecto
curvilineo que traduz o fendmeno de difusdo de spin. Optou-se entdio por trabalhar com um
valor de tempo de mistura de 300 ms para todas as estruturas analisadas neste trabalho, uma

vez que este valor encontra-se numa faixa de correlagio linear.
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4.3.2. Estudo do Sistema Pentaciclico em solu¢io de CDCl;
4.3.2.1. Sistema endo-endo: bis-BocGlyGly-pentaciclo — 8
Atribuicéo dos sinais de RMN de 'H e 3C

Os sinais de RMN de 'H e ">C foram atribuidos com base nos espectros COSY e

HMQC, ilustrados nas Figuras 44 e 45. Os deslocamentos quimicos estio expressos na parte

experimental.

Figura 44. Espectro COSY do composto 8 em CDCl; adquirido a 500 MHz.

Observa-se as correlagdes dos hidrogénios NH (NH(1) e NH(2)) e seus respectivos
hidrogénios da posi¢do o (CH(1) e CH(2)). Além disso, podem ser observadas as correlagdes
entre os hidrogénios carbinélicos (3 e 6) e os hidrogénios das posi¢des 4, 5 e 2,7, bem como
entre os hidrogénios 1, 8 € os hidrogénios da posi¢do 11. Os hidrogénios 1,8 acoplam com

9,10, os quais estdo acoplados a 4,5.
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Estes hidrogénios foram correlacionados com seus respectivos carbonos através do
espectro HMQC.

J\I‘z’ NHY)
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Figura 45. Espectro HMQC do composto 8 em CDCl; adquirido a 500 MHz.
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Determinacio de estruturas secundarias
Estudo de RMN

Os dados da variagdo do deslocamento quimico em funcfio da concentracdo indicam
baixa concentragdo de agregados entre 1 e 3 mM. A figura 46 representa 0s espectros

correspondentes as concentragdes de 3 a 50 mM.
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Figura 46. Espectros de RMN-'H em fungdo da concentragio para o composto 8.

O grafico de deslocamento quimico em fung3io do logaritmo da concentragio ¢
ilustrado na figura 47, onde pode-se observar que os valores de deslocamento quimico dos
hidrogénios NH mantém-se constantes na faixa de concentragio de 1 a 3 mM (dois
primeiros valores), indicando que a concentracdo de agregados ¢ minima. Portanto, todas as
demais andlises serdo realizadas nesta faixa de concentragdo, como forma de se garantir que
sao analisadas principalmente ligacdes de hidrogénio intramoleculares. Os deslocamentos
quimicos de 'H dos NH-carbamato [NH(1)] e NH-amida [NH(2)] em solugdo de

concentragdo 3 mM em CDCl; estdo expressos no anexo I.
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Figura 47. Grafico da variagdo do deslocamento quimico em fungdo do logaritmo da

concentragio para o0 composto 8.

Seguindo os estudos de RMN, realizou-se a analise de RMN & temperatura variavel.
Os coeficientes de temperatura dos hidrogénios NH foram determinados em estudo de
RMN, variando-se a temperatura de 248 a 328K (Figuras 48 e 49). Observou-se uma
dependéncia linear do deslocamento quimico, evidenciando auséncia de mudangas
conformacionais das espécies existentes em solugio. Os coeficientes de temperatura de
NH(1) e NH(2) foram respectivamente —2,7 e —3,8 ppb/K, o que pode indicar tanto a

presenca de ligagio de hidrogénio quanto de uma espécie livre.
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Figura 48. Espectros de RMN de 'H do composto 8 em fungio da temperatura e expansio
dos sinais de NH.
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Figura 49. Grafico da variagdo do deslocamento quimico em fungdo da temperatura para 8.

Valores de constante de acoplamento *Jin.cuq €xperimentais sio importantes dados
P p

na analise de estruturas de peptideos. Devido a sobreposi¢do das duas cadeias de peptideos,
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estas medidas tornaram-se dificeis & temperatura ambiente. Dessa forma, experimentos de
RMN de 'H foram obtidos a baixas temperaturas (248K). Constantes de acoplamento de 5,7
e 5,3 Hz foram observadas respectivamente para >Ji (1-CHa(1) € 3 JHN (2)-CHa(2), indicando,
possivelmente, a presenga de uma conformagio restringida por uma ligaggo de H.
Com o intuito de obter informagdes mais precisas acerca da formacéo de ligacdo de
H intramolecular, realizou-se a determinacio da velocidade de troca de deutério em solucdo
1:1 de CDCl3:CD3OD (vide anexo I). As velocidades de troca de deutério para NH(1) e
NH(2) foram respectivamente 1,3 x 10* e 107, A interpretacdo destas medidas foram feitas
comparando-se a magnitude das constantes de velocidade de troca obtidas para os
compostos padrdes ndo ligados 23 (1,9 x 107°) e 24 107 para ambos hidrogénios NH- vide
anexo II). A constante de velocidade de troca de NH(1) ¢ significativamente menor que
aquela observada para NH(2) e para os compostos padrdes, indicando a presenca de ligacdo
de H, a qual retarda a troca destes hidrogénios por deutério. Constantes na ordem de 10
indicam uma troca instantdnea e a presen¢a preponderante de espécies livres nesta
temperatura.
Dados de efeito Overhauser nuclear (Figura 50) fornecem evidéncias suplementares
sobre o tipo de conformacdo secundaria adotada. As correlagdes mais importantes estdo

indicadas em azul, vermelho e verde.
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Figura 50. Espectro NOESY do composto 8 a 298K obtido a 500 MHz.

As correlages entre os hidrogénios CH(2) e os hidrogénios CH das posigdes 3,6 e 2,7~
sugerem ligagdo de hidrogénio intracadeia. Além disso, correlag3es tipicas de conformagio
em dobra foram observadas entre os hidrogénios NH(2) e CH(1) (representagdo em verde).
Os hidrogénios das posi¢des 3 e 6 também apresentaram NOE com os hidrogénios das
posi¢des 1\8, 2\7, 4\5 e O\10.

Os dados experimentais acima revelam que este composto mostra uma propensio
marcante na estabilizagio de uma dobra de 8-membros (dobra-C8) através do NH(1) e CO

éster. A figura 51 ilustra uma representagio esquematica deste tipo de dobra.
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Figura 51. Representagdo esquematica de uma dobra-C8, onde um ciclo de 8 membros esta

envolvido.

Estudo Teorico

A estabilidade relativa desta estrutura foi analisada através de calculos tedricos.
Inicialmente, técnicas de dindmica molecular (DM) foram empregadas com o objetivo de
determinar as possiveis conformagdes existentes. Os dados experimentais revelaram que
este dipeptideo apresenta tendéncia de formagfio de ligagdo de hidrogénio intracadeia.
Entretanto, dobras intra e intercadeia foram testadas como conformagdes iniciais, ou seja,
estudou-se todas possibilidades de NH(1) formar ligagdes de H. Dessa forma, trés
possibilidades foram testadas: anel de 8 membros (dobra-C8) em conformacéo intracadeia e

hélice-13 e 16 em conformagdes intercadeia (Figura 52).
9 10 9_10

3o)\o 0% o 0 g \fo
A N —A he
hélice-13 hélice-16

Figura 52. Representacdo esquematica de dobras de hélice-13 e hélice-16.
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Os calculos de dindmica molecular indicaram que todas as estruturas minimizadas para a
conformagdo hélice-13 ndo estdo de acordo com os dados de experimentos de NOE e
ambas as conformagdes hélice-13 e hélice-16 n3o forneceriam espectros relativos a
estruturas simétricas, como foi observado em experimentos de RMN de 'H e *C.
Realizou-se, entdo, calculos de dinidmica molecular para a conformagio em dobras-
C8. Como restri¢des utilizou-se as distancias das ligagdes de H (fixadas em 2A), das
distancias entre os hidrogénios CH(2) e os hidrogénios CH das posigdes 3,6 e 2,7 (fixadas
em 3A) e da distancia entre os hidrogénios NH(2) e CH(1), também fixada em 3A. A
familia de conférmeros com menor desvio dos dados obtidos experimentalmente foi
selecionada. Para realizar o calculo de RMSD, escolheu-se 10 estruturas de mais baixa

energia desta familia, as quais esto representadas na Figura 53.

Figura 53. Dez estruturas de menor energia para o composto 8 extraidas dos célculos de

dindmica molecular

A superposi¢do dos atomos das dez estruturas resultou em um RMSD de 0,05 A, mostrando
boa convergéncia entre estas.

As estruturas de mais baixa energia desta familia foi minimizada através de métodos
semi-empiricos (AM1 e PM3) e célculos ab initio sem restri¢des conformacionais (Figuras
54 e 55).
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AM1 PM3
Figura 54. Estrutura do composto 8 calculada através de calculos semi-empiricos AM1 e

PM3.

Figura 55. Estrutura do composto 8 calculada através de célculos ab initio.

Estas estruturas mostraram distdncias compativeis com os dados de EONSs. Estes

valores estfo expressos na Tabela 1 para o modelo calculado pelo método ab initio.
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Tabela 1. Distancias inter-atdmicas do modelo de ab initio do composto 8.

Correlacgées d (A)
NH(2)-CH(1) 2,64-2,75

CH(2)-Hs6 2,18

CH(2)-H, 7 2,28

Comparagdes dos angulos diedros @ ¢ ¥ indicam que as geometrias de MD e ab

initio possuem uma margem de tolerancia de 20°,* indicando que a familia obtida por MD

¢ estavel quando submetida a calculos mais precisos (Tabela 2).

Tabela 2. Comparagdo entre os angulos diedros @ e ¥ das geometrias de MD e ab initio do

composto 8.

MD 6-31G**
dun)cH8  Pune)ce8  dEnayen8  duN)cHS
-159,8 -174,5 -134,2 -169,0
80,7 -55,1 105,5 -50,9
156,9 -178,8 145,9 -178,5
-83,7 62,4 -94,1 63,6
WuNico8  WeN2)co8  Wanico8  whne)co8
5,1 121,2 -4,2 102,2
-122,3 -119,9 -122,3 -138,9
1104 114,5 108,6 118,8
-6,7 -126,9 -8,8 -122.5

Além disso, estes angulos de tor¢do permitem calcular valores de 3 Jun.CHo te0rico

utilizando-se a equagdo de Karplus adaptada a biomoléculas, chamada de equagdo de
Pardi:*

*J = 6,4c08° 0 —1,4c0os6 +19
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Considerando que existem quatro valores distintos de &ngulos diedros para cada CaH (dois
para cada cadeia), obteve-se quatro valores de 3JHN-CHQ. Na tabela 3 sdo listadas as faixas
com Os menores € maiores valores.

Como realizado anteriormente por outros autores,® esses valores foram comparados com 0s
valores obtidos experimentalmente, encontrando-se uma boa correlacio entre estes dados,

corroborando a formagao da estrutura em dobra-C8 (Tabela 3).

Tabela 3. Comparac3o entre os valores de *Jin.cuo (Hz) tedricos e experimentais para 8.

Método 3Jun a)-CHa)  JHN (2)-CHa()
experimental 5,7 53
AM1 4,6-6,6 4,0-6,2
PM3 5,5-6,2 4,4-5,6
6-31G** 5,0-6,8 3,9-6,0

Apesar de uma série de efeitos, como efeitos do meio, ndo serem considerados, as
estruturas calculadas através dos trés métodos de calculos estio de acordo com os
resultados experimentais, corroborando com a proposta de modelo para este composto..
Ressalta-se que embora anéis de 8 membros ndo sejam estruturas secundarias classicas, sua
formagdo pode ser provavelmente explicada tanto pelo baixo impedimento estérico quanto
pela flexibilidade torcional apresentados pelos residuos de Gly, como ja foi observado em
cadeias similares.® Na verdade o ciclo em dobra-C8 esta praticamente no mesmo plano e os
dois grupamentos metilénicos encontram-se em conformagéo eclipsada, como mostrado na
figura 56. Portanto, adicionais impedimentos estéricos conferidos através da introdugdo de

grupamentos volumosos nestas posi¢des pode acarretar ruptura da ligagdo de H.
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Figura 56. Representacdo geométrica de uma dobra-C8.

Gellman e colaboradores®® deduziram que esta estrutura era preferida em detrimento de
estruturas com ciclos menores (dobra-y e dobra-C6) devido ao angulo N-H---O ser mais
linear.

A boa correlagdo entre os dados semi-empiricos e ab initio permitiu a realizagdo de
estudos suplementares utilizando-se o método AMI, o qual apresenta menor custo
computacional. Embora tenha sido determinado que conformagdes intercadeia nfo séo
provéaveis para este sistema, minimizou-se estas estruturas através do método AM1 e
comparou-se as energias de formagdio com aquela encontrada para a conformagéo

intracadeia (Figura 57 e Tabela 4).

hélice-13 hélice-16
Figura 57. Calculo AM1 das estruturas hélice-13 e hélice-16 do composto 8.
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Tabela 4 . Energias relativas das conformagdes intra e intercadeia

Conformacdes AE (Kcal/mol)

dobra-C8 0,0
hélice-13 34,9
hélice-16 89,1

Observa-se que a conformagio em dobra-C8 é 34,9 e 89,1 Kcal/mol mais estével
respectivamente que as conformagdes hélice-13 e hélice-16, tornando improvavel a
presenga de conformagdes intercadeia para este composto e justificando a formacdo da

estrutura em dobra-C8.

