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Resumo
Santos, G. B. Estudos de sintese total de peptideos ciclicos naturais. 2016. 127f. Tese

(Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao

Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

O uso de peptideos na terapéutica apresenta inumeras limitagdes, desde caracteristicas fisico-
quimicas até perfil farmacocinético inadequado para absorcdo oral. Entretanto, novas
estratégias sintéticas para redug¢do de custos e aumento da estabilidade quimica e metabodlica
de peptideos, associada a vias alternativas de administragdo foram desenvolvidas e permitiram
0 acesso a essas moléculas no mercado farmacéutico. Diante disso, peptideos naturais
bioativos, subexplorados do ponto de vista quimico medicinal, s3o considerados bons
prototipos para o desenvolvimento de biblioteca de analogos ndo-naturais, gerando
informagdes relevantes para a compreensdo da relagdo entre a estrutura quimica e a atividade
biologica destes compostos. No presente estudo, os peptideos ciclicos rufomicina B
(tuberculostatico), chaiyaphumine A (anti-malarico), ciclozantoxilano A e desotamide B
(antibiodtico) foram estudados do ponto de vista sintético sob diferentes metodologias. Para tal,
os aminoacidos Fmoc-N-Metil-L-Leucina e Fmoc-L-crotil-glicina foram sintetizados com
rendimentos satisfatdrios para sintese do antibidtico rufomicina B. O aminoacido Fenil-acetil-
L-treonina foi obtido em bons rendimentos e a sintese de chaiyaphumine A e derivado foi
testada em fase solida, em solucdo e empregando combinagdo dos dois métodos. O peptideo
desotamide B e ciclozantoxilano A foram sintetizados, mesmo que em baixo rendimentos, em
fase solida com ciclizacdo solugdo. Ainda, a sintese de desotamide B também foi possivel
através da metodologia “safety-catch”. Por fim, realizamos analise sistematica das
propriedades fisico-quimicas e estruturais dos peptideos no mercado e em fase clinica e
comparamos os resultados obtidos com os alvos desse estudo.

Palavras-chave: Peptideos ciclicos, sintese de peptideos, rufomicina B, chaiyaphumine A,

ciclozantoxilano A, desotamide B.
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Abstract

Santos, G. B. Total Synthesis Studies of Natural Cyclic Peptides. 2016. 127f. Thesis
(Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

The use of peptides in therapy presents several limitations, from physicochemical
characteristics to inadequate pharmacokinetic profile for oral absorption. However, new
synthetic strategies for cost reduction and increase of the chemical and metabolic stability of
peptides associated with alternative routes of administration were developed and allowed
access to these molecules in the pharmaceutical market. Therefore, natural bioactive peptides,
is an underexploited class from the medicinal chemist's point of view, are considered good
prototypes for the development of similar series, generating information relevant to
understanding the relationship between chemical structure and biological activity of these
compounds. In the present study, cyclic peptides rufomycin B (antituberculosis activity),
chaiyaphumine A (anti-malarial), cyclozanthoxylane A and desotamide were studied from the
synthetic point of view, through different metodologies. In this sense, the amino acids Fmoc-
N-Methyl-L-Leu and Fmoc-L-crotyl-Gly were synthetized in good yields for the total
synthesis of rufomycin B. The amino acid Phenyl-acetyl-L-threonine was obtained in high
yield and the synthetic studies on the chaiyaphumine A and analogue has been performed in
solution and solid phase peptide synthesis and also through the combination of the 2 methods.
The peptides desotamide B and cyclozanthoxylane A were synthetized, in low yields, in solid
phase and in solution cyclization. Desotamide B could also be synthetized through safety-
catch solid phase method. At end, we performed a systematic review of the physical chemical
properties of all market and on clinical trial peptide drugs and we compared the results with
the target molecules in this study.

Key words: Cyclic peptides, peptide synthesis, rufomycin B, chaiyaphumine A,

cyclozanthoxylane A, desotamide B .
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1. INTRODUCAO

As limitagdes do uso de peptideos e proteinas na terapéutica envolvem o alto custo de
producdo, a rdpida metabolizacdo dessas moléculas por proteases in vivo, € a baixa
estabilidade as variagdes de pH e temperatura.* Além disso, a via de administracio oral de
farmacos peptidicos continua desafiadora, de maneira geral, devido a propriedades fisico-
quimicas incompativeis a permeabilidade e hidrossolubilidade necessarias para absor¢do
oral.>*®

Entretanto, novas estratégias sintéticas para redugdo de custos e aumento da estabilidade
quimica e metabodlica de peptideos, associada a vias alternativas de administragdo e liberagao
de farmacos, foram desenvolvidas recentemente, o que possibilitou a inimeros farmacos
baseados em peptideos alcangarem o mercado.’” Atualmente, cerca de 110 farmacos peptidicos
estdo disponiveis para aplicacdo terapéutica, sendo alguns considerados “block-busters” em
vendas, como o etanercept/Enbrel® (artrite reumatoide/$8 bilhdes em 2011)°,
rituximab/Rituxan® (linfoma ndo-Hodgkin de células B/$7 bilhdes em 2011)°,
glargine/Lantus® (diabetes tipo I e I1/$4,8 bilhdes em 2011)", pegfrilgrastim/Neulasta®
(mielossupressao/$3,5 bilhdes em 201 D'eo dipeptideo bortezomib (linfoma) (Figura 1)."?
Ainda, estima-se que a taxa de aprovagdo de farmacos peptidicos foi duas vezes maior
comparado a pequenas moléculas em 2010, evidenciando o potencial terapéutico de
farmacos peptidicos. Mais recente, a taxa de aprovacdo de farmacos bioldgicos, entre eles
enzimas, peptideos e anticorpos, foi de um terg¢o do total de farmacos aprovados em 2015, um

significativo aumento comparado com o um quarto aprovado em 2014."
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Figura 1. Exemplos de farmacos peptidicos com alto faturamento no mercado.

Acredita-se que pesos moleculares no intervalo entre 500-2000 Da seja ideal para que
peptideos atuem em novos alvos biologicos, desafiadores para pequenas moléculas, como os
que envolvem interagdes proteina-proteina.'”” E conhecido que apenas 20-30% dos alvos
terapéuticos possam ser acessados por classes de farmacos usuais, como pequenas moléculas
ou anticorpos terapéuticos. A grande parte das proteinas continua considerada como
"undruggable", como por exemplo fatores de transcri¢do e proteinas, os quais possuem papel
importante em diferentes enfermidades. Esses alvos ndo-enzimaticos apresentam na sua
maioria uma superficie plana, o que dificulta a alta afinidade de pequenas moléculas por estes
alvos.'

Neste trabalho, definimos farmacos peptidicos como pequenas moléculas que nao
compartilham qualquer caracteristica com peptideos que ocorrem naturalmente em
mamiferos, ou peptideos hormonais, a fim de distinguir farmacos peptidicos de

peptidomiméticos, miméticos hormonais ou anticorpos.



Devido ao alto indice de farmacos peptidicos aprovados para comercializagdo nos
ultimos 5 anos (11% do total) e considerando o reduzido numero de grupos na academia e
industria dedicados a essa sintese, podemos concluir que os farmacos peptidicos tem sido
muito mais prosperos quando comparado a pequenas moléculas. Dentre as classes em que se
distribuem, farmacos peptidicos se concentram principalmente no tratamento de doengas
infecciosas, oncologia, hematorreguladores e imunomodulatérios (Figura 2). Dois fatores
importantes que contribuem para o sucesso de farmacos peptidicos € a alta especificidade e

afinidade com o alvo, e a baixa toxicidade dessas moléculas e seus metabolitos.! !

Farmacos peptidicos- Distribui¢do Terapéutica

Desordens urinarias  Analgésico

Anti-inflamatério
5%

Oncoldgicos
1

Antialérgico
2%

Antifungico
4%

Desordens Hormonais
6%

Desordens gastrointestinais
5%

Figura 2. Distribuicdo de fArmacos peptidicos por classe terapéutica.

1.2 Peptideos naturais antibioticos

A for¢a motriz para desenvolvimento de novos farmacos anti-infecciosos €, na maioria
dos casos, o inevitavel surgimento de resisténcia bacteriana aos antibidticos, consequéncia do
uso indiscriminado na clinica e na producio de alimentos de origem animal."”
Adicionalmente, inumeras induastrias farmacéuticas deixaram de realizar pesquisa e
desenvolvimento em novos antibidticos devido ao mercado econdmico desafiador para esse
setor. A antibidticoterapia normalmente ¢ de curto prazo, com duragdo de apenas alguns dias,
sendo menos lucrativa que farmacos de uso cronico (anti-hipertensivos, hipoglicemiantes e

hipocolesterolémicos, por exemplo).”’ Ainda, o custo para o desenvolvimento nio &

recompensado pela sua vida util limitada, devido a eventual resisténcia adquirida pelos



microorganismos.”' Porém, existe outro fator importante - a dificuldade intrinseca em
descobrir novos antibioticos.?

Praticamente todos os agentes antiinfecciosos utilizados hoje foram descobertos durante
a "era de ouro" dos antibioticos, entre 1940-1960, sendo a maioria desses compostos

identificada por meio de triagem de actinomicetos e streptomicetos de solo (Figura 3)."
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Figura 3. Antibidticos empregados atualmente na clinica desenvolvidos nas décadas de 1940-1960."

Desde 1987, nenhuma nova classe de antibiotico foi descoberta e a aprovagdo de novos
farmacos antibidticos no ultimos anos se tornou um fendomeno raro. Antibidticos aprovados
pelo FDA entre 2010-2015 s3o da classes das oxazolidinonas, cefalosporinas e -lactdmicos

(Figura 4).
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Figura 4. Antibioticos aprovados pelo FDA entre 2010-2015.

Dentre as razdes que justificam a baixa taxa de inovacdo de farmacos desta classe
terapéutica destaca-se a adog¢do de novas plataformas para a descoberta de farmacos,
desenvolvidas a partir dos anos 90. Tais estratégias, que envolvem o desenho racional de
farmacos, a quimica combinatdria e a triagem de alta eficiéncia (high-throughput screening)
mostraram-se ineficazes para obten¢do de moléculas sintéticas com espectro de atividade
contra patogenos importantes clinicamente.”’ Além disso, a adogdo da "Regra de Lipinski" -
(Ro5) pelas industrias farmoquimicas também contribuiu para a limitagdo no
desenvolvimento de antibidticos, uma vez que exclui moléculas capazes de atravessar
membranas de procariotos. De fato, a excepcionalidade da aplicagdo da Ro5 a antibioticos ja
foi relatada por vérios autores, incluindo Lipinski.”> Foi demonstrado mais recentemente, que
antibidticos apresentam maior polaridade e peso molecular comparado a outras classes de
farmacos, o que sugere a necessidade de propriedades diferentes para penetrar células nao
humanas.**

A exemplo dessas propriedades fisico-quimicas diferenciadas, quando analisamos os
peptideos antibiodticos aprovados nos ultimos cinco anos pelo FDA, dalbavancina, telavancina
e oritavancina, por exemplo, apresentam propriedades que violam 3 ou 4 das regras de
Lipinski, todos com peso molecular e numero de grupos aceptores ¢ doadores de ligacao
hidrogénio acima do estabelecido pela regra (Figura 5). Essa constatacdo reforga a

necessidade de plataformas diferenciadas para triagem de novos antibitoticos.
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Figura 5. Peptideos antibidticos aprovados entre 2012-2016 pelo FDA.

O antibidtico daptomicina, aprovado em 2003 pelo FDA — peptideo ciclico anfifilico
isolado de Streptomyces roseosporus — destaca-se pela alta seletividade para bactérias gram
positivas, sendo empregado em infecgdes por bactérias multi-resistentes, criando
oportunidade para descoberta de novos antibidticos peptidicos.”’ Este farmaco apresenta
propriedades fisico-quimicas que violam todas as regras de Lipinski (Figura 6), entretanto,
sua investigacdo e aprova¢do no mercado, garantiu uma alternativa para o tratamento de
infeccdes contra cepas de S. aureus resistente a meticilina (MRSA), atuando com novo
mecanismo de agdo. A morte celular ¢ induzida por efluxo de potassio por canais de calcio
dependente, seguida de insercao da cauda apolar do antibiotico na membrana celular do

microorganismo.*
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Figura 6. Peptideo natural isolado de Streptomyces roseosporus aprovado em 2003 pelo FDA.