Maiores detalhes sobre os calculos tedricos sdo descritos na parte de introdugdo

geral e experimental.
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4.3.2.2.Sistema endo-endo: Bis-BocGlyAla-Pentaciclo — 9
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Atribuigio dos sinais de RMN de 'H e °C

Os sinais de RMN de 'H e "*C foram atribuidos com base nos espectros COSY e
HMQC, ilustrados nas Figuras 58 e 59. Os deslocamentos quimicos estio expressos na parte

experimental.
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Figura 58. Espectro COSY do composto 9 em CDCl; adquirido a 500 MHz.

Observou-se as correlagdes entre NH(2) e CH(2), entre NH(1) e CH(1) e CH(2) e CH3
das cadeias peptidicas. As demais correlagdes sdo devido principalmente aos hidrogénios do
policiclo. Ressalta-se que dois sinais s3o observados para os hidrogénios carbindlicos do
policiclo (separados de mais de 1 ppm), evidenciando uma dessimetriza¢do da estrutura. Os
hidrogénios foram correlacionados com seus respectivos carbonos através do espectro

HMQC.
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Figura 59. Espectro HMQC do composto 9 em CDCl; adquirido a 500 MHz.
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Determinacio de estruturas secundarias
Estudo de RMN

Os dados da variagdo do deslocamento quimico dependente da concentragdo indicam

baixa concentrag¢do de agregados entre 1 ¢ 6 mM (Figura 60).
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Figura 60. Espectros de RMN de 'H (500 MHz) em fungio da concentragdo e grafico da

variag¢do do deslocamento quimico em fung¢io do logaritmo da concentragéo do composto 9

Os deslocamentos quimicos de 'H e os coeficientes de temperatura dos hidrogénios
NH(1) e NH(2) em solugio 3 mM de CDCl; estdo expressos no anexo 1. Observou-se uma
dependéncia linear dos deslocamentos quimicos em fungdo da temperatura, evidenciando que
ndo houve mudangas conformacionais das espécies existentes em solugdo (Figuras 61 e 62).

Os coeficientes de temperatura de NH(1) e NH(2) foram respectivamente —3,9 e —1,9 ppb/K.
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Figura 61. Espectros de RMN de 'H (500 MHz) do composto 9 em fungio da temperatura e

expansdo dos sinais de NHs.
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Figura 62. Grafico da variagdo do deslocamento quimico em fungdo da temperatura para o

composto 9

As velocidades de troca de deutério para ambos NH(1) e NH(2) foi de 10 (anexo I),

indicando a presenga preponderante, nesta temperatura, de espécies livres.
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Valores de constante de acoplamento >Jin.cue. foram medidas a baixas temperaturas
(248K), obtendo-se 5,9 ¢ 7,5 Hz para >Jxuaycraq) € 6,7 € 7,2 Hz para “Juneychae). A
similaridade dos primeiros valores para cada NH com aqueles encontrados para o composto 8
podem indicar a presenca de uma conformagio tencionada a baixas temperaturas. Este fato
poderia ser explicado considerando um equilibrio entre as conformagdes livre e ligada.
Experimentos de efeito Overhauser nuclear a 248K (Figura 63) forneceram evidéncias

suplementares sobre o tipo de conformag&o secundaria adotada.

3
NH(2) NH(1)

8] H 0 g 6.0

/{/\ p* NHONHQ) | NHEYCH() L6s
& 7.0

T AR T AMMamasas P o asan 7.5

7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 63. Espectro NOESY do composto 9 a 248K obtido a 500 MHz.

Correlagdes tipicas de conformagdio dobra foram observadas entre os hidrogénios NH(2) e
CHz(1) e NH(1) e NH(2).

Estudo Teorico

Estudou-se todas possibilidades de NH(1) e NH(2) formar liga¢gdes de H. Os calculos
de dindmica molecular indicaram baixa probabilidade de formac¢do de ligagdo de H
intercadeia e de ligagdo envolvendo NH(1). Foi estabilizada a conformagdo do tipo dobra-y
envolvendo NH(2). A familia mais representativa dos calculos de MD, com as dez estruturas
de menor energia estdo representadas na Figura 64.
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Figura 64. Familia de menor energia para o composto 9 extraida dos célculos de dindmica

molecular

A sobreposi¢io dos dtomos destas dez estruturas resultou em um RMS de 0,01 A, mostrando
boa convergéncia entre estas.
A estrutura de mais baixa energia desta familia foi minimizada através de métodos

semi-empiricos (AM1 e PM3) e célculos ab initio (Figuras 65 e 66).

AM1 PM3

Figura 65. Estrutura do composto 9 calculada através de calculos semi-empiricos AM1 e
PM3.
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Figura 66. Estrutura do composto 9 calculada através de calculos ab initio.

Comparacdes dos angulos diedros @ e ¥ indicaram que as geometrias de MD e ab
initio possuem uma margem de tolerdncia de 20°, com excegdo de Wmneyco, indicando que a

conformag#o obtida por MD ¢ estavel quando submetida a cdlculos mais precisos (Tabela 5).

Tabela 5. ComparagSes geométricas entre as estruturas calculadas por MD e ab initio do

composto 9.
MD 6-31G**
denayer9d  Omnveycr?  dEN()CHY dune)cHI
32,6 26,9 18,3 20,5
147,6 -161,5 136,1 -168,0
-155,3 -149,8
-39,6 -31,8
YaNneo?  WeNeeo?  WaNco9 WaNE)co9
-115,0 67,2 -124,8 102,3
1,9 -120,0 -1,9 -165,8
116,5 112,0
-0,8 -5,0

Os valores de >Jin.cua tedricos e experimentais encontram uma boa correlagdo entre

si, corroborando a formagdo da estrutura do tipo dobra-y (Tabela 6).
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Tabela 6. Comparagio entre os valores de >Jun.chq (Hz) tedricos e experimentais para o

composto 9

: 3 3
Meétodo JuN (1)-cHet) 9 “JHN 2)-CHa2) 9

experimental 5,9 6,7
AM1 3,9-5,5 4,6-6,8
PM3 4,0-6,3 5,4-7,4

6-31G** 3,8-5,3 4,1-6,3

Considerando os resultado acima descritos, concluimos que as estruturas calculadas
através dos trés métodos de célculos estdo de acordo com os resultados experimentais,
corroborando com a proposi¢do do modelo em dobra do tipo y. Além disso, algumas
observagbes podem ser feitas: a estrutura ab initio de 9 indica que um dos hidrogénios
carbindlicos estaria no cone de blindagem da carbonila de um dos ésteres. Esta observagio ¢
sustentada através dos dados de RMN, onde os hidrogénios carbindlicos sfo assinalados como
dois conjuntos de sinais, separados de 1 ppm.

A comparagio das energias de formacio de conformagdes intercadeia com aquela
encontrada para a conformag@o intracadeia para 9, também mostrou improvavel a presenca

dessas conformacdes.
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4.3.2.3. bis-BocGlyGlyGly-Pentaciclo — 15

Atribuicio dos sinais de RMN de 'H

Os sinais de '"H RMN foram atribuidos com base nos espectros COSY e NOESY,

ilustrados nas Figuras 67 e 68. O deslocamentos quimicos estdo €Xpressos na parte

experimental.

CH(2)
CH(3)

NH(2)NH(3) NH(1) Sou 630116

_._—M_ S N

» ¢
« ° &
* -2
e o & < <
- ’ sylF
* - . ~
. -3
--2 - . -
L b / -4
., - L
i .- =
s .
’” b 3
-6
: -7
4 b )
’ >

T T T T T T T T T T T T T T T -8
80 75 70 &5 60 53 S0 45 40 35 30 25 20 15 L0 05 Ppm

Figura 67. Espectro COSY do composto 15 a 3 mM adquirido a 500 MHz.

Observou-se as correlagdes entre os hidrogénios NH e seus respectivos CHa. Os
hidrogénios carbinélicos das posi¢des 3 e 6 aparecem com deslocamentos quimicos diferentes
e apresentam correlagdes com os hidrogénios do policiclo. Aparentemente trés deslocamentos
quimicos diferentes podem ser observados para estes hidrogénios, sendo um deles sobreposto
aos sinais dos CHa das cadeias peptidicas. Os outros dois, absorvendo em aproximadamente
4,5 € 5,0 ppm, apresentam uma integragdo de 2:1. Em primeira anélise, isso poderia indicar a
presenca de duas conformagdes a temperatura ambiente. O espectro NOESY mostra fortes

correlagdes dyg € fraca correlagdo dyn.
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Figura 68. Espectro NOESY do composto 15 adquirido a 500 MHz.




4.3.2.3. Sistema exo-exo: bis-BocGlyGly-Pentaciclo-10 e bis-BocGlyAla-Pentaciclo-11

Atribuicio dos sinais de RMN de 'H e 1*C

Os sinais de RMN de 'H e *C dos compostos 10 € 11 foram atribuidos com base nos

espectros COSY e HMQC, ilustrados nas Figuras 69 a 72.

AComposto 10

OH\N 0 0 |
7Y AN
O O ¢

@)

45
NH2 910¢27 1l
T B VO | pom

iy

I
| “

’ T T T T T T ]
7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 69. Espectro COSY do composto 10 em CDCl; adquirido a 500 MHz.

Observa-se as correlagio entre os sinais NH(1)/CH(1) e NH(2)/CH(2), além daquelas entre os
hidrogénios do policiclico. Os hidrogénios foram correlacionados com seus respectivos

carbonos através do espectro de HMQC (Figura 70).
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Figura 70. Espectro HMQC do composto 10 em CDCI; adquirido a 500 MHz.

Composto 11

/
H 3 4
10
N
>f0\‘( }\i& 0
0] H 2)

Igualmente, na figura 71 sdo observadas as correlagdes entre NH(1)/CH(1), NH(2)/CH(2) e
CH(2)/CHs, além das correlagdes apresentadas pelo policiclo. O espectro HMQC (Figura 72)

mostra a correlagio dos hidrogénios atribuidos acima com seus respectivos carbonos.
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Figura 71. Espectro COSY do composto 11 em CDCl; adquirido a 500 MHz.
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Figura 72. Espectro HMQC do composto 11 em CDCl; adquirido a 500 MHz.
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Determinacio de Estruturas Secundirias

Estudo de RMN

Os dados da variagdo do deslocamento quimico dependente da concentragdo indicam
baixa concentra¢do de agregados para os compostos 10 e 11, respectivamente, entre 1 e 9 mM

e 1 e 3 mM (Figuras 73 e 74).

I mM T P
‘ NH(2) NH(1) e el

l i2mM

23 mM

56 mM
i A J_t
Somid
100 mM
N 1 4 R A
. - T T T T T T T {lﬁ L i )
70 6.5 6.0 5.3 50 pow 7.0 .5 ¢ 0 5.5 > Crpm
10 11

Figura 73. Espectros de RMN de 'H em fungfo da concentragdo para os compostos 10 e 11.

757 75 7
5 N . 7 . . 7
g = - 651 & ¢ 651
? g » NH(2) 6 - ég « NH(2) 6 -
Z = NH(1) . ss{ & wNHD . 5,5
- wm B 5. s ® " 5 |

— . : 45 - ; . 45
-3 -2 -1 0 3 -2 -1 0

g [C] log [C]
10
11

Figura 74. Grafico da variagio do deslocamento quimico em fungéo do logaritmo da

concentra¢do para os compostos 10 e 11.

Os deslocamentos quimicos de H e os coeficientes de temperatura dos hidrogénios

NHs estio expressos no anexo I. Observou-se uma dependéncia linear do deslocamento
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quimico em func¢&o da temperatura para ambos compostos (Figuras 75 a 77). Os coeficientes

de temperatura de NH(1) e NH(2) podem ser observados nos graficos da Figura 77.

_Ntm NTJL lL Al . JUL_Zi _T
_A—_L__JL__ALL_A_/UL‘:ST_ A

%;

A b M Jl , J\:i A Ja i
. I It Ao J\.Li A L
. N S ) N L
P N (N TR P o .
N jl Iy AN J\Ai N J_i
NV | Y T | P .

-4
®
A

. L o T

o
323K 23K

N I [l it o
328K 328K

] 1 . |

f 6 5 4 3 2 " ppm 68 &6 64 62 60 58 56 54 53 ppm

Figura 75. Espectros de RMN de 'H do composto 10 em fungio da temperatura e expans3o.

dos sinais de NHs.
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Figura 76. Espectros de RMN de 'H do composto 11 em fungdo da temperatura e expansdo

dos sinais de NHs.
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Figura 77. Grafico da variagdo do deslocamento quimico em fung@o da temperatura para os

compostos 10 ¢ 11.

As velocidades de troca de deutério para NH(1) e NH(2) (anexo I) evidenciam que NH(1)
do composto 10 e NH(2) do composto 11 apresentam ligagdo de hidrogénio intramolecular.

Dados de efeito Overhauser nuclear e constantes de acoplamento >Jun.cua (Tabela 7 e
Figuras 78 e 79) fornecem evidéncias suplementares sobre o tipo de conformagdo secundaria
adotada.
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Tabela 7. Correlagdes de NOE (298K) e >Jin-cro dos compostos 10 e 11.

estrutura correlacoes NOE 3 HN (1)-CHa(1) 3, HN (2)-CHa(2)
10 NH(2)-NH(1); NH(2)-CH(1); CH(2)-CH, s ou CH, 5 5,9 5,0
11 NH(2)-NH(1); NH(2)-CH(1); CH3(2)- CH, g ou CHa s 4,5b 6,0b

a- valor obtido a 248K. b- valor obtido a 283K.

18
HMon 43,
910 1
36|NH(1) 1

ppmn
) . S I H), HA
- 1 %/ o’ 5 XOYN N)%,Q%
' (8} . O -
_— : !/’ +s : 9 /\&
. o} hg
s [ -3 T8 H
S, U
1 # 7 10
4 -7
— ,®
N ———————————
8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 78. Espectro NOESY do composto 10 a 298K obtido em 500 MHz.
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Figura 79. Espectro NOESY do composto 11 a 298K obtido a 500 MHz.