O exemplo da daptomicina demonstra a necessidade de alternativas para o acesso a
diversidade quimica na descoberta de novos farmacos antibidticos, a fim de alcancgar classes
estruturais inovadoras, com novos mecanismos de acdo contra microorganismos
multiresistentes. O isolamento de novos produtos naturais, por exemplo, de microorganismos
até entdo incultivaveis ou de fontes pouco exploradas, como microorganismos marinhos, pode
fornecer uma saida para o desenvolvimento de nova geragio de antibioticos.”? Exemplo dessa
nova abordagem, foi a descoberta de bactéria do género Entotheonella, microorganismo que
vive em simbiose com a esponja marinha Theonella swinhoei, € o isolamento a partir deste
organismo, de enorme gama de compostos bioativos, muitos peptideos, hoje em fase inicial de
estudos (Figura 7).%° Nota-se, portanto, uma fonte ainda pouco explorada de microorganismos

e comensais marinhos.?’



Figura 7. Peptideos antimicrobianos isolados de bactéria do género Entotheonella, comensal da esponja
Theonella swinhoei. Foto: Guido Poppe.

Assim, a busca por novos antibioticos em estruturas peptidicas mostra-se como uma
alternativa para essa falta de perspectivas no desenvolvimento de antibidticos. Através de
analise dos farmacos que foram langados ao mercado nos ultimos 5 anos, observamos que 20

destes sdo peptideos, sendo que 10 sdo novos anti-infecciosos, entre antibidticos e antivirais

(Tabela 1).



Tabela 1. Farmacos peptidicos aprovados de 2012-2016 pelo FDA.

Nome

Comercial Nome Genérico Aprovacio Financiador Indicacio
Gattex Teduglutide 2012 NPS Pharmaceuticals Sindrome do intestino curto
Saxenda Liraglutide 2014 Novo Nordisk Controle de peso
Bydureon Exenatide 2012 Amylin Controle glicémico em adultos com diabetes tipo II
Signifor Pasireotide diaspartate 2012 Novartis Sindrome de Cushing'
Dalvance Dalbavancin 2014 Durata Therapeutics Infec¢do dérmica bacteriana
Entresto Sacubitril e valsartan 2015 Novartis Insuficiéncia cardiaca cronica
Kyprolis Carfilzomib 2012 Onyx Pharmaceuticals Mieloma multiplo
Daklinza Daclatasvir 2015 Bristol-Myers Squibb HCYV cronica - genotipo 3
Technivie Ombitasv'i o par@taprevir ¢ 2015 Abbvie HCV cronica - genotipo 4
ritonavir
Zepatier Elbasvir and grazoprevir 2016 Merck HCYV cronica - genotipos | e 4
Evotaz Atazanavir and cobicistat 2015 Bristol-Myers Squibb Infeccgdo HIV-1
Elvitegravir, cobicistat,
Genvoya emtricitabine e tenofovir 2015 Gilead Sciences Infeccgdo HIV-1
alafenamide
Prezcobix Darunavir e cobicistat 2015 Janssen Infeccgdo HIV-1
Linzess Linaclotide 2012 Forest Labs and I.ronwood Sindrome do intestino curto e constipagdo idiopatica cronica
Pharmaceuticals
Vibativ Telavancin 2013 Theravance Pneumonia causada por S. aureus
Harvoni Ledipasvir and sofosbuvir 2014 Gilead Hepatite C
Vl};c:lira ?ﬁ)ﬁ;ﬁ?gﬁgﬁ;ﬁgﬁ:ﬁ’ 2014 Abbvie Hepatite C cronica - genotipo 1
Surfaxin Lucinactant 2012 Discovery Laboratories Sindrome do desconforto respiratorio neonatal
Savaysa Edoxaban 2015 Daiichi Sankyo Trombose venosa profunda, embolia pulmonar
Orbactiv Oritavancin 2014 The Medicines Company Infeccao dérmica bacteriana
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Peptideos antimicrobianos sdo produzidos por organismos diversos como mamiferos,
artropodes, plantas e bactérias. A biossintese de peptideos representa papel importante do
sistema imune inato destes organismos, € atua como mecanismo de defesa a micro-
organismos patogénicos. Usualmente, sdo compostos de 10-50 residuos de aminodcidos,
sendo de configuragdo -D e -L, usuais ou ndo-usuais.”’ Apesar dos relatos da existéncia de
mais de 140 aminoacidos encontrados em peptideos naturais, apenas 20 sdo considerados
usuais, e todos os outros sdo, portanto, derivados pos-traducionais destes, denominados nao-
usuais ou nio-proteogénicos.”®

Antimicrobianos peptidicos naturais sdo cationicos, anfifilicos ou hidrofobicos,
propriedades que facilitam a interacdo destes com membranas bacterianas, carregadas
negativamente. Nas membranas, os peptideos formam poros, levando ao desequilibrio
eletrolitico e morte celular.”’ Exemplo de peptideo antibidtico catiénico anfifilico é o derivado
sintético do indolicidina, Ominagan®,* e de peptideo catidnico hidrofobico, o peptideo

natural bactenecin (Figura 8).31

Peptideo Anfifilico Catiénico Peptideo Hidrofobico Cationico

Ominagan Bactenecin

Figura 8. Estrutura dos peptideos Ominagan® e bactenecin.

Nesse sentido, peptideos antimicrobianos naturais constituem agentes terapéuticos
promissores, devido sua seletividade, mecanismos de a¢do que se diferenciam de antibidticos
usuais, 0 que os torna menos suscetiveis a resisténcia bacteriana e, portanto, excelentes

’ . , e 32
compostos lideres para o desenvolvimento de novos farmacos antibioticos.
Devido a dificuldade no processo de extragdo e obtengdo sintética de antimicrobianos

peptidicos, a engenharia genética ¢ ainda a estratégia mais amplamente utilizada para
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produgdo em larga escala desses compostos. Uma das alternativas com menor custo para
produgdo de peptideos € a expressdo recombinante empregando micro-organismos resistentes
ao antibidtico produzido. Um exemplo, ¢ o antimicrobiano peptidico plectasin, primeira
defensina obtida de fungo saprotitico com interesse terapéutico, produzido por expressao

J4

, . . 33 . . ~
fungica em altos rendimentos.” Hoje, esse mesmo sistema ¢ empregado para producgio

industrial de outros peptideos antimicrobianos de interesse farmacéutico (Figura 9).**
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Figura 9. Antibiodtico peptidico plectasin em fase de estudos pré-clinicos.

Mesmo com custos elevados, muitos peptideos antimicrobianos sdo obtidos
sinteticamente pela industria, dentre eles podemos citar o enfuvirtide (Fuzeon®), farmaco
anti-HIV produzido pela Roche e aprovado pelo FDA em marco de 2003.%° Esse peptideo,
composto por 36 aminoacidos, ¢ obtido sinteticamente através da combinagdo de Fmoc-SPPS
e sintese em solugdo em um total de 106 etapas, com produgdo anual de mais de 3 toneladas e

faturamento estimado de U$ 700-800 milhdes de délares por ano (Figura 10).*°
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Figura 10. Estrutura do peptideo natural enfuvirtide obtido pela Roche por via biotecnoldgica.

1.3 Estratégias sintéticas para obtenc¢ido de peptideos ciclicos

Restringir uma cadeia peptidica em uma conformacao definida por meio de reagdes de
ciclizacao ¢ uma estratégia adotada pela natureza e pela quimica sintética, esta ultima tendo
destaque apenas nas ultimas décadas. Apesar de intensos esfor¢os e desenvolvimento de
novos métodos, a ciclizagdo de macrociclos continua sendo considerada uma etapa

desafiadora da sintese de peptideos ciclicos.
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A restrigdo conformacional gerada pela ciclizagdo pode aumentar a estabilidade
enzimatica de peptideos e também afinidade/especificidade destes por bioreceptores, e
portanto, nota-se grande esforco sintético em desenvolver novas metodologias para obtencao
de peptideos e depsipeptideos ciclicos.'” Nos Gltimos anos, diversos peptideos ciclicos
alcangaram o mercado, dentre eles, os antibioticos anfomicina e basifungina e o modulador
hormonal atosiban (Figura 11). O sucesso dos peptideos ciclicos em fase clinica de testes tem
inspirado pesquisadores na sintese e triagem de biblioteca de analogos ciclicos de produtos

naturais.

- | Q
Anfomicina .
C/g N

Basifungina

Figura 11. Farmacos peptidicos recentemente langados ao mercado.

O custo da sintese de peptideos ciclicos ¢ muitas vezes proibitivo devido ao emprego de
reagentes e equipamentos de alto custo. Entretanto, nos ultimos anos com a otimizacao dos
rendimentos de ciclizagdo e dos métodos cromatograficos de separagdo, criou-se um ambiente
favoravel para sintese em detrimento de outros métodos de obtencdo de peptideos, a exemplo

., . . . . . 37
da sintética em escala industrial do imunossupressor ciclosporina.

Dependendo dos grupos funcionais presentes, peptideos podem ser ciclizados em quatro
formas diferentes: Cabeca-cauda (C-terminal ao N-terminal), cadeia lateral-cauda, cabeca-

cadeia lateral e cadeia lateral-cadeia lateral (Figura 12).2
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NH,

Cadeia lateral-cadeia lateral Cadeia lateral-cauda

. NH, R’ R

R COH

Figura 12. Representagdo das quatro possibilidades de ciclizagdo de peptideos (Adaptado de White et al).”

Neste trabalho, o enfoque principal envolve a estratégia cabeca-cauda e os respectivos
métodos empregados para essa finalidade. Dentre os métodos empregados para sintese de
peptideos, iremos abordar a sintese total em solugdo, a sintese em fase sélida com ciclizagdo

em solu¢do e o método de sintese e ciclizagao em resina “safety-ca‘[ch”.3 8

1.3.1 Sintese de peptideos e depsipeptideos em solugdo

Peptideos lineares podem ser sintetizados eficientemente em solug¢do, empregando
sistema de prote¢do ortogonal, que permite a constru¢do do peptideo com cadeias laterais
. . 35 . . .
reativas protegidas.” De maneira geral, os fragmentos protegidos podem ser combinados em
solugdo para dar origem a peptideos maiores, € assim, apos a remocao dos grupos protetores

das cadeias laterais e clivagem da resina, obtém-se o peptideo desejado (Figura 13).
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Figura 13. Representacdo esquematica da sintese em solugdo de peptideos.

Apesar do surgimento de inimeras novas abordagens na sintese de peptideos ciclicos, a
sintese do peptideo linear com ciclizagdo cabega-cauda em solugao, na presenga de reagentes
de acoplamento, continua sendo a estratégia mais empregada. Neste caso, o resultado da
ciclizagdo ¢ majoritariamente influenciada pela conformagdo adotada pelo precursor linear na
solucdo. Portanto, o planejamento retrossintético e o desenho da sintese em solugdo ¢
essencial para escolha racional dos grupos de prote¢dao e dos reagentes de acoplamento, bem
como do ponto de desconexdo do anel.”

A selecdo adequada do ponto de desconexdo do anel facilita significativamente a reagao
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de macrociclizacdo, evitando reagdes de polimerizacdo e/ou epimerizacdo do residuo C-
terminal. Por exemplo, baixos rendimentos sdo observados, caso o ponto da macroclizagdo
envolva aminoacidos estericamente impedidos, como N-alquil, o,a-substituidos ou
valina/isoleucina, ou aminoacidos de mesma estereoquimica.2 Por outro lado, melhores
rendimentos podem ser obtidos na macrociclizagdo que envolva aminodcidos com

estereoquimica opostas (Figura 14).4041

Ra
\\\R1
NH,
OH
0]
CHj
HsC
CH3 CH3
NH; NH,
OH OH
(0] (0]

[D]

Figura 14. Grupos com baixos rendimentos na etapa da ciclizacdo destacados em laranja. A= Grupo amino

terminal N-metilado; B=residuo o,a-substituido; C=residuo terminal valina D=residuo terminal isoleucina.

Estudos envolvendo ciclizagdo de peptideos mostram que o rendimento dessa etapa ¢

1. Estes estudos levaram a

fortemente dependente da sequéncia e do tamanho do ane
conclusdes importantes, como a observacao de que sequéncias lineares, contendo os grupos N
e C-terminais proximos, no conférmero mais estdvel, apresentam alta eficiéncia de
ciclizacdo.” Ainda, estudo realizado por Meutermans e colaboradores demonstrou que na
ciclizacao de tetrapeptideos, a presenga do aminoacido glicina ¢ essencial em sequéncia
contendo apenas aminoacidos —L.* Similarmente, peptideos contendo D e L-aminoacidos
alternados, apresentam maiores rendimentos de ciclizagdo devido aos menores confrontos

7o . - 42 . ’ ~ . . .
estéricos entre as cadeias laterais.”” Ainda, tetra e pentapeptideos sdo mais dificeis para
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ciclizar e, quando efetiva, a ciclizagdio normalmente ¢ acompanhada por oligo- ou
polimerizagdes. Observa-se também que peptideos ricos em residuos de Arg, Lys e Thr sdo

mais dificeis de ciclizar devido a formagdo de ligacdes de hidrogénio bidentadas

intermoleculares, reduzindo sua reatividade (Figura 15).*

Lys(Boc) Arg(Pbf)

T
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Z
\
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/)\O\é
T
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-z /—h
p
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, N
o b L NH Ho
' ' | 0 H
1 B : H HN~
o " NH HNYN\/\\\‘KWOH
>‘\OJJ\I{I/\/\‘WKfO HN\be o)

OH
Figura 15. Formagdo das ligagdes de hidrogénio bidentadas entre residuos de Lys(Boc) e Arg(Pbf).

No tocante a depsipeptideos, o fechamento do anel atende aos mesmos requisitos
anteriormente citados. A ciclizagdo, nesse caso, pode ocorrer tanto na ligagdo éster
(macrolactonizagdo) como na formacdo da ligagdo amida (macrolactamizaco).” A sintese
total do metabolito fangico valinomycin® e do produto natural marinho tamandarin A

(Esquema 1) sdo exemplos de macrolactamizacio de depsipeptideos.*”
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HATU, DIPEA, THF
\ HATU, DIPEA, DMF
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Tamandarin A (63%) Valinomycin (24%)

Esquema 1. Depsipeptideos naturais obtidos por macrolactamizagao.

Exemplos de macrolactonizagio incluem a sintese total do depsipeptideo LI-F04a*’ da

classe das fusaridicinas, e do depsipeptideo natural Dolastatin 16 (Esquema 2).*

HO, OHO ¥

jé—NH HNJ<;
O HN

N H
HO ”\ O/\C/(N =0 NH \ 0 HN—Cbz
ﬁ v ”2“ °

Cloreto de 2,4,4 triclorobenzoila, DMAP,

TEA, tolueno
MNBA, DMAP, TEA, Tolueno
E (o)
YLD oL
0 HN_ .~y ™ ﬁ)\
B o nH 1 OHN__O
OO OO
a (n)-m\yo NH, ~=Q,

NH,

_/
oL
T
L
\of
iog;

Dolastatin 16 (22%) LI-FO4a (58%)
Esquema 2. Depsipeptideos naturais obtidos por macrolactonizagdo. TEA= trietilamina; DMAP=dimetilamino
piridina; MNBA=anidrido 2-metil-6 nitrobezdico.
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1.3.2 Sintese do peptideo linear em resina e ciclizagdo em solugdo

Com o advento da sintese de peptideos em fase solida (SPPS), desenvolvida por
Merrifield em 1963,% descortinou-se a oportunidade para o desenvolvimento de peptideos
estruturalmente mais complexos ¢ em maior quantidade. Essa nova técnica sintética ganhou
ainda maior aplicabilidade com o desenvolvimento do grupo amino protetor 9-
Fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc) por Carpino et al em 1972, que apresenta maior facilidade
de remocdo quando comparado ao grupo Boc usado a priori por Merrifield. Ainda, esse grupo
¢ de facil eliminagdo por extracdes e filtracao, e apresenta possibilidade de monitorizagdao de
sua remoc¢ao por absorcdo UV do aduto dibenzofulveno. Nas ultimas décadas, inumeros
aprimoramentos dessa técnica, como novas resinas, grupos protetores, reagentes de
acoplamento e ligantes, permitiram a automatizagao da SPPS, levando ao desenvolvimento da
sintese de peptideos completamente automatizada e eficiente, onde dezenas de peptideos
podem ser construidos simultaneamente.”’ Hoje, a SPPS, baseada nos grupos de protego
Fmoc/t-But representa o método mais amplamente empregado na sintese de peptideos, devido
a facilidade do monitoramento das reacdes € uso de condi¢des de desprotecdo brandas e a
possibilidade de clivagem e total desprotecdo das cadeias laterais do peptideo em uma tunica

etapa reacional (Esquema 3).”



19

O J<NH Aminoacido Fmoc protegido
,R3/S7/OH

Ativacao da carboxila

oA
/) [T Q

0]

Ester ativado

Esquema 3. Representagdo esquematica de Fmoc/-Bu SPPS empregando ligante e grupos de protecdo das

cadeias laterais acido labeis. GP=Grupo de prote¢do; RC=Reagente de acoplamento.

As vantagens do emprego da sintese do precursor linear em fase sélida sdo, dentre
outras, a possibilidade do uso de reagentes em excesso, aumentado a velocidade das reacdes, a
viabilidade de automatizacao das etapas de acoplamentos e desprotecdes, a purificagao

, ~ ~ ey e ~ , 51
através de extragdes e filtracdo, e a possibilidade de uso de reacdes em fluxo continuo.” O
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J4

acompanhamento das reagdes, neste caso, ¢ realizado através de testes qualitativos, como
detec¢do de grupo amina livre com o tese de Kaiser e cloranil. Também ¢ possivel realizar
testes quantitativos como a detec¢do por absorcdo no ultravioleta do grupo dibenzofulveno,
liberado durante a desprotecdo do grupo Fmoc, conforme citado anteriormente.”® Em geral,
nota-se maior pureza do peptideo linear clivado da resina quando comparado ao obtido em
solugdo, uma vez que as lavagens da resina sdo realizadas apds cada etapa de acoplamento e
desprotecao.

Diante do exposto, o precursor linear pode ser sintetizado por meio de emprego de
ligantes diversos, de acordo com os grupos funcionais desejados ao final da sintese, dos
aminoacidos presentes e dos grupos de protecdo empregados. Na Fmoc-SPPS, a ligacao
peptideo-ligante pode ser clivada, na maioria das vezes, por meio de tratamento com acido
trifluoracético (TFA). Alguns ligantes podem ainda ser clivados na presenca de nucleofilos ou

de luz (Tabela 2).

Tabela 2. Ligantes empregados em Fmoc SPPS.”!

Ligante Clivagem Caracteristicas

90-95% de TFA v/v, 1-2h Ao final da clivagem, fornece peptideo com
O cadeias laterais livres, com grupo C-

terminal acido.

1-5% de TFA em DCM, 5 Ao final da clivagem, fornece peptideo com

O min cadeias laterais protegidas.

90% v/v TFA; Pode ser empregada para obter peptideos
1-5% TFA em DCM, 1 min. | com cadeias laterais protegidas ou livres,

dependendo das condigdes de clivagem.

O\/O 0 50% TFA em DCM, 1h; Apds clivagem, fornece o peptideo com C-
~
90-95% v/v TFA, 1h. terminal amida.

Fmoc/NH °

Amonia em MeOH, 24 h Clivagem em meio basico ocorre com
O formagdo de peptideo com C-terminal
modificado, dependendo do nucledfilo

usado.
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hv (350 nm), 12-24 h A fotoclivagem leva ao peptideo C-terminal

O amida.

(i)  Iodoacetonitrila-DIPEA | Fornece o peptideo ciclizado, onde o grupo
O (20:5) em NMP, 24h. (ii) | amino terminal atua como nucleodfilo e

DIPEA em THF, 24h (2x). ocorre clivagem simultanea a ciclizagao.

A estratégia mais empregada para macrociclizagdo, como mencionado no item anterior,
¢ a ciclizacdo em solug@o. As macrociclizagdes em solugdo sdo, em geral, realizadas em alta
dilui¢do (107-10™ M) para evitar as reac¢des intermoleculares, como oligo e polimerizacdes.”
Normalmente, essas reacdes sao lentas, o que possibilita reagdes de decomposi¢ao da
carboxila ativada, anterior ao ataque da amina.”’ No entanto, a vantagem da sintese do
precursor linear seguida de ciclizagdo em solugdo ¢ a possibilidade da caracterizagdo e
purificacdo desse analogo antes da etapa final de sintese, podendo ser identificada alguma
dificuldade sintética antes da etapa de ciclizagao.

Diante da diversidade de reagentes de acoplamento para sintese de peptideos, nota-se o
emprego de carbodiimidas, anidridos mistos, ésteres ativos, sais de fosfonio, urénio e imonio
com maior frequéncia em acoplamentos e macrociclizagdes, tanto em fase solida quanto em
solucao (Figura 16).

A escolha do reagente de acoplamento ¢ feita de acordo com a dificuldade do
acoplamento, por exemplo, se hd aminoacido N-metilado ou estericamente impedido, se a
reacdo ¢ em solucdo ou em fase solida e se a etapa ¢ uma macrociclizacdo ou formacao de
ligagdo éster. E importante notar que nenhum reagente de acoplamento sera eficiente para a
formacdo de todas ligacdes peptidicas e muitas vezes, para uma mesma reagao, multiplas
tentativas com diferentes reagentes poderdo ser necessarias para o realizagdo do acoplamento

desejado.
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Carbodiimidas
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Figura 16. Reagentes de acoplamento usualmente empregados em SPPS e sintese em solugo.

Entretanto, ¢ importante evidenciar que, em reagdes em solugdo, o uso de
carbodiimidas, como o EDCI'HCI, torna-se mais viavel diante da facilidade da sua remocao
do meio reacional com extracdo aquosa, devido a solubilidade do seu subproduto e da préopria
carbodiimida em élgua.54

Por outro lado, em Fmoc-SPPS, a carbodiimida mais empregada ¢ NN’-
diisopropilcarbodiimida (DIC), devido a sua alta solubilidade em DMF e DCM, solventes
utilizados nesta estratégia, e também pela facil remocdo através de extragdes com estes
solventes.” Ainda, em reagdes em fase sélida empregam-se comumente sais de fosfonio
como PyBOP e PyBroP e sais de urénio, como HBTU e HATU (Figura 16). A ordem de
eficiéncia dos reagentes de acoplamento mais comumente empregados em SPPS ¢: ésteres
OPfp/HOBt < DIC/HOBt < HBTU = PyBOP < HATU.”!

Carpino demonstrou, em estudos comparativos, que acoplamentos com emprego de
HOALt, eram mais eficientes, com menor taxa de epimerizacdo ¢ mais rapidos do que os que
utilizavam HOB,*® portanto, o desenvolvimento de muitos reagentes de acoplamento foram

baseados no HOAt, como o HATU e TATU.”” A maior reatividade de HOAt e derivados se
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deve ao efeito do grupo piridinico vizinho ao éster ativado, que forma uma ligagdo de

hidrogénio com a amina a ser acoplada, facilitando a reacdo (Figura 17).56

N
Oy e
B N
Z N N \
H O .0

» 0
0 \
\/g H/“l'\/f
R
HOBt HOAt

Figura 17. Ester ativado do HOBt e com HOAL, evidenciando o efeito do grupo piridinico que confere maior

reatividade do HOAL.

Assim, muitas vezes, reagdes de macrociclizagdo e acoplamentos envolvendo
aminoacidos estericamente impedidos, requerem reagentes de acoplamento altamente
eficientes, como HATU.>* Exemplos do emprego do HATU na macrociclizagio de peptideos
de dificil obten¢do incluem farmacos, como o inibidor de protease de virus de hepatite C,
vaniprevir (MK-7009).® Neste caso, a etapa de ciclizacdo com HATU fornece o macrociclo
com 100% de conversdo e 75% de rendimento em apenas 5 minutos, muito superior aos 50%
de rendimento obtidos apods 12 horas de reagdo com a combinagdo de EDCI/HOPO (Esquema

4).%
0 o I
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N0 ol
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O NH 0 <Q o)
NH HN—§—
0 0
. U Ao bon o
Ny—o“ Ho. 0 Estratégia1.HATU,5min,75%‘ HNR
HN:;< o/go
o’go

Estratégia 2. EDCI/HOPO,
12h, 50%

vaniprevir

Esquema 4. Macrociclizagdo do farmaco vaniprevir no tratamento com HATU e na combinagdo EDCI/HOPO.