A analise dos dados descritos na Tabela 7 e Tabela 1 do anexo I mostram que os
coeficientes de temperatura ndo estdo de acordo com os dados de NOE, constantes de
acoplamento e dados de troca de H/D. No entanto, dados na literatura comprovam que a
interpretagio de coeficientes de temperatura pode ser muitas vezes problematica.” 87
Andersen e colaboradores sugerem que para peptideos com uma conformagdo em dobra
parcialmente populada, dados de velocidade de troca H/D tornam-se um critério mais
apropriados para distinguir hidrogénios NH expostos ao solvente daqueles ligados por
ligagBes de H.* Os coeficientes encontrados para os compostos 10 e 11 poderiam indicar uma
situagdo onde hia um dos hidrogénios NH ligado (ou ambos) ou uma situagdo onde eles
encontram-se livres. Cruzando estas informagdes com os dados de velocidade de troca de H/D
e EON, conclui-se que os coeficientes de temperatura sdo referentes a dois hidrogénios NH
em uma conformagdo tencionada, onde um deles esta ligado por ligagdo de H e o outro

apresenta-se bloqueado em uma conformagao rigida dentro da dobra formada.
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Estudo Teérico

As Figuras 80 e 81 ilustram as simulagdes teéricas para os compostos 10 e 11.
Observou-se que o sistema exo-exo ndo possui uma geometria adequada para a formagio de
estruturas com ligacdo intercadeia. O composto 10 mostrou a formagio de uma conformagao

do tipo dobra-C8 (NH(2)-CO(1)), enquanto que 11 apresentou a formacdio do tipo dobra-y
(NH(1)-COéster).

B

MD-10 (dipolo=5,8 D) MD-11 (dipolo=5,2 D)

Ly g

AM1-10 (dipolo =7,7 D) AM1-11 (dipolo=6,2 D)

Figura 80. Célculos de MD e AM1 para os compostos 10 e 11.

O modelo resultante dos calculos de MD para o composto 10 evidenciam uma
distdncia de aproximadamente 3 A entre os hidrogénios do CH(2) e Hys, indicando que
provavelmente este é o EON observado para os hidrogénios a-amida. A diferenga de dipolo
existente entre as estruturas de MD (solvatado) ¢ AM1 (nfio solvatado) poderia explicar
porque ocorre uma pequena modificagdo de conformagdo. No entanto, as estruturas

encontradas em MD e AMI1 poderiam facilmente se interconverter devido ao movimento
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molecular existente em solugdo. Da mesma forma, distdncias menores entre os hidrogénios
CH;(2) e Hy s foram observadas para o composto 11 se comparadas com as distincias entre
CHj(2) e H, 3, indicando que provavelemente este ¢ 0 EON observado. Da mesma forma que
para 10, uma pequena modificacdo estrutural foi observada ao passarmos dos célculos de MD
para AM1. O grupamento éster de uma das cadeias, inicialmente em trans (energeticamente
mais estdvel) passa para uma conformagfo em cis, provavelmente devido a proximidade das
carbonilas do éster e amida. Como consequéncia disto, uma pequena distdncia é observada
entre CH(2) e H3ous, cujo EON no é observado. Considerando que fendmenos associados a

equilibrios entre formas cis e trans em ésteres nfo sdo energeticamente elevados™®

e que ha
uma diferenga considerdvel de dipolo entre as duas estruturas (estabilizando
preferencialmente o conformero de menor dipolo em CDCls), é possivel que ocorra uma
interconversio entre as duas conformagdes. Além disso, observa-se muitas vezes que a forma
onde a carbonila est4 eclipsada com a metila pode ser energeticamente favorecida.>°A Tabela

8 ilustra as constantes de acoplamento calculadas e experimentais.

Figura 81. Calculos de ab initio para os compostos 10 e 11.

Tabela 8. *Jin.cuq (Hz) experimentais e tedricas para os compostos 10 e 11.

3JHN.CH,, experimental 6-31G**
Ui (1)cHa(1)10 5,9 4,9-7,2
3N 2)CHa)10 5,0 3,9-5,7
inocranll 4,5 3,6-5,6
3 Jin 2ycHa 11 6,0 4,6-6,6
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Os modelos calculados, bem como os valores de 3JHN_CHa estdo de acordo com os valores
medidos espectroscopicamente.

De posse do modelo tedrico do composto 10 realizou-se a comparagdo dos valores de
distancia internucleares tedrico e experimental. Estes tiltimos foram calculados através dos
volumes das taxas de correlagdes de um conjunto de espectros de NOESY a diferentes tempos
de mistura, j4 exposto no inicio da secfio de discussio. Esta grandeza € correlacionada a
distancia entre os hidrogénios concernentes. Entdo, conhecendo-se a distancia r; em uma
molécula e sua correspondente intensidade do sinal de EON Ivi, uma distancia desconhecida
I'mn pode ser calculada medindo-se a correspondente intensidade de EON Imn, segundo a

equacio abaixo:

I, r

6| —t — _mn

L, 1y
Na pratica, escolhe-se uma taxa de referéncia que constitua distancias de referéncia ideais.
Normalmente utiliza-se taxas referentes a dois hidrogénios geminados ou hidrogénios em
posi¢do orto a um grupo fenila. E bom ressaltar que as intensidades medidas podem estimar
apenas valores aproximados de distancias inter-nucleares. Os resultados estio €Xpressos na
Tabela 9. Utilizou-se como referéncia a distancia entre os hidrogénios da posi¢do 11 (d=1,82
A)

Tabela 9. Comparag@o entre as distancias internucleares experimentais e teéricas para o

composto 10.

Hidrogénios relacionados dicorica (A) dexp (A)
CH3,6-CHy 10 2,65-2,70 2,70
NH(2)-CH(2) 2,43-295 2,83
NH(2)-CH(1) 2,48-3,57 2,97
NH(1)-CH(1) 2,84-2.87 3,05

Observa-se a boa correlagio entre as distancias calculadas e experimentais,

corroborando com as proposi¢des dos modelos propostos.
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4.3.2.4. Sistema endo-exo: compostos 6, 7,12,13 e 14

Atribuicio dos sinais de RMN de 'H e 1*C
Os sinais de RMN de 'H e '*C dos compostos foram atribuidos com base nos espectros
COSY e HMQC. Nas figuras 82-85 esto ilustrados os espectros de COSY ¢ HMQC para os
compostos 12 e 13. As figuras 86 e 87 ilustram os espectros de COSY e NOESY de 14.
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Figura 82. Espectro COSY do composto 12 em CDCl; adquirido a 500 MHz.

As correlagbes mais marcantes observadas foram entre o NH(2) e CH(2), NH(1) e
CH(1), e entre o CH carbinélico do policiclo em posi¢o endo e o hidrogénio da posigio 2 ou
7 € o hidrogénio da posicdo 4 ou 5. Os hidrogénios carbindlicos foram diferenciados
comparando-se seus deslocamentos quimicos com aqueles obtidos pelos sistemas endo-endo e
exo-exo. Em seguida, estes hidrogénios foram correlacionados com seus respectivos carbonos

através do espectro de HMQC.

99



Qo = )
S 4:.: N ‘0 , L ©
o Jaw gt L &
s — o i L ]
3 )
5
)
| &
0
6
(e h B
—
e ) -2
1 T T T ¥ T
7 6 5 4 3 2 mm

Figura 83. Espectro HMQC do composto 12 em CDCI; adquirido a 500 MHz.

Composto 13

Figura 84. Espectro COSY do composto 13 em CDCl; adquirido a 500 MHz.
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As mesmas correlagdes da cadeia peptidica foram observadas para este composto,
além da correlagdio entre CH(2) e CHi;. Igualmente, foram observadas os mesmos
acoplamentos para o CH carbindlico endo. A atribuigdo dos respectivos carbonos & feita

atraveés do espectro HMQC.

T I 1 T I 1 T
7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 85. Espectro HMQC do composto 13 em CDCl; adquirido a 500 MHz.
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Composto 14
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Figura 86. Espectro COSY do composto 14 em CDCl; adquirido a 500 MHz.

Observou-se as correlacdes entre NH(1)/CH(1), NH(2)/CH(2) e NH(3)/CH(3), além de
diversas correlagdes dos hidrogénios do policiclo. Considerando a complexidade das
correlacdes € que o estudo de andlise conformacional nZo chegou a ser realizado com esta

estrutura, optou-se por ndo atribuir de forma mais precisa seus espectros.
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Figura 87. Espectro NOESY do composto 14 em CDCl; adquirido a 500 MHz.
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Determinacio de estruturas secundarias

Estudo de RMIN

Este estudo foi realizado para os compostos 6-7 ¢ 12-13.

Os dados da variagdo do deslocamento quimico dependente da concentragio indicam

baixa concentra¢do de agregados para os compostos 6-7 € 12-13 respectivamente entre 1 e 50

mM e 1 e 6 mM (Figuras 88 e 89).
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Figura 88. Espectros de RMN-'H em fung3o da concentragio para os compostos 6-7 e 12-13.
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Figura 89. Graficos da variagdo do deslocamento quimico em fungdo do logaritmo da

concentragdo para os compostos 6-7 ¢ 12-13.

Os deslocamentos quimicos de 'H e os coeficientes de temperatura dos hidrogénios
NH estio expressos no anexo I. Observou-se uma dependéncia linear do deslocamento
quimico em fungdo da temperatura para todos os compostos, evidenciando que ndo ha
variacio conformacional das espécies presentes em solugdo. A variagdo de deslocamento
quimico dependente da temperatura é exemplificada para os compostos 12 ¢ 13 (Figuras 90 ¢
91). Os coeficientes de temperatura de NH(1) e NH(2) de todos os compostos podem ser

observados nos graficos da Figura 92.
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Figura 90. Espectros de RMN-'H do composto 12 em fungio da temperatura e expanséo dos

sinais dos NHs.
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Figura 91. Espectros de RMN-'H do composto 13 em fungio da temperatura e expansio dos

sinais dos NHs.
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Figura 92. Graficos da variagdo do deslocamento quimico em fungdo da temperatura para os

compostos 6-7 e 12-13.

As grandes constantes de velocidade de troca de deutério (Tabela 1 do anexo I) para

NH(1) e NH(2) evidenciam que os compostos 6-7 e 12-13 estdo prioritariamente na forma

livre a temperatura ambiente. Além disso, os compostos 6 e 7 ndo apresentaram EON tipicos

de estruturas em dobra e a baixas temperaturas nio evidenciaram a presenga de espécies

ligadas. Portanto, esses dados podem indicar que o sistema endo-exo ndo possui propensdo a

formar ligagSes de H intercadeia.

Dados de efeito Overhauser nuclear e constantes de acoplamento 3Jun-cHo (Tabela 10 e

Figura 93) fornecem evidéncias suplementares sobre o tipo de conformagdo secundaria

adotada pelos compostos 12 e 13 a baixas temperaturas. Observou-se correlagdes do tipo dna,

tipicas de estruturas em dobra.
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Tabela 10. Correlagdes de NOE e 3JHN-CHcc a 248K dos compostos 12 e 13.

estrutura Correlacdes NOEs 3Jan (1)-CHa(1) BJHN (2>-CHa(2)
12 NH(2)-CH(1) 5,9 5,8¢6,1
13 NH(2)-CH(1) 6,3 [a]

[a]- complexidade dos sinais impediu medida.

__l,‘ ol

12 13
Figura 93. Espectro NOESY dos compostos 12 (273K) e 13 (248K) obtidos a 500 MHz.

Estudo Teorico

A Figura 94 ilustra as simulagdes tedricas para os compostos 12 e 13. Observou-se a

formagdo de conformacgdes do tipo dobra-y (NH(2)-CO(1)) para ambos compostos.
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Figura 94. Calculos de ab initio para os compostos 12 e13.

Na Tabela 11 pode-se observar a comparagio das constantes de acoplamento calculadas e

experimentais (medidas a 248K)

Tabela 11. Constantes de acoplamento 3 JuncHo (HZ) experimentais e tedricas para 0s

compostos 12 ¢ 13.

Constantes de experimental  6-31G**
acoplamento
3 JeN (hcHa12 5.9 3,3-5,1
3N @)cHo@)12 5,8a6,1 4,0-6,0
3 Jan (ycHa)13 6,3 3,6-5,4
*Jin @cHa@13™! - 1,5-3,0

[a]- complexidade dos sinais de NH impediu a medida.

Os modelos calculados, bem como os valores de *Jipv.cro estdio em boa correlagdo com os

valores medidos espectroscopicamente.

109



4.3.3.Estudo do Sitema Pentaciclico em Solucio de DMSO-d6

Determinacio de Estruturas Secundarias
Estudo de RMIN

Observou-se dependéncia linear dos deslocamentos quimicos de NH com a
temperatura quando experimentos foram realizados em DMSO-d6. Os espectros de RMN de
'H em fun¢do da temperatura para os compostos 8-13 sdo exemplificados na Figura 95,

enquanto que os respectivos graficos podem ser observados na Figura 96.
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Figura 95. Espectros de RMN de 'H dos compostos 8-13 em solugio de DMSO-d6 3 mM em

funcdo da temperatura.