Um exemplo do emprego da técnica de Fmoc-SPPS para obtencao do percursor linear,
com posterior ciclizagdo em solugdo, ¢ a obtencdo do antagonista de receptor CSa, o

composto PMX205, empregado no tratamento de Alzheimer (Esquema 5).%°
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Esquema 5. Uso da combinag@o de Fmoc-SPPS e ciclizagdo em solugdo para obtencdo do peptideo PMX205.

1.3.3 Sintese e ciclizagdo em resina: Emprego da resina “safety-catch”

Ancorar uma molécula em um polimero insolivel para realizar a ciclizagdo pode criar
um ambiente de pseudo-dilui¢do, uma vez que o grupo reativo teria menor probabilidade de
encontrar o grupo reativo de outra molécula, evitando as reagdes intermoleculares. A maior
vantagem em se empregar um suporte polimérico na ciclizagdo ¢ que extragdes e filtragcdes
sdo normalmente suficientes para a puriﬁcat;ao.2 Dentre os métodos empregados na sintese e
ciclizagdo em resina, 0 método "safety-catch” desenvolvido por Yang & Morriello®® apresenta
a possibilidade de ciclizagdo cabeca-cauda simultanea a clivagem. Neste método, a ligacao
ligante-peptideo, formando um grupo sulfonamida, ¢ estavel em todas condi¢des de sintese de
peptideos, em meio basico ou acido. Ao final da sintese da sequéncia linear, o grupo de
protecdo Fmoc deve ser substituido por grupo que seja estdvel em meio basico, empregado na
cianoalquilagdo. Para tal, o grupo Fmoc ¢ substuido pelo grupo tritila e em seguida ¢ realizada
a cianoalquilagdo na presenca de iodoacetonitrila ¢ DIPEA. Nessa etapa, conhecida como
etapa de ativagdo, a alquilagdo com iodoacetonitrila leva a uma maior eletrofilicidade do
grupo carboxila, que pode sofrer mais facilmente um processo de adicdo nucleofilica pelo

grupo amino terminal®” (Esquema 6).



25

J\/\/Q‘ )J\/ 1. TFATISIDCM
s-N__AA-A
O/\ 5 Y 2. DIPEATHE

|
0)

Esquema 6. Método geral de sintese e ciclizagdo na resina Kenner (Adaptado de Yang&Morriello).*

O ligante sulfamilbutiril j4 foi empregado com sucesso na sintese de diversos
peptideos ciclicos, como o peptideo natural cherimolacyclopeptide E e analégos®’, e dos

peptideos phakellistatin 12°%, polymyxin B1% ¢ brachystemin A®** (Figura 18).
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Figura 18. Exemplos peptideos naturais sintetizados com emprego da resina “safety-catch”.

A sintese total do hexapeptideo natural kahalalide A®, com emprego da resina “safety-

catch” ¢ exemplificada no esquema 7.

Fmoc

> ON

oﬁi@ Dl

H“WJ\* . g;rz
L |

t-BuO

Esquema 7. Reagentes: (a) piperidina/DMF 20%; (i) Fmoc-D-Leu-OH, DIC, HOBt (equiv.); (iii)
piperidina/DMF 20%; (iv) Fmoc-L-Thr(t-Bu)-OH, DIC, HOBt (4 equiv.); (v) piperidina/DMF 20%; (vi) Fmoc-
D-Phe-OH, DIC, HOBt (4 equiv.); (vii) piperidina/DMF 20%; (b) (S)-2 acido metilbutirico, DIC, HOBt (4
equiv.); (c) (i) TFA/iPr;SiH/H,0: 95:2,5:2,5%; (ii) Fmoc-L-Ser(t-Bu)-OH, DIC, (4 equiv.), 0,4 equiv. DMAP;
(iii) piperidina/DMF 20%; (iv) Fmoc-L-Thr(t-Bu)-OH, DIC, HOBt, (4 equiv.); (v) piperidina/DMF 20%; (vi)
Fmoc-D-Leu, DIC, HOBt (4 equiv.); (d) (i) piperidina/DMF 20%; (ii) Trt-Cl 4 equiv.; DIPEA 8 equiv.; (iii)
ICH,CN 10 equiv., DIPEA 12 equiv. (iv) TFA/CH,Cl,; DIPEA 3 equiv. (¢) TFA/i-Pr;SiH/H,O.

O presente trabalho propde estudos sintéticos envolvendo penta e hexapeptideos
antimicrobianos ciclicos naturais empregando as metodologias “safety-catch”, a sintese em
fase solida com ciclizacdo em solugdo e a sintese total em solucdo. Abaixo, descrevo os

produtos naturais estudados nesta tese de doutorado.

1.2.2 Desotamide B

Desotamide A foi descrita pela primeira vez em 1997, isolada de solo de Streptomyces
coletada proxima a DeSota Falls, GA, como co-metabolito com o peptideo biciclico
salinamide e o nucleosideo herbicidin A.°® Em 2014, o extrato de fermentacdo do

actinomiceto Streptomyces scopuliridus SCSIO ZJ46 encontrado no mar profundo ao sul da
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China, mostrou inibicdo dos micro-organismos patogénicos Streptococcus pneumoniae €
Staphylococcus epidermidis resistentente a meticilina, de grande interesse clinico. Desse
extrato, foi isolado desotamide A, juntamente com trés outros novos peptideos ciclicos

(desotamide B-D, Figura 19).”’
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Figura 19. Estrutura dos peptideos naturais desotamide A-D.

Apos isolamento, a desotamide B foi caracterizada por métodos de RMN e sua
configuragdo absoluta definida como sendo do peptideo ciclo-(L-Trp-Gly-L-Ans-L-Val-D-
Leu-L-Leu) (Figura 20). A triagem contra uma variedade de micro-organismos patogénicos,
revelou que a desotamide B apresenta notiavel atividade antimicrobiana frente aos
microoganismos Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MIC=16,0 pg/mL) e
Streptococcus pneumoniae (MIC=12,5 ng/mL), sem apresentar citotoxicidade em células

humanas (ICsp >100 uM). S. aureus se tornou um dos microorganismos mais prevalentes em
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infeccgdes S. pneumoniae ¢ agente etioloégico de diversas infec¢des invasivas, como sepse,
megingite e pneumonia. A descoberta de novas estruturas contra estas espécies pode fornecer

um modelo inovador para desenvolvimento de antibioticos contra sepas multirresistentes.

Diante da possibilidade de sintese total de peptideos naturais com alto valor terapéutico,
por meio de sintese em fase sdlida, sintese em solucdo e combinagdo das duas estratégias,
vislumbra-se a oportunidade para o estudo quimico-medicinal dessas moléculas. Cuja sintese

¢ estudada neste trabalho.

Desotamide B

Figura 20. Estrutura quimica do peptideo ciclico desotamide B.

1.2.3 Ciclozantoxilano A

O género Zanthoxylum (Rutaceae) compreende mais de 200 espécies e ¢ caracterizado
quimicamente pela presenca de alcaloides, cumarinas, flavonoides, lignanas, amidas e
terpenos. Sao atribuidas a este género diversas atividades farmacologicas, como

antiplasmosdica, anti-HIV, antiinflamatdria, anti-helmintica, entre outras.®®

A espécie Zanthoxylum rigidum Humb. & Bonpl. ex Willd. ¢ conhecida popularmente
como mamica-de-cadela ou mamica-de-porca, e pode ser encontrada na regido do pantanal
brasileiro.®® E empregada na medicina popular contra parasitoses (esquistossomose e doenga
de Chagas), vitiligo, entre outras enfermidades.®® Desta forma, despertou-se o interesse quanto
aos componentes desta planta, em busca do isolamento e caracterizacdo das substincias

presentes nessa espécie.

No primeiro estudo fitoquimico do extrato das folhas desta espécie, foram isoladas e
identificadas substancias como isoquercetina, duas lignanas, cis- e trans-metilpluviatolideo,

mistura de derivados de acido benzodico e cinamico, € um novo pentapeptideo ciclico
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denominado ciclozantoxilano A (Figura 21).°” De acordo com a literatura, apenas um niimero
restrito de peptideos ciclicos foram isolados de plantas superiores, como por exemplo, 0s
encontrados na espécie de Citrus (evolidine e citrusins), na Clausena anisum-olens

(clausenain B), e Pseudostellaria heterophylla (pseudostellarins).”

Apesar da atividade pronunciada contra diversos patégenos, o novo pentaptideo ainda
ndo foi sintetizado e avaliado quanto sua atividade bioldgica, e por isso, despertou nosso

interesse para estudos quimicos medicinais envolvendo esse peptideo ciclico.
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Figura 21. Estrutura do pentapeptideo natural ciclozantoxilano A.

1.2.1 Chaiyaphumine A

Depsipeptideos ciclicos - peptideos que contém uma ou mais ligagdes éster em
substituicdo a ligagdo peptidica - destacam-se como importante classe de moléculas
farmacologicamente ativas e compostos lideres promissores para o desenvolvimento de novos
farmacos sintéticos. Esta classe de produtos naturais apresenta ampla atividade biologica e,
dentre elas, atividades antitumoral,71 antiviral,72 antibiotica” e antiparasitéria.74 Amplamente
comercializados para o combate de infec¢des bacterianas, daptomicina e oriptamicina sao
exemplos da importancia deste classe de compostos na terapéutica atual.”* Recentemente,
quatro novos depsipeptideos entraram em triagem de fase clinica como promissores

antimumorais: didemnin B, dehydrodidemnin B, dolastatin 10, e FR901228.°
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Figura 22. Depsipeptideos em fase clinica para tratamento de diversos tumores.

Apesar do potencial terapéutico, a dificuldade no isolamento e purificagdo limitam o
acesso a seus derivados sintéticos e sua exploragdo quimico-medicinal. Alternativas para
acesso a estes compostos sdo a sintese em solugdo e sintese fase solida de peptideos,’® que
também podem ser empregadas para elucidagdo da relagdo estrutura e atividade bioldgica
dessa classe de produtos naturais.

Chaiyaphumines A-D ¢ uma nova classe de depsipetideos, recém isolados de batérias do
género Xenorhabdus, microorganismos que vivem em simbiose com nematddeos do género

Steinernema (Figura 23).”
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Figura 23. Estruturas dos depsipeptideos da nova classe das chaiyaphumines.

Dentre estes depsipeptideos, chaiyaphumine A (Figura 24) destacou-se principalmente
pela atividade antimalarica (P. falciparum ICsp= 0,61 mM) e alta seletividadade contra células
do P. falciparum (indice de seletividadade maior que 150 - ICsy contra celulas L6/ICsy P.
falciparum).

Chaiyaphumine A
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Figura 24. Estrutura do depsipeptideo natural chaiyaphumine A.

A busca por novos agentes antimaldricos ainda continua desafiadora. Nos ultimos 40
anos, varios compostos sintéticos e naturais foram testados contra P. falciparum, porém
poucos compostos evoluiram para estudos clinicos. Ainda, parcerias publico-privadas
envolvendo grupos de pesquisa internacionais estabeleceram critérios para garantir que séries
de compostos mais promissores fossem selecionados para otimizag¢do e desenvolvimento.
Esses critérios atuais incluem indice de seletividade maior ou igual a 50 (célula do
parasita/célula de mamifero). Compostos que induzem pelo menos de 50% de morte celular
podem ser triados em modelos animais. O estabelecimento desses critérios, juntamente com
propriedades quimicas e moleculares apropriadas, destes novos compostos leads e hits,
favorecem o aumento da velocidade e de redugdo do fracassos na descoberta de farmacos
contra malaria e outras doengas tropicais. Entretanto, com objetivo de desenvolver candidatos
inovadores, eficazes, seguros e disponiveis por via oral, ¢ essencial a expansao de bibliotecas
quimicas, sintéticas ou naturais. Apenas assim sera possivel expandir para novas classes,
ainda ndo empregadas nas terapias antimaldricas atuais.

Diante do exposto, e considerando que o peptideo natural chaiyaphumine A obedece aos
critérios estabelecidos para potencial composto lider contra malaria, vislumbramos estudos
sintéticos deste depsipeptideo e de andlogos para a investigacdo em busca de novos agentes
antimaldricos.

Dentre os métodos empregados para realizar SARs de peptideos, a substitui¢ao
sistematica dos residuos de aminoacidos por alanina (alanine scanning), permite avaliar a
contribuigio individual de cada aminoécido na atividade biolégica do peptideo natural.” A
substiui¢do por alanina elimina as interagdes entre o alvo e a cadeia lateral sem alterar a
conformagdo da cadeia principal e sem causar efeitos estéricos ou eletrostaticos adicionais.”®
Alanine scanning ja foi empregado na identificacdo de residuos-chave para atividade
bioldgica de diversos peptideos naturais, gerando informagdes valiosas para o desenho
racional de novos farmacos.*

Portanto, no presente trabalho realizamos estudos de sintese total de chaiyaphumine A e

analogo com substituinte alanina, sob diferentes métodos sintéticos.

1.2.4 Rufomicina

O heptapeptideo ciclico, Rufomicina B, caracterizado pela presenca de residuos de
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aminoacidos ndo usuais, foi primeiramente isolado do actinomiceto Streptomyces atratus em
1961.” Farmacologicamente, foi caracterizado por sua atividade inibitéria seletiva contra
Mycobacterium tuberculosis variagio homini, agente etioldgico da tuberculose no homem.™

Em funcdo das diferentes propriedades quimicas e estruturais em comparagdo aos
antibidticos tuberculostaticos, descritos na literatura e disponiveis comercialmente, o padrao
estrutural da rufomicina B constitui um interessante prototipo para o desenvolvimento de
novos agentes para o tratamento de tuberculose. Dentre suas carateristicas bactericidas, a
principal delas ¢ a capacidade de inibir o crescimento de cepas resistentes a eritromicina e
neomicina, tornando-se, a época, um promissor candidato ao tratamento da tuberculose para
cepas resistentes. Apesar dos bons resultados em estudos clinicos iniciais, a rufomicina nao
avangou para o status de farmaco. Provavelmente, a limitagdo terapéutica se deve as suas
propriedades fisico-quimicas, como baixa solubilidade em 4gua.”

Na tentativa de aumentar a hidrossolubilidade da rufomicina, sais e derivados
esterificados do peptideo foram obtidos por meio de semi-sintese. Tais modificagdes nao
alteraram a atividade tuberculostatica do peptideo de origem, entretanto, nunca avangaram
para a fase clinica, possivelmente devido a presenga de alertas estruturais de toxicidade, como
o residuo nitrobenzeno, do aminoacido L-nitrotirosina (Figura 25).* Entretanto, considerando
que os farmacos de escolha para o tratamento da tuberculose apresentados pela OMS, em
muito estdo associados a resisténcia microbiana, a busca de novos agentes terapéuticos ¢, per
Si, valiosa.®

Portanto, no presente trabalho realizamos estudos para obtencdo dos blocos de

construcdo do peptideo rufomicina, visando futuros estudos de sintese total.

SRR % "

Rufomicina B

Figura 25. Peptideo ciclico natural Rufomicina B.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral desse trabalho envolve o estudo metodoldgico de peptideos ciclicos
naturais, com enfoque na etapa de macrociclizagdo, empregando trés abordagens distintas:

Sintese em resina “safety-catch”; sintese em fase solida do precursor linear com ciclizagdo em

“SAFETY - CATCH” £

PEPTIDEO

SIOLICO :> SINTESE <——> SFS + SOLUCAO ¢

\ SOLUCAO €

o @ CHAIYAPHUMINE A
3 MODELOS ? (® CYCLOZANTOXILANO A
(® DESOTAMIDE B

0

solugdo e sintese total em solucdo (Figura 26).

Figura 26. Estratégias empregadas para estudo sintético dos peptideos naturais.

2.2 Objetivos especificos

- Estudar a modificagdo de aminoacidos utilizados como bloco de construgcdo para

Rufomicina B e chaiyaphumine A

- Realizar estudos sintéticos do hexapeptideo ciclico natural desotamide B, do
pentadepsipeptideo chaiyaphumine A e do pentapeptideo ciclico ciclozantoxilano A, com
diferentes abordagens de macrociclizagdo (sintese em resina safety-catch, sintese em solugao,

e sintese em fase sélida com ciclizagdo em solugao).

- Realizar estudo sistematico de farmacos peptidicos no mercado e em fase clinica,
suas propriedades fisico-quimicas e sua correlagdo com a via de administragao e com os alvos

desse estudo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estabelecimento de métodos de sintese de modificacio de aminoacidos

3.1.1 Rufomicina B

Diante da estratégia retrossintética adotada para sintese da Rufomicina B (Figura 25), ¢
necessaria obten¢ao dos aminoacidos modificados Fmoc-N-metil-L-Leu, Fmoc-N-isopentenil-
L-Trp e Fmoc-L-crotil-Gly (Figura 27). Os outros aminoacidos presentes na rufomicina B
foram adquiridos comercialmente da Sigma Aldrich®. Apo6s obtencdo dos blocos de
construcdo, a sintese total da Rufomicina envolveria a técnica de sintese em fase soélida,
empregando a resina Kenner, amplamente utilizada para sintese de peptideos ciclicos,” uma

vez que, a macrociclizagdo ocorre concomitante a clivagem, levando a formagao do peptideo

N

?L\ FmOC\NH

/ \\\\Kgo
% !

HO ; _Fmoc H o
ILA| Fmoc” boon

Fmoc-N-Metil-L-Leucina Fmoc-Isopentenil-L-triptofano Fmoc-L-Crotilglicina

ciclico na solugao.

Figura 27. Aminoacidos necessarios a sintese total do antibidtico rufomicina B.

3.1.1.1 Fmoc-N-metil-L-Leucina

A N-metil-L-leucina foi obtida a partir da alquilagdo do aminoacido protegido por meio
de formacao de oxazolidina (1), de acordo com método estabelecido na literatura, formando o

aminoécido N-metilado desejado (2) com 70% de rendimento global (Esquema 8).%*

~ B —

EtsSiH, TFA' HO. - Fmoc

HO - N/Fmoc Fmoc._y R o N-
H TSOH, Tolueno, . I

-H,0

1, 100% 2, 70%

Esquema 8. Estratégia para obteng@o do aminoacido Fmoc-N-metil-L-leucina.
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Nessa reacao, a Fmoc-L-leucina ¢ primeiramente condensada com o formaldeido na presenga
de 4cido para-tolueno sulfonico, em refluxo, seguida de eliminagdo de agua e formagdo do
ciclo. Na segunda etapa reacional, a oxazolidinona ¢ tratada com trielsilano em solugdo 1:1 de
TFA-CHCIs, onde o hidreto ataca o carbono metilénico do anel, levando a clivagem redutiva,

com formagdo do aminodcido N-metilado (Esquema 9).

Formacéao da oxazolidinona

VgV

Clivagem redutiva

Q)

0
OAN ,_O\®

H’/Lo H
")
A

\

Esquema 9. Mecanismo de formagdo da oxazolidinona (superior) e clivagem redutiva (inferior).

A analise do espectro de RMN de 'H confirmou a formagio do aminoacido desejado,
devido a presenca dos sinais 062,89 (s, 2H) e 02,86 (s, 1H) referentes aos hidrogénios N-
metilicos (Apéndice 1). Nota-se, entretanto, que o sinal simpleto esperado para estes
hidrogénios metilicos aparece no espectro RMN de 'H como dois sinais simpletos, com
diferentes integrais. Isso se deve a uma peculiaridade observada em compostos contendo
grupos funcionais carbamatos ou amidas, que podem formar rotameros, observados pela
presenca de sinais duplicados ou com baixa resolugdo nos espectros de RMN de 'H ¢ °C

(Apéndices 1 e 2).

Carbamatos e amidas apresentam uma alta barreira rotacional na ligagdo C(O)-N. Essa
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barreira ¢ a energia necessaria para a interconversdo entre os rotdmeros, e que pode levar a
sinais pouco definidos ou duplicados no espectro de RMN, dependendo da longevidade dos
rotameros majoritarios. Neste caso, devido as diferengas em ambiente quimico, consequéncia
da barreira rotacional conferida pelo par de elétrons do nitrogénio em ressonancia com a

carboxila (Esquema 10), observa-se sinais duplos nos espectros de RMN.*
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Esquema 10. Principais rotameros observados em carbamatos.

A fim de atestar a pureza do composto obtido, o espectro de massas de alta resolucao
acoplado a cromatografia liquida de alta eficiéncia LC-MS demonstram a formagdo apenas do

composto desejado (Apéndice 3 e 4).

Ainda, foi também realizado o experimento de VT-RMN (Ressonancia Magnética
Nuclear em temperatura varidvel), técnica aplicada a identificacdo de rotameros, uma vez que
a altas temperaturas (superiores a 50-100°C) a energia rotacional ¢ reduzida, resultando em
espectro com sinais unicos em caso de rotameros. Portanto, foi realizada a técnica de VT-
RMN (a 70°C em DMSO) a fim de verificar se os sinais duplicados nos espectros de RMN de
'H e "°C era consequéncia da presenca de rotdmeros ou de impurezas. A sobreposi¢do dos
espectros (Figura 8) demonstra que o espectro obtido a 70°C (em azul) apresenta melhor
resolugdo dos sinais, e onde antes eram observados sinais duplicados, como nos hidrogénios
N-metilicos em 82,89 (s, 2H) e 62,86 (s, 1H) no espectro obtido a temperatura ambiente, ¢
observado apenas um sinal em 062,73 ppm no espectro a 70°C. Da mesma forma, os sinais
aromaticos referentes ao grupo de protecdo Fmoc (67,31-7,79) antes duplicados, apresentam-
se como dois dupletos e dois tripletos (ampliacdo), esperados para o grupo Fmoc, o que

confirma a presenca de rotdmeros para o aminoacido Fmoc-N-metil-L-Leucina (Figura 28).
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Figura 28. Sobreposicdo dos espectros de RMN de 'H realizado & temperatura ambiente (vermelho) e a 70°C
(azul) com ampliacdo da regido dos hidrogénios aromaticos.

3.1.1.2 Fmoc-L-Crotilglicina

Primeiramente, a formagao do aminodcido terz-butil 2-((difenilmetileno)amino)acetato 3
foi obtido a partir da reacdo de bromo acetato de fert-butila e benzophenona imina, na
presenga de DIPEA em acetonitrila, sob refluxo (Esquema 11). O produto obtido com 90% de
rendimento, foi confirmado por RMN de 'H pela presenca dos sinais 87,64-7,16 (m, 10H),
referentes aos hidrogénios aromaticos, o sinal simpleto em 064,12 (s, 2H), referente aos
hidrogénios a-carbonilicos e o sinal simpleto em 01,46 (s, 9H) referente ao grupo fert-butila

(Apéndice 5).

A alquilacdo de 3 foi realizada na presenca de catalisador quiral em transferéncia de
fase como descrito na literatura,” seguida de rea¢des de desprotecdo com écido citrico,
protecao com Fmoc-Cl e desprotecao do éster tert-butilico, foi possivel obter o aminoacido
desejado 4. A purificacdo e caracterizacdo foi realizada somente na ultima etapa, a fim de

minimizar perdas de produto nas diferentes etapas da rota sintética. A formagdo da Fmoc-L-
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crotil-glicina foi confirmada pela anélise do espectro de RMN de 'H, pela presenga dos sinais
07,31-7,77 (8H) referentes ao grupo de protecdo Fmoc, o sinal em 85,36 (m, 2H), referente
aos hidrogénios metilénicos em C-3 e C-4 e¢ do sinal em J1,68 (m, 3H) referente aos
hidrogénios metilicos em C-5, como observado na literatura® (Apéndice 6). A formagio do
enantiomero desejado foi verificada por andlise do desvio da luz polarizada, onde foi

observada rotacdo Otica +8,2°, comparavel a padrao interno do laboratorio.

|
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=
O Brometo de dimetilalila B} O

50% KOH(aq), PhCH4/CHCl,

3

0 1. &cido citrico 0
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Esquema 11. Representagdo esquematica para obteng@o da glicina alquilada.