111



8.5 1 85 1 '—“H‘Hﬂ-.\'
5 8 - .'_—.*H——l_._\\. 8
& ’57,5 | oNH1) 7P ‘NH(;)
2 65 6.5 1
6 T T r 6 T T T
295 315 335 355 295 315 335 355
TK) T®)
8 9
8,5 8,5 -
§ 8 M 8 E .—‘Hﬂ*lﬂ
g 7.5 1 ® NH(1) 1,5 o NH(1)
o NHE2 ] :
i 71 H"‘l-l\-___. 4 NHE) 7 M = NH(2)
A 6,5 6,5
6 T T — 6 T T T
295 315 335 355 295 315 335 355
T(K) T (K)
10 1
85 4
.dztzﬁzp‘:::‘ 851
£ * o * NH(1) 8 %
: 7,5 1 -NH(I) R ONH(I)
: f £ 71 aNER) s NH()
A % aNH(2) 71 = Ng(@;
os | ’ ’ 65 ] ‘:ﬁ:‘:‘:b‘:j\_\\\::‘
6 T T R a— 6 T T T
295 315 335 355 295 315 335 355
TK) T(K)
12 ' 13

Figura 96. Gréaficos da variagio do deslocamento quimico em fun¢io da temperatura

em solugdo de DMSO-d6 a 3 mM para os compostos 8-13.

Os deslocamentos quimicos e coeficientes de temperatura dos compostos 6-13 estdo

ilustrados na Tabela 12.
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Tabela 12. Deslocamentos quimicos (298 K) e coeficientes de temperatura (298 K a 353 K)
dos hidrogénios NH em solu¢do de DMSO-ds 3 mM para os compostos 6-13.

composto 'H§S (ppm) -AYAT (ppb/K)
6 7,19e¢7,17 53e5,0
7 7,28 € 7,22 8,1e7,1
8nH(1) 6,99 6,1
8nH() 8,18 43
ONH(1) 6,87 6,7
ONH2) 8,31 5,3
10ws0) 6,92 56
1080 8,15 6,1
s 6,91 5,8
1nm) 8,15 53
12nm(1) 6,94 ¢ 7,00 35¢34
12n1(2) 8,15 ¢ 8,21 29¢2,8
13nu01) 6,83 ¢6,.90 6,2¢5,8
13nH(2) 8,15¢8,24 55e54

Os coeficientes de temperatura foram relativamente altos para todos os compostos com
excecdio de 12. Este resultado ndo era esperado, uma vez que peptideos com até 3 residuos
possuem tendéncia consideravel em romper suas ligagdes de H em meios fortemente
solvatantes como 0 DMSO-d6.%®

Evidéncia adicional da estrutura secundéria é dada pelos experimentos de troca de H/D
em solu¢do 3mM de DMSO-d6 (500uL) na presenga de D;O (50uL) a 298 K (Figura 97). A
constante de velocidade de troca do NH amida é muito menor que aquela correspondente ao
NH carbamato (kng=2,0 x 10, knnay=1,0 x 10). A pequena constante de velocidade para o
NH amida indica que a ligagio de H envolvendo este hidrogénio ¢ estavel durante varias

horas a estas condigdes.
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Figura 97. Medidas de velocidade troca de H/D para o composto 12 em DMSO-d6.

Além disso, mesmo com o aumento da temperatura a 80°C (Figura 95), os hidrogénios
NH(2) mantém sua resolugdo, enquanto que o sinal do NH(1) arredonda. A perda de
resolugdo com aumento da temperatura é normalmente observado para hidrogénios NH
expostos ao solvente.* Considera-se, ainda, que a pequena constante de acoplamento Jin)
cH de 4,3 Hz indica a presenca de uma conformagio restringida. Correlagdes de NOE tipicas
de conforma¢do em dobra foram observadas entre NH(2) e ambos NH(1) e CH(1). Estes
dados corroboram com a proposi¢do do envolvimento do NH(2) em ligagio de hidrogéni(_)

intramolecular.
Estudo teérico

A estrutura calculada, obtida através dos mesmos procedimentos descritos acima,
revela a formagdo de ligagdo intracadeia disposta na forma de um dobra-y para uma das
cadeias peptidicas e na forma de um dobra-y (NH---OC 2,21-2,28 A e N-H---O 139,9-143,3°)
e uma estrutura C5 (NH---OC 2,29 A e N-H---0 102,7°) para a outra cadeia peptidica (Figura
98). Esta ultima representa uma classe distinta de ligagdo intramolecular e ja foi previamente
detectada tanto em peptideos quanto em proteinas.'> ° Embora a estrutura em dobra-CS
represente uma ligagdo de H fraca (devido ao pequeno dngulo NH---O), esta conformagio
pode ser estabilizada por interagdes eletrostaticas (dipolo), uma vez que existe a

coplanaridade da carbonila e do NH amida."
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Figura 98. Estrutura do composto 12 minimizada por célculos ab initio (a partir de dados

experimentais em solugdo de DMSO-d6).

Ressalta-se que a presenga de dois receptores CO para um doador NH também poderia

explicar a grande estabilidade desta conformag@o. O modelo calculado fornece as distancias

NH(1)---NH(2) de 3,61-3,67 ¢ NH(2)---CH(1) de 2,50-2,64 A e constante de acoplamento

3J;m(2mH(2) de 4,1 a 6,0 Hz, os quais est3o de acordo com os resultados experimentais.
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4.3.4. Comparacio entre os Sistemas Pentaciclicos

Os resultados acima evidenciaram a tendéncia dos sistemas pentaciclicos em formar
estruturas do tipo dobra-y e dobras-C8. E bom lembrar que o deslocamento quimico de um
hidrogénio NH depende da forga da ligagcdo de H e de sua orientagdo relativa ao cone de
anisotropia da carbonila ligada a este hidrogénio. Normalmente, as dobras-y sdo estruturas
onde o hidrogénio NH encontra-se fora do cone de anisotropia.”'* Consequentemente, os
hidrogénios envolvidos nestas ligagées devem sofrer uma blindagem relativa a outras formas
de liga¢des intramoleculares.

O sistema endo-exo possui maior tendéncia a formar dobra-y que estruturas de C8
membros. Além disso, observou-se maior probabilidade deste sistema em formar ligagdo de H
em solvente polar. A observacéo de dobras-y em DMSO ¢ um resultado interessante, uma vez
que este tipo de estruturas secundaria é comumente observada em solugdes de solventes
pouco polares.71

Uma aparente similaridade entre os sistemas endo-endo e exo-exo foi observada. Com
o objetivo de determinar as diferengas relativas entre estes sistemas, comparou-se parametros
geométricos relevantes (Tabela 13) e calculou-se o efeito do solvente nas conformagdes

encontradas.

Tabela 13. Distancias (A) e angulos N-H---O (°) de estruturas de calculos ab initio no vacuo

para os compostos 8-13.

composto dnw..oc angulonn.o
8 2,38 148,1-149,7
9 2,13-2,23 141,0-145,4
10 2,32-2,34 156,1-156,3
11 2,11-2,12 137,1-142,7
12 2,19-2,21 140,9-144,0
13 2,.06-2,14 143,9-147,9

Para o estudo de efeito de solvente empregou-se o modelo “self-consistent isodensity
surface polarized continuum model” (SCIPCM, ¢ = 5.0 para CHCL;). Estimou-se, deste modo,
a energia de solvatagdo no nivel HF/6-31G** (Tabela 14).
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Tabela 14. Energia de Solvatagdo Relativa dos Compostos 8-13 (SCIPCM, & = 5.0 para
CHCly).

Composto dipolo (D)gss AE; —5 (kcal/mol)
8 9,3 -0,036
9 3,1 -0,028
10 7,7 -0,037
11 6,2 -0,043
121 4,6 -0,038
120 43 -0,031
13 8,9 -0,025

[a]- Estrutura extraida de dados experimentais em solugdo de CHCls; [b]- Estrutura extraida
de dados experimentais em solu¢do de DMSO-d6.

Neste sentido, foi observado: (1) Os pseudopeptideos 10 e 11 possuem menores
comprimento de ligagdo de H que, respectivamente, 8 € 9 (Tabela 13); (2) as diferengas entre
as energias solvatadas e ndo solvatadas s3io muito pequenas; (3) A comparagdo das
conformacdes obtidas para o composto 12 em CDCl; e DMSO-d6, mostrou que a primeira €
mais estavel quando solvatada em CDCls, o que ja era esperado. (4) Para os sistemas endo-
endo e exo-exo hd um acréscimo na polaridade da molécula ao passar da conformagao dobra;y

para dobra-C8.

As diferengas de energia encontradas evidenciam que provavelmente a conformagdo
adotada por estes compostos é pouco influenciada pela solvata¢do ¢ que os conformeros néo
mudariam significativamente se fossem realizados calculos de minimizagdo de energia
solvatados. Considerando-se os dados geométricos, pode-se concluir que hd uma maior
estabilizacio das estruturas em dobra-C8 e dobra-y para o sistema exo-exo que para o endo-
endo, confirmando os dados experimentais observados para estes compostos a temperatura
ambiente. Isto pode ser explicado através do decréscimo de interagbes estéricas entre as
cadeias peptidicas observadas para estes dois compostos. Menores momentos de dipolos para

dobras-y indicam sua maior tendéncia em se formar em solventes apolares.
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4.3.5. Estudo do Sistema triciclico em Solucio de CDCl;
Atribuicio dos sinais de RMN de 'H e >C

Inicialmente, os sinais de RMN de hidrogénio e carbono-13 foram atribuidos
utilizando-se as técnicas COSY e HETCOR ou HMQC e correlagdes espaciais usando-se o

experimento NOESY. Um espectro COSY ¢ exemplificado para o composto 16 na Figura 99.

CH2)
T e

32 1,8 1
9,10 36 45 27"
1

L

7 6 5 4 3 2 ppm

Figura 99. Espectro COSY do composto 16 a 273K obtido a 600MHz.

Observou-se correlacdes entre os hidrogénios NH e seus respectivos hidrogénios CHa,
além das correlagdes entre os hidrogénios das posi¢des 3,6 com os hidrogénios das posigdes
2,7 e os hidrogénios das posigdes 9,10 com os hidrogénios das posi¢des 1,8. Estes tltimos

correlacionam-se com um dos hidrogénios geminados da posi¢do 11.
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Determinacio de Estruturas Secundarias
Estudo de RMN

As curvas de dependéncia de concentragio dos deslocamentos quimicos de NH em
solugdo de CDCl; sugerem auséncia de efeito de agregacdo na faixa de 1 mM a 3 mM para os
compostos 16-18 ¢ 1 mM a 50 mM para os compostos 19-22. Um grafico de deslocamento
quimico em fungdo do logaritmo da concentragdo ¢ exemplificado na Figura 100. Os demais

graficos podem ser encontrados no anexo III.
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Figura 100. Grafico de deslocamento quimico em fung@o do log [C] para o composto 16

Observou-se uma varia¢do linear da temperatura para todos os compostos na faixa de
248-328 K, exceto para o composto 1 (mudanga no coeficiente angular da reta a 298K),
indicando que apenas duas espécies estio presentes em solugio (uma ligada e outra nio-
ligada) ou o equilibrio entre diversas espécies representando um Unico espectro em toda a
faixa de temperatura analisada. Exemplificagio dos espectros de RMN de 'H a varias
temperaturas € dos graficos de deslocamento quimico dos hidrogénios NH em fungdo da
temperatura s3o ilustrados nas Figuras 101 e 102 para o composto 16. Os deslocamentos
quimicos e os coeficientes de temperatura dos hidrogénios NH-carbamato ¢ NH-amida estdo

expressos na Tabela 15 e demais graficos podem ser encontrados no anexo IIL
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Figura 101. Espectros de RMN-'H do composto 16 em fungio da temperatura
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Figura 102, Graficos de deslocamento quimico dos hidrogénios NH em fungdo da

temperatura e suas respectivas expansdes para 0 Composto 16
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Tabela 15. Deslocamentos quimicos (298 K) e coeficiente de temperatura dos compostos 16-

22 em solugdo 3 mM de CDCl; (248 K a 328 K).

o (ppm) AS/AT (ppb/K)
Composto

NHcarbamato NHamida NHcarbamato NHamida

16 521e5,32 6,75; 6,86, -4,6 ¢ -8,8° -6,8;-10,0;
6,95; 7,05 -10,2; —11,6*

17 5,11 6,64 -2,8 -3,2
18 5,10 6,64 -2,3 -3,0
19 5,07 - -2,8 -
20 4,97 - -2,4 -
21 5,01 - -1,6 -
22 5,00 -2,5

a-Valores calculados entre 258 € 298 K.

Observou-se pequenos coeficientes de temperatura para todos os compostos com
excecdo para o composto 1. Segundo a literatura,” a presenca de ligacGes de H
intramoleculares € possivel em toda a faixa de coeficiente de temperatura observada para os
compostos 16-22.

O espectro de RMN de 'H de 16 apresentou-se complexo a temperatura ambiente,
mostrando pelo menos 4 sinais relativos ao NH-amida e dois relativos ao NH-carbamato
distribuidos em dois conjuntos de sinais (Figura 101). Em geral, os compostos 17 a 22
mostraram apenas um conjunto de sinais de ressonancia, indicando a presenca de uma
conformacgio preferencial e/ou a média entre diferentes conformagdes a esta temperatura.
Apesar de ndo esperar-se que os sinais das duas cadeias peptidicas de 18, 20 e 21 fossem
semelhantes, devido a presen¢a de um centro quiral, nenhuma diferenga significativa foi
observada. Entretanto, uma pequena diferenca foi observada para os sinais dos hidrogénios
das posicoes 4 € 5 do anel triciclico dos compostos 18 e 20 e para os sinais dos hidrogénios
das posi¢cdes 3, 4, 5 e 6 do composto 21. A baixa temperatura, observou-se a resolugo dos
sinais correspondentes aos NH-carbamato e aos NH-amida de 16, o que pode ser explicado

através de um processo de troca dinamica em solucdo. Neste sentido, pode-se observar sinais
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de ressonancia correspondentes a espécies em equilibrio em solugZo, devido a redugfo da
velocidade deste equilibrio quando se reduz a temperatura.