A alquilacdo estereoseletiva da base de Schiff 3 foi realizada sob catdlise em
transferénia de fase, empregando o alcaldide cinchona (brometo O-Allil-N-(9-
anthracenilmetil) cinchonidinium). A primeira etapa da alquilagdo ocorre pela desprotonagao
interfacial do préton a de 3 na presenca de base (KOH) fornecendo o metal enolato 3a, que se
mantém na interface entre as camadas aquosa e organica. Em seguida, ocorre troca idnica do
enolato 3a com o catalisador, formando um 6nium quiral lipofilico (Q“"X") 3b, que se afasta
da interface, penetrando no solvente organico, onde reage com o brometo de dimetilalila.
Assim, ocorre a monoalquilagdo do aminoacido enantiomericamente puro 3¢, com
concomitante regeneracao do catalisador.

Essa reagdo s6 ¢ bem sucedida quando o onium quiral (Q™") leva a formagdo de um

enolato altamente reativo através da troca idnica rapida o suficiente para blindar uma das
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faces enantiotopicas do anion enolato. Isso minimiza a interven¢do da alquila¢do direta do
metal enolato 3a, o que acarretaria em uma mistura racémica, controlando assim a

estereoquimica.®” (Esquema 12)

Esquema 12. Representacio mecanistica da alquilagdo estereoseletiva de 3 (Adaptado de®’).
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3.1.2 Sintese do Bloco de construcdo da chaiyaphumine A

A tentativa de obtengdo de chaiyaphumine A iniciou-se com a sintese de fenil-acetil-
L-treonina (5), por meio de uma reagdo de substitui¢do nucleofilica, com eliminacdo do haleto
do acido cloro-fenil acético pela L-treonina, formando 5 com 78% de rendimento (Esquema
13). A formacio de 5 foi confirmada pela analise do espectro de RMN de 'H, pela presenca
dos sinais em 67,20-7,29 (m, SH) referente aos hidrogénios aromaticos, 63,61 (d, J=14,2 Hz)
referente aos hidrogénios benzilicos, 63,54 (d, J=14,2 Hz) e do sinal em 61,02 (d, /=6,3 Hz,
3H) aos hidrogénios metilicos (Apéndice 7).
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Esquema 13. Representagdo esquematica de obtengdo do aminoacido modificado 5.

3.2. Estabelecimento de métodos de sintese total dos peptideos naturais

3.2.2 Desotamide B

3.2.2.1 Sintese e cliclizacdao na resina — Método “Safety-Catch”

A sintese total do peptideo desotamide B iniciou-se com o acoplamento de aminoacido
Fmoc-L-Gly a resina sulfamilbutiril AM (resina Kenner), empregando os reagentes PyBOP e

DIPEA.

O procedimento classico de desprotecao do grupo N-Fmoc envolve o tratamento do
aminodcido com piperidina 20% ou piperazina 5% em DMF. O mecanismo da clivagem ¢
Elcb e ocorre via formagdo do anion dibenzofulveno estabilizado. O grupo Fmoc ¢
desprotonado pela base piperidina para fornecer o anion ciclopentadienilico, o qual se
rearranja formando o derivado dibenzofulveno. O 4anion carboamida se decompde
imediatamente para fornecer didxido de carbono e o grupo amino livre. Posteriormente, a
molécula de dibenzofulveno sofre ataque da piperidina, formando o aduto dibenzofulveno-
piperidina (Esquema 14). O derivado dibenzofulveno ¢ passivel de ser detectado no UV a 290

nm, tornando possivel, portanto, a monitoriza¢ao mais detalhada das reacdes de acoplamento.
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Esquema 14. Mecanismo de formacdo do aduto dibenzofulveno durante a deprote¢do do aminoacido

Fmoc-L-alanina com piperidina.

As etapas seguintes seguiram em ciclos de desprotegdo-extragdes-acoplamento até a
formacdo do peptideo linear. O ultimo acoplamento foi realizado com aminodcido protegido
com Boc uma vez que ¢ necessario emprego de grupo que seja estavel nas condicdes de
ativacdo da resina, etapa seguinte. Esta etapa de ativacdo ¢ realizada através de alquilagio do
grupo sulfonamida com iodoacetonitrila ¢ DIPEA, o que aumenta a eletrofilicidade deste
grupo. A remocao do grupo Boc ¢ realizada na presenca de TFA em diclorometano (Esquema

15).
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Esquema 15. Reagentes: (a) Fmoc-Gly, PyBOP, DIPEA (3 equiv); (b) (i) 20% piperidina/DMF; Fmoc-L-Asn-
Trt, PyBOP, DIPEA (3 equiv), (c) (i) 20% piperidina/DMF; (ii) Fmoc-L-Val, PyBOP, DIPEA (3 equiv.), (d) (i)
20% piperidina/DMF; Fmoc-D-Leu, PyBOP, DIPEA (3 quiv.); (e) (i) 20% piperidina/DMF; Fmoc-L-Leu,
PyBOP, DIPEA (3 equiv.); (f) (i) 20% piperidina/DMF; (ii) Boc-L-Trp, PyBOP, DIPEA (3 equiv.); (g) (i) 10
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A amina livre na presenca de DIPEA em THF resultou na clivagem simultinea a

macrociclizacdo do peptideo em solugio (Esquema 16).

o)
T
NH 0 HN
m/\ DIPEA/THF \
NH NH

o_ﬂ Ly
o Yfﬁ o

Esquema 16. Etapa de ciclizagao “safety-catch” na tentativa de obtencdo de desotamide B.

A priori, foi obtido peptideo com massa m/z=569,12 na analise por espectrometria de
massas MALDI-TOF, o que apds observagdo detalhada do produto, nos fez concluir que seria

referente ao peptideo truncado, sem o aminodcido asparagina, como destacado na figura 29.
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Figura 29. Espectro de massas (MALDI-TOF) do peptideo 6 obtido apos tentativa de sintese da desotamide B

por por método “safety-catch”.

Em segunda tentativa para obtencdo da desotamide B, empregando as mesmas
condi¢des reacionais, foi obtida entdo a massa esperada para o composto desejado, como

evidenciado na figura 30.
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O peptideo obtido (7) foi purificado em coluna cléssica de silica gel eluido
isopropanol:CHCl; (45:10:45) e a estrutura do peptideo confirmada por MALDI-TOF (Figura
30).
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Figura 30. Espectro MALDI-TOF do peptideo sintético desotamide B (7).

O acoplamento dos aminoacidos e blocos de construcao, para elongamento da cadeia
peptidica, foram efetudados em DMF, na presenca do reagente de acoplamento PyBOP
(hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxi-tripirrolidinofosfonio), e DIPEA como base.”® O
mecanismo da reagdo de acoplamento envolve inicialmente a desprotonacao do acido
carboxilico, correspondente ao aminoacido a ser introduzido na cadeia. O 4&tomo de oxigénio
do 4cido, negativamente carregado, ataca o ion fosfonio da molécula de PyBOP, liberando o
grupo hidroxi-benzotriazol e ficando na forma de éster tripirrolidinofosfonio. A esterificacao
do grupo carboxilato ¢ facilitada devido a polarizagdo da ligacao fosforo-oxigénio. O carater
nucleofilico do grupo hidréxi-benzotriazol liberado for¢a o ataque no carbono carbonilico do
aminodcido, deslocando o grupo oxitripirrolidinofosfonio. O éster resultante contém o grupo
abandonador necessario, que serd ativado durante o ataque nucleofilico do grupo amino

terminal do aminoacido ligado a resina (Esquema 17).
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Esquema 17. Mecanismo de acolpamento de aminoacidos com PyBOP.

3.2.2.2 Sintese em fase solida e ciclizagdo em solugcao

A fim de obter maior rendimento reacional, visando a realizacdo as analises
espectroscopicas necessarias para elucidacdo do peptideo desotamide B, nova estratégia

sintética fo1 adotada.

Nesta estratégia, realizada em colaboragao com o Prof. Dr. Eduardo M. Cilli (Instituto
de Quimica - UNESP - Campus Araraquara) empregamos a resina Wang-Gly-Fmoc 1,33 g
com grau de substitui¢ao (0,4 mmol/g) (Esquema 18). A sequéncia peptidica NH,-L-Trp-L-
Leu-D-Leu-L-Val-L-Asn-Gly-OH foi sintetizada em sintese em fase soélida, utilizando as
cadeias laterais dos aminodcidos asparagina e triptofano protegidas com os grupos Trt e Boc,
respectivamente. Os acoplamentos foram realizados com excesso de 2x do aminoacido
correspondente, empregando N,N,N',N'-tetrametil-O-(1H-benzotriazol-1-il) uranium hexa-
fluorofosfato (HBTU)/N-metilmorfolina (NMM). A identidade do peptideo linear foi
confirmado pela andlise de ESI-MS, onde observou-se a formag¢do do aduto caracteristico
701,4 [M+H]" (Apéndice 8). O processo de purificagio do peptideo foi realizado empregando
HPLC preparativo, com coluna de fase reversa C18 (25 x 2,12 cm). O fluxo foi de SmL/min e
a deteccao no ultravioleta de 220 nm. Apos a purificacdo, a pureza do peptideo foi avaliada
em HPLC analitico em coluna de fase reversa (25x0,46 cm, 300 A) e um gradiente linear 5%-
95% (v/v) de 0,035% TFA/acetonitrila (solvente B) por 30 minutos, em fluxo de 1,0 mL/min
com detec¢dao de UV a 220 nm. A pureza do peptideo linear foi de 93% de acordo com a éarea
sob a curva (Apéndice 9) e, assim, decidimos realizar a ciclizagdo em solugdo do peptideo

linear (9).



47

||=moc

O
o) ~ o )\ o)
H H H H H
HO N N N.
Y%;j IR S
o] o) o] _
Y .
NH,

8

Esquema 18. Reagentes: (a) 20% piperidina/DMF (b) Fmoc-L-Asn-Trt, HBTU, N-morfolina (3 equiv); (c) (i)
20% piperidina/DMF; (ii) Fmoc-L-Val, HBTU, N-morfolina (3 equiv.), (d) (i) 20% piperidina/DMF; Fmoc-D-
Leu, HBTU, N-morfolina (3 quiv.); (e) (i) 20% piperidina/DMF; Fmoc-L-Leu, HBTU, N-morfolina (3 equiv.);
() (1) 20% piperidina/DMF; (ii) Fmoc-L-Trp(Boc), HBTU, N-morfolina (3 equiv.); (g) TFA/TIS/H,O (95%:
2,5%: 2,5%).

O processo de ciclizagao do peptideo 8 foi realizado em solugdo diluida com acetonitrila
(10” mol/L), contendo 1,5 equivalentes de HBTU e 10 equivalentes de DIPEA em agitago
ao abrigo de luz por 12 horas (Esquema 19). Apds esse periodo, a mistura reacional foi
evaporada sob pressao reduzida e o residuo formado foi liofilizado, formando um sélido
branco. A fim de detectar a formacao do peptideo ciclico (9), foi realizado ESI-MS, a partir
do qual foi possivel observar o pico caracteristico do aduto (M+H)', calculado para

[C34HsNgO5] = 683,39, obtido 683,4 (Apéndice 10).
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Esquema 19. Estratégia de ciclizagdo do precursor linear da desotamide B.

Nessa estratégia, as etapas de elongacdo da cadeia peptidica foram realizadas com o
reagente HBTU. O mecanismo da reacdo de acoplamento com o HBTU se inicia com a
desprotonacdo da carboxila do aminoacido que sera introduzido a cadeia, seguida do ataque
do carboxilato correspondente ao carbono metilénico do HBTU. Apds a formagao da O-acil
ureia, ocorre o ataque do benzotriazol a carboxila deste, formando ureia e o o éster ativado
com benzotriazol. O éster ativo sofre ataque da amina, liberando a amida e regenerando o

benzotriazol. A for¢a motriz nessa reagio ¢ a formacio do sub-produto ureia (Esquema 20).%
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Esquema 20. Mecanismo de formagéo da ligagdo amida com emprego de HBTU.