Para a analise de deslocamento quimico dos hidrogénios NH, ¢ preciso considerar que
os hidrogénios NH ligados em peptideos com conformag¢des em dobra parcialmente populadas

geralmente aparecem blindados relativo a NH completamente ligados.™

Além disso,
adicionalmente a ligagdes de hidrogénio amida-amida (NHamida-COamida) outras
combinag¢bes sdo possiveis para estes compostos: carbamato-éster, amida-éster ou carbamato-
carbamato. Dessa forma, uma ligacdo de H envolvendo um CO-éster como receptor nio
produz uma desblindagem substancial do deslocamento quimico do NH (dxu) em contraste
com o efeito de uma ligagio de H intramolecular envolvendo um receptor CO-amida.>’>’
Estudos comparando liga¢des de H amida-amida e amida-éster denotam que a primeira €
cerca de 1,6 a 3,0 Kcal/mol entalpicamente mais estavel que a outra.’” Com relagiio ao
carbamato, dois pontos podem ser levantados: (1) ele deve ser um CO receptor mais forte que
0 CO amida devido a maior efeito indutivo, mas; (2) ele deve ser um NH receptor mais fraco
que o NH amida. Como resultado destas diferencas, a variacdo do deslocamento quimico
entre as espécies ligadas e n3o-ligadas ¢ menor para um NH em ligagdo de H do tipo
carbamato-éster, carbamato-amida ou amida-éster que para um NH amida-amida.’”
Considerando estas observagdes prévias, desenvolveu-se o estudo de deslocamento quimico
empregando-se os compostos 23 € 24 a 3 mM (a esta concentragdo a agregagao destes
compostos ¢ negligenciavel - vide anexo II) como referéncias ndo ligadas para comparar
respectivamente com os compostos 19-22 ¢ 17-18. Pode-se observar que os deslocamentos
quimicos dos hidrogénios NH-carbamato aparecem em regido diferente que os hidrogénios
NH-amida (Tabela '15). Os espectros de RMN de 'H a 298 K em solugio 3 mM de CDCl;
mostrou deslocamentos quimicos de 4,85 ppm e 5,00 ppm para os NH-carbamato dos
compostos 23 e 24 e um deslocamento quimico de 6,45 ppm para o NH-amida do composto
24 a temperatura ambiente. Os deslocamentos quimicos do NH-carbamato dos compostos 19-
22 s3o0 em torno de 0,12 ppm a 0,22 ppm mais desblindados quando comparados com 0 dnu
do composto 23. Ji4 os deslocamentos quimicos dos NH-carbamato e NH-amida dos

compostos 17-18 sdo respectivamente 0,10 ppm a 0,11 ppm e 0,19 ppm a 0,20 ppm mais

desblindados quando comparados com os 8yu do composto 24. Estes dados estdo de acordo

3™ -que observaram variagdes de Oy para

com os dados obtidos por Gellman e Gallo
hidrogénios NH-carbamato de 0,1 ppm a 0,5 ppm, as quais foram atribuidas a presenca dos

estados ligados e ndo ligados. Estes autores determinaram que os compostos que apresentaram
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uma variagio de deslocamento quimico de 0,1 ppm estdo aproximadamente 60% em ligagio
de H intramolecular a 273 K. Neste sentido, nossas observagdes sugerem que os compostos
17-22 apresentam uma percentagem de suas populagdes em ligacéo de H a 298 K.

Com o objetivo de estudar a estabilidade relativa dos hidrogénios ligados em solugio
de CDCIls, analisou-se a dependéncia do deslocamento quimico de NH quando adicionado
DMSO-d6 em solucdo de CDCl;. Quando comparados com os sinais em solugdo de CDCl;, o
depsipeptideo 17 apresenta, em solugdo de 15 % (v/v) DMSO-d¢ em CDCls, dois sinais de
hidrogénios NH-amida desblindados respectivamente 0,7 e 1,0 ppm. Estes sinais integram 1:1
e desaparecem instantaneamente ao adicionar-se D,O. Os compostos 18, 20 e 21 apresentam
significativas variagdes dos deslocamentos quimicos de NH. Entretanto, o composto 19
mostra mais trés sinais de hidrogénio NH em solu¢do de DMSO-ds/CDCl3, absorvendo a 5,9
ppm, 5,8 ppm e 5,6 ppm, além daquele observado em solugdo pura de CDCls. Os trés novos
sinais desaparecem instantaneamente apds adigdo de 50 uL de D,O. Este resultado indica que
o sinal que é observado em ambas solu¢des € provavelmente relativo a um hidrogénio NH
ligado. Para o composto 22, observou-se o mesmo sinal de RMN de 'H em ambas solugdes.
Estes dados evidenciam que as ligages de H dos compostos 19 e 22 sdo provavelmente mais
estabilizadas que para os compostos 17-18 ¢ 20-21.

Outra evidéncia que comprova a ligagdo de hidrogénio intramolecular foi observada
através da determinacio da velocidade de troca hidrogénio-deutério para os hidrogénios NH
em uma solu¢io 3 mM de uma mistura 1:1 (v/v) de CDCl; e CD;0D a 295 K.> A figura 103
ilustra as curvas de integra¢do dos sinais de RMN de 'H em fungiio do tempo para os
compostos 16-23. A curva para 24 nio esta representada na Figura 103 uma vez que este

apresentou uma troca H/D muito rapida, impossibilitando as medidas.
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Figura 103. Curvas de integragdo dos hidrogénios NH em fungéo do tempo no experimento
de troca de H/D

Kuroda e colaboradores determinaram constantes de velocidade de troca de H/D para
ligagdes de hidrogénios amida-amida em conformagdes do tipo dobra-y de peptideos
miméticos incorporando anéis adamantano.?* Estas constantes de velocidade apresentaram
valores entre 2,8x10” a 2,3x10™ s™ para hidrogénios NH ligados intramolecularmente € entre
4,2x10* a 4,7x10° s para hidrogénios NH livres. O valor da constante de velocidade de
troca H/D para o composto 16 foi de 5,0x10” s' a 3,0x10° s para NH(2) e NH(3) e maior
que 10 s para NH(1) (Tabela 16). A integracdo apds a adigdo de CD;0D indica que um
hidrogénio NH-amida apresenta troca mais rapida que os outros trés. As constantes de

velocidade de troca para NH(1) dos compostos 17-22 foram determinadas na faixa de 7, 0x10™
s' a 50x10° s'. Para o NH(2) dos compostos 17 e 18 estas constantes foram,
respectivamente, 2,3x10% e 6,0x10* s'. Da mesma forma que para 0s compostos
pentaciclicos, utilizou-se 0s compostos 23 e 24 como referéncias ndo ligadas. A comparacdo
destes resultados evidencia a formagdo de ligagdo de H intramolecular para todos os
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compostos. O composto 16 possui provavelmente trés NH-amida envolvidos em ligacdo de H
intramolecular (dois deles possuem uma constante de velocidade de troca de 5,0x10° s e o
outro possui uma constante de 3,0x10 s), enquanto que os hidrogénios NH-carbamato ¢ um
dos NH-amida encontra-se livre. Os compostos 17 e 18 apresentam ambos hidrogénios NH(1)

e NH(2) envolvidos em ligacdo de H intramolecular.

Tabela 16. Velocidade de troca de hidrogénio-deutério para os hidrogénios NH dos
compostos 16-24.

Composto k (s'l)
NH-carbamato NH-amida

16* >107 50x10°a3,0x10°
17 59x10™ 2,3x10*
18 7,0x 10* 6,0 x 10™
19 50x 107 -
20 4,0x10™ -
21 2,0x 10 -
22 4,0x10*
23 1,9x 107 -
24 >107 >107

a-Dados dos NH-amida correspondem a trés hidrogénios com troca lenta.

Os estudos de efeito Overhauser nuclear (NOE) em solugdo 3 mM de CDCl;
mostraram correlagdes entre atomos de hidrogénio do anel triciclico das posigdes 2 € 7 e 0s
atomos de hidrogénios das posi¢bes 4, 5 e 11 para todos os derivados. Estes resultados
evidenciam que o anel triciclico esta bloqueado na conformagao aberta.”® Para confirmar esta
interpretacdo, o composto 22 foi submetido a reacdo de cicloadi¢do fotoquimica (hv, 100W;

15 °C; 15 h) e ndo foram observados tragos de formag@o do aduto.
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Figura 104. Reacdo de fotociclizagdo para 22.

Outros dados importantes de correlacdes NOE s3o mostrados na Tabela 17 e Figura 105, onde

exemplifica-se o espectro NOESY para o composto 16.

Tabela 17. Correlagdes NOE relevantes dos compostos 16-18.

estrutura Correlacoes NOE
16° don; ANNG, i+1)s NN+, i+2)
17° daNG, i+1)
18° dong, i+1)
22° NH/CH,*CO

a-a263 K. b- a 298K.

A presenga de fortes correlagdes NOE do tipo don sugerem evidéncias de formagdo de
folheto-p. Além disso, observa-se também correlagdes do tipo dnn. A correlag@o entre os

hidrogénios da posi¢do 2,7 com um dos hidrogénios geminados, evidencia a conformagéo

aberta.
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Figura 105. Espectro NOESY de 16 a 263K obtido a 600MHz.
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Analise termodinamica

A comparag¢do entre Adxu/AT de um NH completamente livre com um NH completamente
ligado por ligagdo de H pode produzir informagdes sobre a populagio de um NH parcialmente
ligado.m‘"1 Entéo, o equilibrio entre as populagdes ligadas e ndo ligadas podem ser descritas

através das equacdes (1) e (2):

(51; _5)
o =2 (1)
! (5b_5obs)
_ 0
InK = AH+A; (2)

onde, o deslocamento quimico de um hidrogénio NH em uma ligacio de H é descrito através
de Sobs; On € 0 deslocamento quimico padrdo do hidrogénio NH no estado nio ligado e & é o
deslocamento quimico padrdo do NH no estado completamente ligado. Escolher os padrdes &,
e O, € a tarefa mais dificil neste tipo de estudo, uma vez que é importante que estes sejam
provenientes de um sistema similar aquele que se deseja analisar. Uma vez que na literatura
ndo foram encontrados padrdes para compostos policiclicos, utilizou-se os compostos 23 e 24
como padrdes de compostos ndo ligados, respectivamente para os compostos bis-amino-
acidos e bis-pseudopeptideos. Como padrdo ligado escolheu-se os compostos 16 e 17
respectivamente para o NH-amida dos compostos 17 e 18 e para o NH-carbamato dos
compostos 19-21. Utilizou-se, também, o composto 19 como padrio para os compostos 20-21
e comparou-se os resultados com aqueles obtidos utilizando-se 17 como referéncia. Nio
encontrou-se uma referéncia ligada adequada para o NH(1) dos compostos 17-18. E
conhecido na literatura que erros sistematicos (podendo atingir até 30%) podem surgir na
escolha dos valores de deslocamento quimico limites.>’* Entretanto, tais erros terfio impactos
similares na analise de uma série de compostos e as diferencas entalpicas entre os diferentes
produtos continuam significativas.

A Figura 106 ilustra curvas de termodindmica para os compostos 19-21. Os resultados da

andlise termodindmica esta ilustrada na Tabela 18.
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Figura 106. Curvas de termodinamica para os compostos 19-21 quando 17 foi utilizado como

referéncia ligada.

Tabela 18. Resultados dos parametros termodinamicos para os derivados 17-21

NH-amida _ Coef corr. AFP (Kcal/mol) AS® (ue)’

17° 0,99 3,6 74
18 0,98 3,0 -6,4
NH-carbamato Coef corr. AH (Kcal/mol) AS° (ew)
19° >0,99 -5,5 -10,9
20" 0,96 3,0 -6,4
20° 0,95 4,7 8,5
21° >0,99 -3,0 1,3
21° 0,95 4,1 -8,7

a- 16 foi usado como referéncia ligada; b- 17 foi usado como referéncia ligada; c- 19

foi usado como referéncia ligada; d- utilizou-se R em unidade de cal.

Os dados acima sdo consistente com a formagao de um equilibrio entre as espécies nao
ligada (NH livre), favorecida entropicamente, e ligada, favorecida entalpicamente. As curvas
de van’t Hoff (248-328K) indicam que, em solugio de CDCl, o estado ligado é favorecido
entalpicamente cerca de —3,0 Kecal/mol a —5,5 Kcal/mol em relagio ao estado livre. A
populagdo de hidrogénios NH ligados diminui quando a temperatura aumenta € encontra-se
predominantemente ligada quando a temperatura diminui. Uma tendéncia decrescente para a
formagdo de ligagdo de H foi observada para as estruturas de 19 a 21. Da mesma forma, a

~ ligagdio de Hdo NH-amida do composto 17 mostra-se mais estavel que a do composto 18.
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Analise Teorica

A analise estrutural foi, entdo, seguida através de calculos tedricos. Da mesma forma
que para os compostos pentaciclicos, iniciou-se pelos calculos de dindmica molecular, onde
todas as possibilidades de conformagdes foram analisadas (incluindo dobras intra e
intercadeia). Para os compostos 16-18, somente ligacdes de H intercadeia estio de acordo
com as observagdes experimentais. Considerando que dobras do tipo C5 seriam a tnica
possibilidade para os compostos 19-21 formarem liga¢des de H intracadeia, testou-se apenas
ligagdes intercadeias (dobra-B ou conformagio em hélice). J4 para o composto 22, calculou-se
dobras inter e intramoleculares como conformagc3o inicial, ou seja, hélice-11 e -16 em ligacdo
de H intercadeia e anel de seis membros (C6) em ligagdo de H intracadeia. Com o objetivo de
estabelecer a melhor metodologia, inicialmente calculou-se a conformagio intercadeia para os
compostos 17 (dobra-B) e 19 (folheto-B). A familia mais representativa dos calculos de MD
para estes compostos, com as dez estruturas mais estaveis, foram selecionadas e estdo

representadas na Figura 107.