Entretanto, durante o processo de purificacdo de 9, obtivemos dificuldade de realizar a
solubilizagdo deste em solvente com até 30% de ACN em agua, uma vez que o programa iria
de 31% de ACN até 61%. Assim, percebemos grande perda do material durante a filtragem
prévia injecdo no HPLC. O material solubilizado foi injetado no HPLC preparativo num
programa de 31% de B ate 61% em 120 minutos. A identidade do peptideo ciclico foi
confirmada por ESI-MS. Apos purificagdo, foi possivel obter 9 com pureza de 80%
(Apéndicel 1), porém, a quantidade em massa ndo foi satisfatoria para realiza¢ao das analises

necessarias e da avaliagdo bioldgica
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3.2.3 Ciclozantoxilano A

3.2.3.1 Sintese em fase solida e ciclizacdo em solugdo

A sintese total do peptideo ciclozantoxilano A iniciou-se com o acoplamento de
aminoacido Fmoc-L-Ala a resina cloreto 2-cloro tritila. Para isso, foram utilizados &
equivalentes deste aminoacido protegido pelo grupamento Fmoc, 16 equivalentes de DIPEA
(N,N-diisopropiletilamina), em 5 mL de DCM (diclorometano). Apds a incorporagdo do
aminoacido a resina, esta foi filtrada e lavada com DCM, DMF e metanol para a retirada os
subprodutos. Em seguida, o grupo protetor Fmoc foi removido com piperidina 20% em DMF,
com a adicdo de 5 mL desta solugdo e agitacdo durante 5 minutos, seguida de lavagem, e
novamente adi¢ao de 5 mL desta solucao e agitagdo durante 20 minutos. Para realizagao do
acoplamento do aminoécido seguinte, adicionou-se 4 equivalentes do aminoacido protegido, 8
equivalentes de DIPEA, e 4 equivalentes de PyBOP((benzotriazol-1-il-
oxitripirrolidinofosfonium hexafluorofosfato). Este ciclo foi repetido até que a sequéncia

desejada de aminoacidos do peptideo.

Apds a formagao do peptideo linear, este foi clivado da resina com solugdo de TFA, o
produto obtido precipitado com éter etilico a baixa temperatura e o sobrenadante decantado.
Por fim, a solugdo contendo o peptideo linear foi submetida a ciclizagao, utilizando PyBOP e

DIPEA, em alta dilui¢do para evitar polimerizagao do peptideo.

O esquema 21 ilustra todo o processo de sintese do peptideo ciclozantoxilano A, desde

a primeira incorporacao do primeiro aminoacido a resina, até a ciclizacdo do peptideo.
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Esquema 21. Reagentes: (a) (i) Fmoc-L-Ala (8 equiv.), DIPEA (16 equiv.) (b) (i) 20% piperidina/DMF (ii)
Fmoc-L-Leu, PyBOP, DIPEA (4 equiv) (c¢) (i) 20% piperidina/DMF (ii) Fmoc-L-Ala, PyBOP, DIPEA (4
equiv.), (d) (i) 20% piperidina/DMF; Fmoc-L-Phe, PyBOP, DIPEA (4 quiv.); (e) (i) 20% piperidina/DMF;
Fmoc-Gly, PyBOP, DIPEA (4 equiv.); (f) 20% piperidina/DMF; (g) TFA/TIS/H,O (95%: 2,5%: 2,5%), (h)
EDCI, DMAP.

Apds a realizagdo do processo de sintese, o produto obtido foi submetido a

espectrometria de massas com ionizacio por elétron spray. O pico de [M+H]" calculado para
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o ciclozantoxilano A, o qual possui formula molecular [C23H34N5O5]+, ¢ 460. Os resultados
obtidos por analise por espectrometria de massas, solubilizado em ACN e 4gua (1:1), mais 1%
acido acético, corroborou com a estrutura proposta, obtendo-se m/z 460, conforme figura 31.

MS (70 eV) m/z 460 (M+, 72), 461 (64).
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Figura 31. Espectro de massas com ionizagdo por elétron spray (ESI-MS) do composto 10.

A figura 32, referente ao espectro de fragmentacdo do peptideo obtido (m/z 460),
apresentou padrdes de fragmentacao semelhantes aos do trabalho elaborado por Ribeiro ef al,
em 2012, possuindo em evidéncia os picos 389 m/z (CH,CONH Phe-Ala-Leu-NH,), 259 m/z
([H3N-Phe-Gly-Ala]"), 177 m/z ([CsHs-CH,-CH=NH-Gly]"), 276 m/z ([HoN-Ala-Phe-CO-
CH,]"), 287 m/z ([Ala-Leu-Ala-NH,-Me] "), 347 m/z ([H,N=Phe-Ala-Leu-NH,]") (Figura 32).
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Figura 32. Espectro de ESI-MS com fragmentagdes de 10.

Desta forma, os resultados obtidos com o espectro de massas com ionizagdo por
elétron spray, e MS-MS, corroboram a estrutura proposta do ciclozantoxilano A. O peptideo
10 estd em processo de purificagdo, a fim de realizar outras analises, como RMN de He BC

e MALDI, e confirmar a estrutura do produto obtido através da sintese realizada
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3.2.1 Chaiyaphumine A

3.2.1.1 Sintese e cliclizagdo na resina — Método “Safety-Catch”

Tentativas de sintese total do depsipeptideo chaiyaphumine A, foi realizada
empregando-se a resina 4-sulfamilbutiril AM (resina Kenner) comercialmente disponivel
(Novabiochem). A primeira etapa se deu pelo acoplamento do primeiro aminoacido (Fmoc-D-
Phe) na presenca de PyBOP e diisopropiletilamina (Esquema 6), em DMF. Este procedimento
foi repetido mais duas vezes com objetivo de garantir alta taxa de incorporacao e, apos cada
acoplamento, as reacdes foram monitoradas empregando o teste de Kaiser ou cloranil e teste

quantitativo de remocdo do grupo Fmoc (Esquema 22)."’

(2-fenilacetil)-L-treonina (5) foi incorporado ao peptideo sob as mesmas condi¢des
empregadas para os demais aminoacidos. A partir desse residuo, a esterificacdo foi realizada
sob condi¢des classicas, com emprego de 4-(dimetilamino)piridina (DMAP) e N,N'-
diisopropillcarbodiimida (DIC). O elongamento da cadeia foi realizado apds sucessivas
reagdes de acomplamento e desprotecdes, fornecendo o peptideo linear. A alquilagdo da
sulfonamida com iodoacetonitrila, seguida da desprote¢ao do grupo Boc da alanina terminal,

resultou na clivagem macrociclica do depsipeptideo 11.
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NH

Esquema 22. Reagentes: (a) Fmoc-D-Phe, PyBOP, DIPEA (3 equiv); (b) (i) 20% piperidina/DMF; Composto 5,
PyBOP, DIPEA (3 equiv), (¢) (i) 20%piperidina/DMF; (ii) Fmoc-D-Trp, DIC (3 equiv.), DMAP (0,4 equiv.); (d)
(1) 20%piperidina/DMF; Fmoc-L-Pro, PyBOP, DIPEA (3 quiv.); (e) (i) 20%piperidina/DMF; Boc-D-Ala,
PyBOP, DIPEA (3 equiv.); (f) 10 equiv. ICH,CN, 12 equiv. DIPEA, (ii) TFA/CH,Cl,; (g) 3 equiv. DIPEA/THF.

Ao final da macrociclizagdo, entretanto, a massa esperada para o peptideo natural
chaiyaphumine A (massa calc. 720,32) nao foi observada na analise de espectrometria de
massas MADI-TOF (Figura 31). A massa observada (M+14) sugere a formacdo de um
produto alquilado (MALDI-TOF: 734,55 ). E possivel que ocorra hidrélise da nitrila formada
em meio basico, formando o residuo N-metil-Trp, sugerido na estrutura da Figura 33.
Aquilagdo e oxidagdao do nitrogénio inddlico do triptofano ja& foi observado em trabalhos

anteriores empregando a resina Kenner, onde sugere-se, portanto, o emprego do aminoacido

protegido (Fmoc-Trp-Boc-OH) a fim de evitar reacdes indesejadas durante ativagdo da
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Realizamos novamente a reacdo, nas mesmas condi¢des, dessa vez com o

aminoacido Fmoc-Trp-Boc-OH, entretanto, foi observado o mesmo resultado de MALDI-
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Figura 33. MALDI-TOF e estrutura proposta para o peptideo formado 11.

3.2.1.2 Sintese e cilizagcdo em solugdo

Diante da dificuldade encontrada na sintese de chayaphumine A em resina Kenner, A

sintese de andlogos “alanine scan” da chaiyaphumine A foi idealizada em solu¢do para

formacdo de dois fragmentos lineares, seguida de esterificagdo e posterior ciclizagdo

(Esquema 23).
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Esquema 23. Analise retrossintética de analogo da chaiyaphumine A em solugdo.

Para tal, o aminodcido modificado 5 foi entdo submetido ao acoplamento com metil
éster-D-Ala na presenca de EDCI, HOBt e DIPEA, formando o fragmento 12 com 75% de
rendimento (Esquema 24). A formacao deste fragmento foi confirmada pelo espectro de RMN
de 'H pela presenca dos sinais 67,17-7,27 (m, SH) referentes ao grupo arila, 64,49 (m, 1H)
referente ao hidrogénio metinico a-carboxilico, ¢ ao sinal em 63,64 (m, 3H) referente ao

grupo de protecao metil éster do residuo D-Ala-OMe (Apéndice 12).

0
\)KO/
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D-Ala-OMe ©/\,(
® " 0
P EDCI, DIPEA,
HOBt. DCM

t.a., overnight 12. 75%

Esquema 24. Obtencdo do fragmento 12 para sintese de chaiyaphumine A.

A reagdo de formacao de amida com o 1-etil-3-(3 dimetilaminopropil)carbodiimida-

EDCI apresenta mecanismo similar a outras carbodiimidas, com a vantagem do EDCI e
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subproduto da reacdo serem soluveis em agua, sendo removido facilmente durante o work up,
como destacado no esquema 25. Nessa reag¢do, a primeira etapa envolve a desprotonacao do
acido pela carbodiimida. Posteriormente, ocorre o ataque do acido ao carbono carregado
positivamente do EDCI. Em seguida, o 1-hidroxibenzotriazol ataca o grupo carboxila,
levando a ativagdo deste e, simultaneamente, forma-se uma ureia soluvel em agua. Por fim,
ocorre o ataque da amina ao grupo carboxila ativado, seguida de regeneracdo do HOBt, e
formacgao da ligacao amida (Esquema 25). Outra vantagem do emprego do EDCI ¢ sua menor

toxicidade quando comparada a carbodiimida DCC.
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Esquema 25. Mecanismo de formagao da ligagdo amida com emprego da carbodiimida EDCI.

Para obtencao do segundo fragmento, iniciamos com o acoplamento do aminoacido L-
Trp-OMe e Boc-L-Pro nas mesmas condigdes descritas para o acoplamento anterior,
formando o dipeptideo 13 com 89% de rendimento. A formagdo do composto desejado foi
confirmada pelo espectro de RMN de 'H (Apéndice 13), pela presenca dos sinais dos
hidrogénios aromaticos em 67,54 (d, 1H, J=7,5 Hz, 1H, H-4’), 7,34 (d, J=7,5 Hz, 1H, H-7"),
7,01-7,20 (m, 3H, H-2°, H-5’, H-6’) e os sinais referentes a pirrolidina em 64,90 (s/, 1H,
CHCH;) e 3,22-3,47 (m, 4H, NCH,CH,CH;). Ainda, observamos os sinais dos grupos
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protetores metil éster em 63,63 (s, 3H, CO,CHj3) e Boc em 81,34-1,45 (m, 9H, C(CHj3)3).
Realizamos entdo a remocao do grupo protetor Boc com 4M HCIl em dioxano formando 14,
(96% de rendimento), seguida do acoplamento de 14 e Boc-D-Ala, na presenga de EDCI e
HOBt (89% de rendimento) formando o fragmento 15. A formagdo de 15 foi confirmada por
RMN de IH, pela presenga dos sinais referentes a metila da alanina, em 61,30 (s/, 3H) e em

01,44 (sl, 9H) referente ao grupo protetor Boc (Apéndice 14).

Posteriormente, a remoc¢do do grupo metil éster na presenga de LiOH, formou o
fragmento 16 com 90% de rendimento (Esquema 26). Anélise de RMN de 'H confirmou a
formagao de 16 pela presenca dos sinais 81,42 (s/, 9H), 81,27 (sl, 3H) referentes ao grupo Boc
e a metila do aminoacido Boc-D-Ala, respectivamente, € a auséncia do sinal em 063,73 (s, 3H)

referente ao grupo protetor metil éster (Apéndice 15).