19 17

Figura 107. Sobreposi¢édo das 10 estruturas de menor energia de 17 e 19 calculadas por MD

A sobreposi¢do de todos os atomos das dez estruturas resultou em um RMSD de 0,05 e 0,06
A, respectivamente para os compostos 17 e 19, mostrando boa convergéncia entre as
estruturas. Em seguida, a estrutura de menor energia de cada familia foi minimizada através

de célculos semi-empiricos AM1 e célculos ab initio (Figura 108).

130



Figura 108. Representagdo da estrutura de menor energia de 17 e 19 extraida de calculos ab

initio.

Pode-se observar que o composto 19 adota a conformagdo de dobra-§, enquanto que o
composto 17 adota uma conformagéo de folheto-p.

A comparagio dos angulos diedros @ e ¥ indicam que as geometrias provenientes da
dindmica molecular e dos célculos ab initio possuem no maximo uma diferenca de 20°

(Tabela 19), validando os resultados de MD.%
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Tabela 19. Propriedades geométricas da estrutura mais estavel extraida da dinimica

molecular (MD) e do método 6-31G** para 17 ¢ 19.

MD 6-31G**

®19 Onuyerl7  Onueycul? D19 DOnuycul7?  Pnueycul7
-162,7 -15,5 -138,7 -178,5 -33,2 -126,9
113,3 -142,7 -27,2 125,9 -150,6 9,1
-126,8 99,8 73,4 -119,7 118,7 75,8
45,9 -129,8 -170,6 66,3 -122,1 -166,4

Y19  Yenaycol7? YWenpcol7| W19 Wenaycol? Wenpycol?
151,8 95,5 -138,2 159,0 92,3 -135,5
-102,6 115,5 111,0 -95,6 111,8 109,3

17,2 -128,6 47,4 17,9 -131,3 423
-91,4 -152,1 -66,1 -83,7 -150,3 -72,2

Como pode ser observado na Tabela 20 as estruturas calculadas por AM1 estdo de acordo
com aquelas calculas pelo método 6-31G**, permitindo-nos desta forma seguir a investigagio

tedrica aplicando os calculos semi-empiricos.

Tabela 20. Comparagio dos pardmetros geométricos de AM1 e 6-31G** para os compostos

17 e 21.

Composto 19 Composto 17
AM1 6-31G** AM1 6-31G**

dnuq..oc 1,99 1,99 2,03 2,03

dnne)..oc 2,32 2,32

OUN-H(1)...0 172,9 172,9 160,9 156,5

OIN-H(2)...0 159,7 161,8

OUH(1)-N-Co-H -119,7; 125,9 -119,7; 125,9 -153,7;-34,7 -150,6; 33,2
70,8; -168,8 75,8; -166,4

angulo H()-N-Ca-H

A Figura 109 mostra a conformac@o intercadeia para os compostos 16, 18, 20 e 21 calculados

pelo método AM1
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Figura 109. Estrutura de mais baixa energia calculada pelo método AM1 para os compostos

16, 18,20 ¢ 21.

O modelo dos compostos 16 ¢ 18 mostram a formagéo de uma conformagéo do tipo
folheto-P. Além disso, observa-se para 0 composto 16 a formaggo de um anel de C5 membros
entre o NH(3) e CO éster, justificando nos dados experimentais a presenca de trés hidrogénios
NH com troca H/D lenta. Embora a estrutura C5 represente uma ligagéo de H fraca, devido ao
seu pequeno angulo NH:--O (Tabela 21), esta estrutura secunddria pode estar sendo

estabilizada através de uma interagdo eletrostatica do tipo ndo ligada (dipolo), devido a
coplanaridade da carbonila e do NH amida."
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A Tabela 21 ilustra alguns parametros geométricos relevantes das ligagdes de hidrogénio

intramoleculares para todos os compostos.

Tabela 21. Distancias (A) e angulos N-H---O (°) relevantes para as estruturas calculadas por

AMI para os compostos 16-21.

Compostos dnuayo dnuE)O  OnH()O

ON-H(2)0

dnuE)0) dNHE)0G)

QNH(2)0(2) OWNH(2)0(3)

dNH(3)Oester

aNH(3)Oester

16
17
18
19
20
21

2,03
2,09
1,99
2,05
2,11

2,32
2,09

160,9
131,2
172,9
141,3
134,5

159.7
144.3

2,00 2,30
137,2 106,0

2,05
160,5

Os valores de energia e comprimento da ligagdo de H revelam que a presenga de um

grupo metila (20) ou benzila (21) em um residuo secundario pode causar desestabilizagdo da

conformacio em dobra.

As conformac¢des em hélice, calculadas para os compostos 19-21, tiveram seus

momentos dipolos e energias relativas comparados com as estruturas em dobra-f3 (Tabela 22).

Tabela 22. Energias relativas e momentos dipolos das conformagdes em dobra- e hélice dos

compostos 19-21.

Compostos Conformacio AE (kcal/mol) d (D)
19 dobra-f 0,00 2,6
19 hélice 42,73 7,9
20 dobra-f3 0,00 3,8
20 hélice 2,34 7,4
21 dobra- 0,00 8,1
21 hélice 1,81 7,9

Observou-se que as estruturas em dobra-3 sdo 1,81 a 42,73 kcal/mol mais estaveis que

as conformagdes em hélice. Além disso, de forma geral as conformagdes em dobra-f possuem
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menores momentos de dipolos, evidenciando maior propensdo de serem estabilizadas em
meio de baixa polaridade como em solucio de CDCls.

Os dados experimentais mostraram que os compostos 16 ¢ 19 apresentam as ligagdes
de H mais estaveis que os demais. A possivel origem desta estabilidade ¢ a flexibilidade do
residuo Gly e menor impedimento estérico de Gly com relagio aos demais amino-4cidos.

A analise dos dados teéricos confirma que as ligagdes de hidrogénio mais provaveis
sdo do tipo carbamato-éster, amida-éster e carbamato-carbamato. Quando este ultimo tipo de
ligagdo de H esta presente, os grupamentos Boc encontram-se mais proximos que nos outros
modelos, desestabilizando a conformagio secundéria. Este fato poderia justificar porque o
composto 17, apesar de ser formado por residuos de Gly, ndo segue o mesmo comportamento
de 16 € 19. Além disso, observa-se nos modelos tedricos que somente um dos hidrogénios de
cada par NH-carbamato ou NH-amida encontra-se ligado, enquanto que o outro esta livre.
Este fato também pode indicar que os sinais observados sio relativos a médias entre
hidrogénios livres € ligados e estd de acordo com as observagdes experimentais. Isto é
verdade para 0s compostos com um centro quiral, onde havera preferéncia de nucleago de
folhetos- apenas para um lado (assim como casos conhecidos de a-hélices). No entanto,
quando seqi€ncias aquirais sdo utilizadas (aquelas com residuo glicina) a energia de
nucleag@o de folhetos-f para um lado e para outro sera equivalente e as duas espécies co-
existirdo em equilibrio. Dessa forma, a espécie ligada destes compostos apresentara sempre 0s
dois hidrogénios NH ligados. Este fato também pode explicar a maior estabilidade dos
compostos 16 e 19 frente aos demais.

As simulagdes tedricas para 22 mostraram que existe uma possibilidade de formacéo
de ligag&o de H intracadeia (conformagio em dobra-C6) e duas intercadeia (hélice-11 ¢ -15),
0 que pode ser observado na Figura 110. A Tabela 23 mostra as energias relativas destas

estruturas secundarias calculadas pelo método AM1.
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dobra-Cé6 hélice-11 hélice-15

Figura 110. Estruturas de mais baixa energia calculadas pelo método AMI para o composto

22 em diversas conformagdes.

Tabela 23. Energias relativas das conformagdes em dobra-C6, hélice-11 e 15 do composto 22

Conformacdes AE (Kcal/mol)

dobra-C6 0,00
hélice-11 73,12
hélice-15 23,60

Estes dados mostram que a conformagdo do tipo C6 € 73,12 e 23,60 Kcal/mol mais
estéavel respectivamente que as conformagdes hélice-11 e 15, significando que a presenga de
ligagdo de H intercadeia torna-se improvavel para esta estrutura. Além disso, a conformagéo
do tipo hélice-11 néo € estavel quando submetida a célculo ab initio, convergindo sempre para
a conformagdo da ligagio de H intracadeia. Este resultado ndio € surpreendente uma vez que

B-peptideos sdo conhecidos por formar anéis de 6 e 8 membros.'> O modelo do anel de 6
membros fornece os seguintes dados geométricos de ligagdo de H: distancia NH(1)---COéster

=2,21-2,22 e angulo NH(1)---O de 119,8-120,4 A
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4.3.6. Estudo do Sistema Triciclico em Solu¢io de DMSO-d6

Determinacéo de Estruturas Secundarias
Estudo de RMN

Os deslocamento quimicos e coeficientes de temperatura estfo expressos na Tabela 24

para os compostos 16-19 e 21.

Tabela 24. Dados de deslocamentos quimicos e coeficientes de temperatura do sistema

triciclico.
Composto S(ppm) -AS/AT
16NHcarb 7701 6,3
16Nhamida 8,33; 8,25; 4,1, 4,7;

8,11¢€ 8,04 49¢4,8

17NHcarb 7,02 5,6
17~NHamida 8,24 3,9
18NHcarb 6,92 5,3
18NHamida 8,22 49
19 7,26 4,8
21 7,4 -

Os coeficientes de temperatura indicam que os compostos acima provavelmente nio
estio em ligacdo de H intramolecular. Observou-se uma dependéncia linear dos
deslocamentos quimicos para os compostos estudados na faixa de temperatura de 298 a 353
K. A Figura 111 exemplifica um grafico de dependéncia de temperatura para o composto 16.
O espectro de RMN de 'H de 16 a 298K mostrou 4 sinais relativos a NH-amida (8,33; 8,25;
8,11; 8,04 ppm) e um relativo ao NH-carbamato (7,01 ppm).
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Figura 111. Gréfico de deslocamento quimico em fungdo da temperatura para O composto 16
em solugdo de DMSO-d6.

Fato interessante foi observado ao adicionar-se 50 pL de D0 em uma solugdo 3mM
de 16 em 500pL de DMSO-ds (Figura 112): os NH amida apresentaram troca de H/D lenta
(=8.0x 10) em relagéio aos NH carbamato (k=1.0 x 10).

< 4 + NHamida
g
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=
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0 25000 50000
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Figura 112. Gréfico da andlise de troca de H/D do composto 16 em solugdo de DMSO-d6.

A situagio na qual € observada coeficiente de temperatura >3 ppb/K e pequena
velocidade de troca de H/D em solventes polares, pode ser explicada basicamente através de
duas situagbes distintas: (1) 0 composto encontra-s¢ em uma conformacdo secundaria € O
aumento de temperatura forga o rompimento da ligagdo de H, gerando um coeficiente alto; (2)
ha a existéncia de um equilibrio entre diversos conformeros (diversos compostos ligados em
equilibrio com suas espécies ndo ligadas) nos quais os NH amida possuem deslocamentos
quimicos muito diferentes.”™* Neste ultimo caso, © aumento de temperatura gera um

coeficiente alto, porém no experimento de troca de H/D, ha a troca répida daqueles

hidrogénios livres € troca lenta para os hidrogénios ligados.
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Caso a primeira hipdtese esteja correta, é provavel que a estrutura observada em
CDCl; seja estavel em DMSO-d6, uma vez que a integragdo dos sinais de NH referem-se a
presenca de trés hidrogénios com troca de H/D lenta, como observado na soluciio de baixa
polaridade. Assim, folhetos-B poderiam ser nucleados em solugdo de solvente polar, o que

normalmente no é observado.
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4.3.7. Discussiao Geral de Resultados

4.3.7.1. Coeficiente de Temperatura

Segundo a literatura, o deslocamento quimico observado é uma a média dos
deslocamentos quimicos entre a espécie ligada por ligagio de H e a espécie livre a cada
temperatura. Assim, aumentando-se a temperatura, a espécie livre torna-se mais populada
enquanto que diminuindo-se a temperatura a espécie ligada torna-se mais populada.®® Entdo,
espera-se uma correlagdo entre o deslocamento quimico (ou o desvio de deslocamento
quimico da espécie livre causado pela ligagdo de H) e o coeficiente de temperatura. Esta

correlacdo deve refletir a influéncia da temperatura no equilibrio entre a espécie ligada e livre.

Baseado nestes fatos, propomos algumas relagdes entre coeficientes de temperatura e
ligagdes de H. Considerando-se, entdo, um equilibrio entre essas duas espécies, na qual a
presenca da espécie ligada é preponderante, o hidrogénio NH ligado intramolecularmente
pode passar por dois processos distintos: (1) a variagio da temperatura nfo acarreta
rompimento da ligagdo de H e (2) a variag3o da temperatura causa rompimento da ligagio de
H. No primeiro caso, observa-se pequena variagdo do deslocamento quimico (variagio
entropica) com a variagdo da temperatura, independente do solvente utilizado (baixo
coeficiente de temperatura). Caso ocorra o rompimento dessa ligagdo, novamente dois casos
sdo possiveis: (1) as espécies ligada e livre possuem pequena diferenca de deslocamento
quimico e (2) as espécies ligada e livre possuem grande diferenga de deslocamento quimico.
Se a andlise é conduzida em solvente polar, presume-se que ambos 0s casos resultem em altos
coeficientes de temperatura. Se, ao contrario, a analise é conduzida em solvente apolar, no
primeiro caso deve-se observar um baixo coeficiente de temperatura e no segundo caso um
alto coeficiente de temperatura. Considerando-se, agora, um equilibrio onde a espécie livre é
preponderante, serdo observados em solventes polar e apolar respectivamente altos e baixos
coeficientes de temperatura, conforme observado na literatura. A tabela 25 resume as

conclusdes acima.
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Tabela 25 . Relacio coeficiente de temperatura-ligagdo de H

Espécie livre Espécie ligada predomina

Solvente Ligacdo H néio rompe Ligacio H rompe

Oobs-On=grande Oobs-On=pequeno
polar >4 ppb/K <3 ppb/K >4 ppb/K >4 ppb/K
apolar <3 ppb/K <3 ppb/K >4 ppb/K <3 ppb/K

&, é o deslocamento quimico ndo ligado.

Em outras palavras, a distingdo entre espécies ligada e livre em um equilibrio
dindmico é problematica. Para polipeptideos e proteinas, o trabalho de Andersen e
colaboradores, onde coeficientes de temperatura e deslocamentos quimicos sdo
correlacionados, parece esclarecedor no sentido de precisar sitios de ligagdo e sitios livres em

equilibrios conformacionais.™

4.3.7.2. Interpretacio do processo de troca de H/D

O processo da troca isotopica pode ser descrito por:

H
Kcompl D Kirosa - - - ]

3 P - olapso - :
Pep-H +CD;0D =—= Pep-H--- O—CD; —= Pep—D----0-CD; ——= Pep—D + CD;0H

onde ocorre uma primeira etapa de formagdo do complexo peptideo-CD;0D, dada por Keompl.,
uma segunda etapa de transferéncia do deutério para o peptideo, dada por Kiroca € uma ultima
etapa de colapso das espécies, dada por Keoiapso. A €tapa determinante deste processo € a

formagdo do complexo. Os equilibrios mostrados acima podem ser escritos da seguinte forma:
D

Pep-H- - - :é)'—cm £

Pep-H + CD;0D &
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ou, ainda, pode-se propor o seguinte intermediario tetraédrico onde a formagdo do complexo e

troca H/D ocorrem concomitantemente.

H. < Kcolapso
- ~0—cp; - PepN—D + CD;OH
~D

 Keompt
Pep-H +CD30D ——= PepN

onde a velocidade da reagdo é dada por Keompi[Pep-H][CD;OD]. O acesso das moléculas de
CD;OD entre as cadeias peptidicas envolvidas em ligagSes intramoleculares ¢ fundamental
para a formagio do complexo. Para peptideos que ndo apresentam dificuldades experimentais
de acesso do solvente (CD;0D) ao NH, como por exemplo impedimentos estéricos, havera
uma alta concentragio de CD;0D entre as cadeias peptidicas e o processo torna-se de pseudo-
primeira ordem. Logo, a velocidade da reagdo passa a ser K’ compi[Pep-H] € a constante K’ compt
varia de acordo com as forgas de ligagdo dos respectivos peptideos. No entanto, quando o
acesso do solvente ¢ dificultado no interior do peptideo, a concentragio de CD3;OD proxima a
ligagio de H & baixa e a velocidade de formagio do complexo passa a depender da
concentragio de CD;OD. Nestes casos, as curvas de extingdo do sinal de hidrogénio em
fun¢io do tempo apresentam um ‘plateau’ inicial que representa o acesso (ou difusdo) das
moléculas de CD;OD entre as cadeias peptidicas para formagdo do complexo. Uma vez
ocorrido isso, o comportamento cinético passa a ser de pseudo-primeira ordem. Este ultimo
comportamento ¢ observado para os compostos 8, 16 ¢ 19. Entre os compostos do sistema

triciclico, 16 e 19 apresentaram ligagdes de H mais estaveis.

4.3.7.3. Calculos Teéricos

Segundo a literatura, as parametrizagdes do método AM1 normalmente descrevem as
ligagdes de hidrogénio com uma disténcia aproximadamente correta, mas com uma geometria
errada. Jao as parametrizagdes do método PM3 descrevem todos os nitrogénios como
piramidais, e as ligagdes de hidrogénio com distdncias menores (~0,1A), contrariando
observagdes experimentais.>>

A partir de comparagdes feitas entre os resultados obtidos pelos métodos semi-
empiricos € 0 método 6-31G** (Tabela 26), as seguintes conclusdes podem ser feitas: (1) o
método AM1 forneceu valores de distdncia de ligagio de H mais proximas aos valores

encontrados pelo método ab initio, enquanto que o método PM3 apresentou maiores
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distor¢des destes valores; (2) variagdes equivalentes de angulos da ligagio de H foram

observadas com ambos os métodos, descrevendo satisfatoriamente bem o sistema.

Assim, conclui-se que o método AMI representa melhor as ligagdes de H que o
método PM3.

Tabela 26 . Comparagdo entre dados geométricos de calculos semi-empiricos e ab initio.

ab initio AM1 PM3

Comp  dny.oc ON-H...0 dnn...oc ON-H...O dnn...oc ON-H...0
8 2,38 148,1-149,7 2,17-2,24 138,0 1,91-2,01 159,2
9 2,13-2,23  141,0-1454 2,17-2,18 140,0 2,00 148,0
11 2,11-2,12  137,1-142,7 2,16-2,21 134,0 2,03-2,04 136,0
12 2,19-2,21 140,9-144,0  1,92-2,00 139,0 2,00 139,7
13 2,06-2,14 143,9-147,9 2,05 1474 2,00 148,0

17wy 2,03 156,5 2,03 160,9 1,95

17nH) 2,32 161,8 2,32 159,7 2,01 164,1
19 1,99 172,9 1,99 172,9 1,92 173,7
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4.3.8. Avaliacdo de pseudopeptideos incorporados de compostos triciclicos e

pentaciclicos como inibidores da protease do HIV-1.

A série de compostos abaixo (25-32) foi elaborada com a finalidade de serem testadas

como possiveis candidatos a inibidores da protease do virus HIV-1 (Figura 112).

III O O Ii{ \./ Il-I (0] o) H \/
Xo N\/“\ : JL ‘H |
N o Yoy oy w6 N0 Ny
: | :

: I

H O \< O H H O =< 0 H
25 X=Boc 27 X=Boc
26 X=Bz 28 X=Bz

H oM An Y vOﬁOH\/
o] : | :
N X :
X N. -4 X N\/U\ N X
H O = 0 H H O \< O H

29 X=Boc 31 X=Boc
30 X=Bz 32X=Bz

Figura 112. Compostos utilizados como possiveis candidatos a inibidores da protease do

virus HIV-1.

A escolha destes compostos dividiu-se basicamente em duas etapas: (1) determinag@o
de uma seqiiéncia ativa e (2) estudo de modelagem dos derivados policiclicos para
compara¢do com outros modelos de complexac@o substrato-sitio ativo existentes na literatura.

A escolha dos residuos levou em consideragdo produtos j& testados anteriormente
como inibidor da protease do HIV, principalmente o composto A-74704 (figura 113), testado

pelo laboratdrio Abbott, como possivel substituto do Ritonavir.
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Figura 113. Inibidor A74704

A partir de entdo inumeros trabalhos tém utilizado seqiiéncias similares para
desenvolver novos inibidores, onde os grupos fenila e metila substituem a posicio do
substrato respectivamente em P1 e P2, contribuindo para fortes ligagdes hidrofébicas.> 42
Por outro lado, estudos demonstram que o grupamento em P3 também exerce papel
importante na inibigio da enzima.”* Tem sido mostrado que grupamentos cCOmo 0S grupos
protetores Bz e Fmoc apresentam boa eficacia nesta posi¢cdo.”* Considerando, entdo, estes
estudos prop0s-se a utilizagdo da seqiiéncia XValPheOH, onde a Phe, Val ¢ X (Boc ou Bz)
ocupariam respectivamente as posi¢des P1, P2 e P3. Para testar a influéncia do grupo N-
terminal interagindo em S3 foram utilizados como grupos protetores tanto Boc quanto Bz.

A 1mporténcia da restri¢io dos graus de liberdade de inibidores da protease do HIV é
ressaltada por alguns autores, como visto na introdu¢io deste trabalho, corroborando o uso de
estruturas policiclicas para este fim.*> *® A proposicio da utilizacdo destes compostos como
inibidores € baseado em alguns modelos de complexagio inibidor-enzima propostos na
literatura.*> **

A figura 114 ilustra o modelo proposto por Holmes e colaboradores,* onde estio
indicadas as interagdes enzima—enzima (em azul) e enzima-substrato (em vermelho). Este
estudo indica que as interagdes responsaveis pela inibigdo sio, principalmente aquelas onde a
molécula de H,O apresenta-se num arranjo tetraédrico coordenada tanto pelos residuos Ile50
da enzima, quanto pelas carbonilas do inibidor, impedindo assim seu acesso aos residuos
Asp25 (vide mecanismo exposto na revisdo bibliografica). Além disso, fortes interagdes

hidrofébicas podem ser observadas no sitios S1, S2 e S3.
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S)'

Figural14. Modelo de complexagdo enzima-substrato proposto por Holmes e colaboradores.

Com o intuito de comparar as posigdes geométricas dos grupos farmacoforicos dos
compostos estudados com aqueles existentes na literatura, realizamos calculos de mecanica
molecular das estruturas dos inibidores propostos nos trabalhos de Holmes e colaboradores® e

Alterman e colaboradores“® (Figura 115) bem como dos compostos 25-32 (Figura 112).

X7,
NMN

O OHOGH O .-

N

' o M _~
[e) - NH
B & N/\/I!’ N o
- AT
/\NH o
90 - proposto por Alterman e colaboradores 81 — proposto por Holmes e colaboradores

Figura 115. Inibidores utilizados como modelos.

Os calculos de minimizagio foram realizados orientando-se os grupos P1, P1’, P2,
P2’, P3 ¢ P3’ nas posi¢des indicadas nos modelos encontrados na literatura. Inseriu-se, além
disso, uma molécula de H,O coordenada ao inibidor, objetivando-se melhor visualizar as
ligagdes de hidrogénio formadas entre estes e os residuos Ile50 da enzima. Para os compostos
policiclicos; buscou-se minimizacdes onde os grupos fenila, metilas e protetor do N-terminal
encontravam-se nas mesmas posigdes P1, P2 e P3 dos grupamentos equivalentes dos

inibidores calculados. Além disso, tentou-se estabelecer um paralelo entre as conformagdes

146



encontradas no capitulo de andlise conformacional e o encaixe destas estruturas no sitio

catalitico. Os resultados da modelagem molecular dos compostos modelos est&o representados

na figura 116.

Cdlculo do modelo proposto por Alterman Cdlculo do modelo proposto por Holmes
e colaboradores e colaboradores

Figura 116. Calculos de mecanica molecular dos inibidores modelos

Algumas medidas geométricas importantes destes dois modelos sdo listadas na Tabela
217.
As distancias entre P1-P1° foram medidas entre os carbonos bezilicos para o modelo de
Alterman e entre os carbonos das respectivas metilas no modelo de Holmes. O inverso foi

realizado para as medidas de distancia entre P2-P2’.

Tabela 27. Alguns dados geométricos dos inibidores modelos

Modelo dco-oc (&) dco-nzo (A) dp1rr(A) dp2.p2(A)
Alterman 51 1,9e2,5 6,7 10,3-15,1
Holmes 4.8 ~3,0 7,2-9,2 17

Observou-se nestes modelos que a distancia entre os dois oxigénios carbonilicos que
estdo em ligagdo de H com a molécula de H,O permanece em torno de 5,0 A. Por outro lado
as distﬁncias' entre os oxigénios carbonilicos e os hidrogénios de H,O em ligagéo de H variam
de 1,9 a 3,0 A. A distancia apresentada nas ligagdes de H com a dgua, com excegéo de uma

das ligagdes do primeiro modelo, deve-se provavelmente ao angulo existente entre as duas
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carbonilas, fato que pode desfavorecer o arranjo tetraédrico. A figura 117 exemplifica os

resultados de modelagem molecular obtidos para os compostos 27, 29 ¢ 31.

Figura 117. Célculos de mecénica molecular dos compostos 27, 29 e 31.

As respectivas medidas geométricas dos modelos ilustrados na figura 117 sdo

ilustradas na tabela 28.

Tabela 28. Dados geométricos dos compostos 27, 29 e 31.

Estrutura dco-oc(A) dco-nz0 (A) dp1.pr(A) dp2-p2(A)
27 4.8 1,9 9,2 15,2-16,0
29 3,9 1,9 8,5 14,4-14,8
31 5,7 2,3 10,3 14,4-15,0

Em relac;é(; aos modelos propostos na literatura observa-se uma diminui¢éio das
distancias de liga(;a“lo entre o substrato e a molécula de agua, fato que € proporcionado pela
geometria tencionada destes compostos. Ao mesmo tempo, a orientagdo dos grupos
hidrofébicos para o encaixe nas respectivas cavidades é favoravel. Com relagéo a distancia
entre os grupos nas posi¢des P1 e P1°, observa-se que apenas o sistema exo-exo possui uma

distancia um pouco além daquela apresentada pelos modelos da literatura. J4 as distancias P2-
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P2’ estdo dentro da faixa apresentada por estes modelos. Com base nestes fatos, propds-se um
modelo de complexagio para os compostos estudados. Um exemplo deste modelo ¢ ilustrado
na figura 118 para o sistema pentaciclo exo-exo, onde as interagdes do composto com a
enzima sdo mostradas em vermelho. Ressalta-se que posicionamento dos grupamentos nas
posigBes S1, S2 e S3 ocorre concomitantemente com a formagdo de dobras-y, o que pode ser

um fator determinante na estabilidade do complexo substrato-enzima.

S3

Figura 118. Modelo de complexagdo proposto para o composto 31.

Atualmente, os compostos 25-32 encontram-se em fase de testes da inibicio da
protease do HIV-1 que serdo realizados por um laboratério de analises francés em
colabora¢do com um grupo de pesquisa da Universidade de Strasburgo, o grupo de pesquisa

da Universidade INSA de Rouen, onde parte deste trabalho foi realizado, e o nosso grupo.
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5. CONCLUSAO
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5. CONCLUSAO

Os dados descritos neste trabalho sugerem que os sistemas pentaciclicos endo-endo e
exo-exo induzem basicamente conformagdes do tipo C8 turn e dobra-y, enquanto que o
sistema pentaciclico endo-exo possui maior preferéncia em formar y-like turns. J4 os dados
para o sistema triciclico sugerem a indug@o de conformag&o do tipo dobra- e folheto-p. Estas
conclusdes foram sustentadas principalmente através de experimentos de variacdo de
temperatura, analise dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios NH, experimentos de
titragdo com DMSO-d6, trocas de H/D, dados de NOE, constantes de acoplamento, e calculos
tedricos. Estes dados indicam a formag&o de equilibrios entre as formas livre e ligada, as quais
sdo evidenciadas para os compostos triciclicos através da analise de van’t Hoff. Os métodos
de dindmica molecular e ab initio obtiveram boa convergéncia e mostraram-se indispensaveis
na obten¢do das conformagdes finais propostas. Além disso, a boa correlagio dos métodos
semi-empiricos e 6-31G** permite a utilizagdo dos primeiros em célculos de minimizagio,
requerendo, assim, menor tempo de CPU. Entre os dois métodos semi-empiricos utilizados
(AM1 e PM3), o AM1 mostrou-se mais coerente com os dados de ab initio no que se refere a
reproduzir as ligagdes de H.

Estes andlogos de peptideos incorporados em policiclospodem contribuir para o estudo
de estruturas secundarias classicas e ndo-classicas e para a compreensio das interagdes destas
com receptores bioldgicos, seja em meio de baixa polaridade ou polar. Presume-se que
estruturas rigidas deste tipo possam permitir a criagdo de compostos com aplicagio tanto
quimica quanto terapéutica. Neste sentido, os modelos propostos para serem testados na
inibi¢do do virus do HIV apresentaram uma geometria favoravel para o encaixe no sitio
catalitico quando comparados com outros modelos existentes na literatura, evidenciando que

estes possuem potencial para contribuir na compreenséo e no estudo de sistemas bioldgicos.
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6. PERSPECTIVAS
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Analise Conformacional

A analise conformacional dos tripeptideos derivados dos sistemas endo-endo e endo-
exo que foram sintetizados podera fornecer informagdes adicionais sobre estes compostos.
Além disso, peptideos de cadeia longa (mais que trés residuos) poderiam ajudar na

compreensdo do comportamento destes sistemas em solventes polares.

Estudo da inibicio da protease do virus HIV-1

O estudo da interag@o substratos-protease do HIV-1 poderd ser expandido através de
calculos de “docking” destes compostos no sitio catalitico, objetivando obter informacdes
mais precisas € detalhadas sobre as possiveis interagdes existentes. De posse dos dados de
atividade bioldgica dos compostos 25-32 e utilizando-se ferramentas como célculos dos
substratos no sitio ativo da protease, poder-se-a planejar a sintese de novos inibidores em
potencial a partir de compostos policiclicos tensos.

Além de apresentarem-se como possiveis candidatos a inibidores do sitio ativo, estes
compostos podem ser utilizados como precursores de inibidores da dimerizagio através da

formag¢@o de um heterodimero (Figura 119).

restritor

[ peptideoOMe ]

i peptideoOMe ]

NH |

Monomero
protease

Figura 119. Estratégia de obteng¢fo de inibidores baseada em modelos rigidos.
Dos tipos de restritores existentes na literatura, aquele estudado por Bouras e

colaboradores®® assemelha-se mais aos compostos presentes neste estudo. Porém, estes

autores sugerem fortemente que a presenga de um espagador (Figura 120) é condicdo
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indispensavel para o estabelecimento do folheto-3 anti-paralelo com o monémero do HIV
Além disso, eles propdem que a distincia entre as cadeias peptidicas do inibidor (distancia

OC-CO) deve girar em torno de 10 A.

espacador O
0

8 ’
O

0]

Peptideo

Peptideo

Figura 120. Inibidor da dimeriza¢do dos monomeros da Pr-HIV.
Se analisarmos os modelos calculados para os compostos pentaciclos endo-endo, exo-
exo, endo-exo e triciclo (8-13, 16-22) podemos observar que as distancias entre as carbonilas

dos grupamentos ésteres variam entre 3,8 e 7,0 A (Tabela 29).

Tabela 29. Dados de distancias inter-atdmicas dos sistemas estudados

Composto dxo-on (A)
pentaciclo-endo-endo-diol 3,8-4,2
pentaciclo-endo-exo-diol 5,6-5,7
pentaciclo-exo-exo-diél 6,8-7,0
triciclo-diol 4,.4-47

Apesar do sistema pentaciclo exo-exo representar uma distdncia intercadeia proxima
ao valor estabelecido pelos autores acima citados, acredita-se que o fato de ndo haver a
presenca do espagador pode gerar interagOes estéricas consideraveis entre o policiclo e o
residuo terminal do mondmero. Assim, seria aconselhavel a introdugdo de um espagador entre
o policiclo e a seqiiéncia peptidica, como sugerido por Bouras e colaboradores. Neste caso,
torna-se interessante analisar qual o efeito da distancia entre os oxigénios dos grupos éter
pode ocasionar na formagdo do dimero heterogénio. Finalmente, dos quatro policiclos
analisados neste trabalho acredita-se que a estrutura triciclica seja a mais indicada para o
estudo de inibi¢do através da formacgdo de um folheto-f com um dos mondmeros, uma vez
que ela demostrou, nos estudos de andlise conformacional, tendéncia de nucleacdo de

folhetos-P.
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Outras Aplicacdes

Outras caracteristicas interessantes podem ser observadas nestes compostos, como por
exemplo no modelo dos compostos do sistema endo-endo, onde forma-se uma cavidade
hidrofilica entre as duas cadeias peptidicas (Figura 121). Para o composto 8, seis dtomos de
oxigénios estdio direcionados para parte interna desta cavidade. Dessa forma, estes compostos

podem ser utilizados em estudos de complexagéio com metais.

Figura 121. Superficie do modelo do composto 8.
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ANEXO 1

Sistema Pentaciclo

Tabela 1. Dados de RMN para os compostos (+)-6-7, 10-11, (£)-12-13 em solugdo 3mM de

CDClL.
composto Hs (ppm)®  -d&dT (ppb/K) Kup™
6 NHO) 4,99 1,6 >10”
7 NE(1) 5,04 1,4 >107
8NH(1) 5,30 2,7 1,3x10*
8nHE) 6,81 3,8 >107
INH() 5,43 3,9 >107
YH) 6,62 1,9 >107
10nm() 5,12 2,3 1,5x10*
108HR) 6,56 3,2 1,6 x10°
g 5,00 1,9 8,7x 10"
11nue) 6,55 3,0 2,2x10*
12x5m01) 5,37 € 5,43 33¢29 >107
12xu02) 6,58, € 6,73 4,1¢3,7 >107
13nm01) 5,40 3,0 >107
138m0) 6,58 € 6,72 2,4¢1,6 >107
[a]- temperatura ambiente
150 - ¢ NH(1)10

s » NHQ)11

§ 100 s;:- .. » NH(1)8

E’ 50 ~ ‘n‘ufuﬁ: e,

k= . | hatin t $s |

0

2000 4000 6000
tempo (s)

Figura 1. Experimento deTrocas de H/D para os compostos 8, 10 e 11 a temperatura

ambiente.
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Tabela 2. Deslocamentos quimicos (298 K) e coeficientes de temperatura (298 K a 353 K)
dos hidrogénios NH em solugdo 3 mM de DMSO-ds dos compostos 6-13.

composto THS (ppm) -d&¥dT (ppb/K)
6 7,19e¢ 7,17 5,3e5,0
7 7,28 € 7,22 8,1e7,1
8nm(1) 6,99 6,1
8NHE2) 8,18 43
INH(1) 6,87 6,7
INH(2) 8,31 5,3
10N 6,92 5,6
10n12) 8,15 6,1
11nm(n) 6,91 5,8
11nne) 8,15 53
1210 6,94 ¢ 7,00 3,534
12xH(2) 8,15 ¢ 8,21 29¢e28
TET 6,83 ¢ 6,90 62¢538
13 8,15 ¢ 8,24 55654
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ANEXO 2

Sisitema biciclico

Os dados da variagdo do deslocamento quimico dependente da concentragio, sugerem

baixa concentragdo de agregados na faixa entre 1 a 12 mM e na faixa de 1 a 15 mM

respectivamente para os compostos 23 e 24 (Figura 1).

=] =]

& 7,5 & 7,5

g 6,5 E =—aan 6,5

-5 8

et .. 55 e . 5,5

g ;__. * |e T 4,5 1 8 ] ' ' 4’5 '

3 2 -1 0 -3 -2 -1 NH(l)O
. *NHQD) bgfcy *°0

log [C] s )
23 24

Figura 1. Grafico da variagdo do deslocamento quimico em fung¢do do log da concentragio

Observou-se uma dependéncia linear dos hidrogénios NH de ambos compostos em
fungio da temperatura. A determinagdo da velocidade de troca de deutério para 23 e 24 foi
realizada seguindo mesmo tipo de procedimento realizado para os outros compostos € as
seguintes constantes de velocidade de troca foram observadas: 1,9 x 10~ para o composto 23
e >10” para ambos hidrogénios NH de 24. Além disso, ndo foram observadas correlagBes
NOE tipicas de estruturas secundarias para o composto 24.

Os resultados demonstram que 23 e 24 ndo apresentam ponte de hidrogénio
intramolecular em solugdo de CDCl;, podendo, desta forma, ser utilizados como referéncias

ndo ligada na comparag@o com os dados espectroscopicos dos demais compostos.
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ANEXO 3

Desl, Quim. (ppm)

Sistema Triciclico

4 = ]
7 . . NI_KZ) ~~ 6,6 -1 i L
65 "™ E = NH(2)
5? 1 g 5.6 - . ANH®)
. . %
; o ® "rnupy & laa 4
54 & i —
~ _’8_ £6 , T ‘ T ]
4,5 T T 1 [ 3 ) -1 0
3 -2 -1 0
log [C
log [ C] og [C]
17 18
54 —+
- = 5,4 -
g . g
g £ |e—ee s O
<~ o
8 4,6 T T 1 8 4,6 T T 1
-3 2 -1 0 3 2 -1 0
log[C] log [C]
19 20
5,4_ o~ —_
g 5,4
] >
s
F:
4’6 T T v Q 4,6 T T
-3 -2 -1 0 -3 2 -1
Log [C] log [C]
22
21

Figura 1. Gréficos da variagio do deslocamento quimico em fungio do logaritmo da

concentragdo para os compostos 17-22
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56 NH (1)
E 54
&34 T, R2-09937
g 52 M’=0,9662
) g 5 M2=0,9902
g 43
4,6 T T T T T 1 T l:f:zidM
25 30 35 40 45 50055
T (0C)
17
5,6 NH(1)
5.4 TR g g R?=0,8973
52

¢ o o or2- 0,9981
A—A—a—a 4 5 4

R?=10,9911

>
N o0

[y

T T T T T T T 1

25 30 35 40 45 50 55 ®32mM
B 97 mM

TOC  a37mM

Desl. Quim. ppm
Wh

18

Desl. Quﬁn ppm

NH(2)

a
869 A\A\‘\"\A\.\A
e R?=0,9945

8’ 67 M R>=0;9962
% & , = R2-09974
Q 6.,3 T T T T T T T 1
25 30 35 4045 50 55 M
27 mM
T(OC) A 96 mM
17
NH(2)
6.9 k'\.\.\*\l\.,R2=ﬁf}915
7 e o
6,5 R?=10,9948
6,3v 07 7| T T T Vl T Vl» .32:mM
25730 35 40 4550 55 L o
TC) A3,7mM

18

Figura 2. Graficos da variagdo do deslocamento quimico em fungdo da temperatura para os

compostos 17-18.
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G .54 R2=0,9863
gs’l | % \
g T RZ — 26 O
& =0,99 % 0978
< ] 0,9925 a R=0%812
w3
2 R?=0,9967
4,9 T T T T T T T ! 4:8 T T T ‘ T T T 1
20 30 40 50 60 25 30 35 40 45 50 55 0126;;3}1
B ¢ 102 mM nl4
T(0C) m 3 mM RO A3mM
s 47 mM
19 20
5,1 -
g R =0,9926 & \'\'\.\Rz;o?i
& BN e S g ’
z . R= 0,954 < 24 0,9901
48 ‘ ' ™ ' @3mM a2 R’ =098
20 30 40 50 0 %15mM 49 u T .
T ’ 20 30 40 S0 AN
¢ 3mM
Y]
m 43 mM
231 oM
22

21
Figura 3. Graficos da variagdo do deslocamento quimico em fung¢do da temperatura para os

compostos 19-22.
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