Esquema 26. Rota sintética para obtencdo do fragmento 16 para sintese de chaiyaphumine A.
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EDCI, DIPEA HOBt, DCM
L-Trp-OMe HOBt, DCM t.a., overnight
t.a., overnight 13, 89% 14, 96%
0— OH

15, 89% 16, 90%

Na primeira tentativa de formagdo do peptideo linear, os fragmentos 12 ¢ 16 foram
submetidos a esterificacdo em condi¢cdes de acoplamento (Esquema 27) empregando N-(3-
Dimetilaminopropil)-N'-etillcarbodiimida- EDCI e dimetilamino piridina — DMAP em
diclorometano, onde apenas recuperamos os materiais de partida.

Em uma segunda tentativa, os fragmentos recuperados na reagao anterior foram tratados
com PyBOP e DIPEA em diclorometano, sem nenhuma formagao de produto ao final de 24

horas (Esquema 27).
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Esquema 27. Rota sintética para obtencdo de andlogo de chaiyaphumine A em solugao.

Ainda na tentativa de formar o éster linear do depsipeptideo chaiyaphumine A em
solucdo, foi empregado as condicdes da esterificagio de Yamaguchi® do composto 5 ¢ Fmoc-
L-Trp-OH (Esquema 28). Entretanto, foi formada uma mistura complexa de produtos, o que
ndo permitiu o isolamento do composto desejado. Isso se deve possivelmente a formacao de
anidrido assimétrico antes do ataque pelo alcool, formando diferentes ésteres, o que pode

explicar a formagdo de varios produtos observados na CCDC.
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Esquema 28. Esquema reacional para formagao da ligagdo éster no depsipeptideo chaiyaphumine A empregando
as condi¢des de Yamaguchi.

Baseando-se em nova estratégia para obtencdo de chaiyaphumine A, foi realizada a
protecao do aminoacido D-Phe-OH com o grupo metil éster na presenca de cloreto de tionila
em metanol formando 17, confirmado pela presencga do sinal em 63,80 (s, 3H) no espectro de
RMN de 'H, referente aos hidrogénios da metoxila (Apéndice 16). Em seguida, foi realizado o
acoplamento entre o aminoacido modificado 5 e Phe-D-metil éster, formando o fragmento 18
(Esquema 29). A formacdo de 18 foi confirmada pela analise do espectro de RMN de 'H, pela
presenga dos sinais em 67,15-7,31 (m, 10H), referente aos hidrogénios aromaticos, 80,99 (d,
J=10 Hz, 3H) referentes aos hidrogénios metilicos de 2-fenilacetil-L-treonina e, 63,67 (s, 3H)
referentes aos hidrogénios metilicos da metoxila (Apéndice 17). Nota-se, entretanto, a
presenca dos sinais 67,49 (dt, 1,5H), 7,56 (dt, 1,5H), 7,76 (d, 1,5H), 7,89 (d, 1,5H), o que
sugere a presenc¢a de hidroxibenzotriazol, formado no meio reacional durante o acoplamento

na presenca de PyBOP (Apéndice 18).

N
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H’N\.)J\OH H'N\.)J\O/ HO
: SOCl,, MeOH : 5
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-a., overnig PyBOP, DIPEA, DCM, Ho

t.a., 24h

D-Phe 17, 95%

Esquema 29. Esquema reacional para formagao da ligagdo éster no depsipeptideo chaiyaphumine A empregando
PyBOP como reagente de acoplamento.

Considerando que na proxima etapa da sintese também seria empregado PyBOP,

mostra-se desnecessario a remog¢ao completa do HOBt para continuar a estratégia sintética

para alcancar chaiyaphumine A. A esterifica¢do entre 18 e o aminoacido Boc-L-Trp evitaria
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possiveis subprodutos, uma vez que o acido de 18 estarda protegido, permitindo apenas o
ataque do alcool secundario ao acido ativado de Boc-L-Trp. Dessa forma, espera-se uma
reacdo seletiva entre o alcool do fragmento 18 com o acido livre do Fmoc-L-Trp (Esquema

30).
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18 t.a., overnight

Esquema 30. Estratégia sintética para acoplamento de 18 e L-Trp-Boc.

Outra tentativa para formag¢ao do dipeptideo envolveu o reagente de acoplamento EDCI,
na presenca de DMAP catalitico em DMF, anteriormente descrito para formacdo de ligagao
do tipo éster em sintese de depsipeptideos.*? Ainda na tentativa de obter este dipeptideo,
realizamos o emprego do anidrido misto 2-metil-6-nitrobenzéico/MNBA (1,3 equiv.) na
presenga de DMAP catalitico (0,5 equiv.), trietilamina (3,2 equiv.) e diclorometano em
ambiente inerte, empregado em macrociclizacio de depsipeptideos.*® Como apenas isolamos
os materiais de partida, optamos por realizar uma quarta metodologia sintética. Neste novo
método, empregamos o 1,1'-carbonildiimidazol/CDI como reagente de acoplamento, sem
sucesso. Na ultima tentativa para formacdo da ligagdo éster, empregamos o reagente

trifosgénio, também sem sucesso (Esquema 31).
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Esquema 3 1. Estratégias sintéticas para tentativa de acoplamento de 18 ¢ L-Trp-Boc.

3.2.1.3 Sintese em fase solida e ciclizagdo em solugcao

Em face das dificuldades encontradas durante a sintese em solugdo e por meio do
método “safety catch” para obtencdo do depsipeptideo chaiyaphumine A, foi empregada
terceira estratégia metodoldgica, empregando a sintese em fase solida do peptideo linear e,
apos clivagem do peptideo da resina, seguida da ciclizagdo em solugdo diluida. Nessa
estratégia, decidimos realizar a primeira desconexao do anel pela ligacdo éster, a fim de
caracterizar o analogo linear, e posteriormente, testar diferentes metodologias para

macrolactonizagdo do anel com métodos ja descritos para essa reagdo (Esquema 32).

Ciclizagdo /@ H{OH
. o - o Oy NH

Chaiyaphumine A

Esquema 32. Analise retrossintética de desconexdo do anel de chaiyaphumine A.

Para tal, empregamos a resina Wang-Trp(Boc)-Fmoc 0,450 mg (0,3 mmol) com taxa
de acoplamento de 0,7 mmol/g. A sequéncia peptidica OH-L-Thr-D-Phe-D-Ala-L-Pro-L-Trp-
COOH foi sintetizada em fase solida, empregando 2 equivalentes de N,N,N',N'-tetrametil-O-
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(1H-benzotriazol-1-il) uranium hexa-fluorofosfato (HBTU)/N-metilmorfolina (NMM) e do

aminoacido correspondente em DMF (Esquema 33).

O grupo Fmoc foi removido com solugdo 20% piperidina/DMF, como nas reagdes com
emprego da resina Kenner. Apds realizagdo dos acoplamentos, o teste de kaiser positivo
indicou a presenga de grupos amino livres, o que seria indicativo da auséncia do acoplamento

do aminoacido modificado 5.

Realizamos entdo a microclivagem do peptideo formado para realizacdo de
espectrometria de massas, a fim de detectar auséncia de algum aminoacido da sequéncia. No
espectro de ESI-MS observou-se a formagdo do aduto 520,3 [M+H]" (Figura 34), indicando

assim a auséncia do acoplamento do aminoacido S.
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Figura 34. Espectro de massas ESI-MS do produto apds microclivagem.

Portanto, realizamos novamente o ultimo acoplamento, empregando 4 equivalentes do
aminoacido 5, HBTU e N-morfolina, ¢ com o teste de kaiser negativo, seguimos para a
clivagem do peptideo (Esquema 35). No espectro de ESI-MS do peptideo clivado, observou-
se o aduto caracteristico 739,4 [M+H]" referente ao peptideo linear desejado (Apéndice 19).
Entretanto, pela andlise do cromatograma, observamos que devido a formagdo de diferentes
produtos, seria necessaria realizar previamente a purificacdo do peptideo linear. Contudo, o
material apresentou baixa solubilidade em solventes polares, o que dificultara o processo de

purificagdo em cromatografia em fase reversa.

Esquema 33. Reagentes: (a) (i) 20% piperidina/DMF (ii) Fmoc-L-Pro, HBTU, N-morfolina (3 equiv); (b) (i)
20% piperidina/DMF (ii) Fmoc-D-Ala, HBTU, N-morfolina (3 equiv); (c) (i) 20% piperidina/DMF (ii) Fmoc-D-
Phe, HBTU, N-morfolina (3 equiv.); (d) (i) 20% piperidina/DMF (ii) Composto 5, HBTU, N-morfolina (3 quiv.);
(e) TFA:TIS:H,0 (95%:2,5%:2,5%); (f) HBTU, DIPEA, ACN.

3.3 Analise sistematica dos farmacos no mercado e em fase clinica

Apesar dos avangos em termos de aprimoramento de propriedades farmacocinética dos
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farmacos, uma série de trabalhos questionando a aplicacdo estrita da regra de Lipinski
emergiram, levando a conclusdes de que a aplicagdo dessa regra per si pode ter resultado em
filtro ndo adequado para peptideos.”® A fim de caracterizar o espa¢o quimico e fisico-quimico
de farmacos peptidicos, realizamos uma extensa analise de todas as estruturas de peptideos no
mercado, de candidatos a farmacos conhecidos, bem como daqueles em fases clinicas de
desenvolvimento, tentando correlacionar aqueles de administracao oral a Ro5.

Como outros produtos naturais, especialmente os da familia policetideo, peptideos
ciclicos tendem a ter propriedades moleculares (por exemplo PM, numero de grupos aceptores
e doares de ligacdo de hidrogénio, area de superficie polar) que ndo aderem aos limites para
descritores convencionais de "druglikeness", como a Regra dos 5 ou outros filtros mais
recentemente publicados.”’ Apesar do fato de a maioria dos peptideos nio obedecerem a Ro5,
diversos exemplos de farmacos peptidicos oralmente disponiveis estdo em testes clinicos € no
mercado, tais como o imunossupressor alisporivir, utilizado no tratamento da hepatite C; o
agonista de receptor de guanilato ciclase C, linaclotide, usado no tratamento do sindrome do
intestino irritavel e o andlogo sintético da vasopressina, desmopressina, usado no tratamento

de hemofilia A (Figura 35).
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Figura 35. Exemplos de farmacos peptidicos ciclicos disponiveis por via oral.
Estes farmacos tém em comum a estrutura ciclica, o que tem sido descrito como

propriedade que favorece a farmacocinética, aumentando a permeabilidade através de
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membranas e a estabilidade metabdlica dessas moléculas, permitindo a administracdo por via
oral. Assim, no presente estudo, foi realizada uma revisdo sistemdtica e andlise das
propriedades de todos os peptideos de mercado e em fase clinica, suas propriedades fisico-
quimicas calculadas e a correlacdo com a via de administragdo, nimero de aminoacidos e
mecanismo de acdo. Por fim, as propriedades destes compostos foram comparadas com os

produtos naturais sintetizados e selecionados neste trabalho.

3.3.1 Distribuicdo dos farmacos aprovados pelo FDA nos ultimos 5 anos (2011-2016)

Neste estudo, coletamos todos os farmacos aprovados pelo FDA de 2011-2016, a fim
de avaliar a distribuicdo das espécies quimicas presentes nessa compilagao. Observamos que
de um total de 269 farmacos, 131 (49%) sdo pequenas moléculas, seguidas de 29 (11%) de
anticorpos monoclonais. Farmacos peptidicos representam um total de 20 (7%) de novas
entidades quimicas e 24 (9%) de proteinas, porcentagem similar ao observado por Alberico &

Kruger em 2012 (Figura 36).”

Esterdides Outros
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Figura 36. Distribui¢do de farmacos aprovados pelo FDA por espécie quimica.
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Além disso, na tabela 1 podemos observar que as analises destes farmacos revela uma
tendéncia em termos de propriedades farmacoldgicas destes farmacos. Daklinza, Technivie,
Zepatier, Evotaz Genvoya, Prezcobix, Vibativ, Harvoni e Viekira Pak sdo antivirais, enquanto
Dalvance, Linzess e Orbactiv sdo antibidticos. Juntos, eles correspondem a 55% dos farmacos
peptidicos aprovados com propriedades anti-infecciosas. Isto reforca a grande capacidade dos
peptideos para alcangar alvos de dificil acesso para pequenas moléculas, tais como interagdes
proteina-proteina intracelulares. Para o mesmo periodo de tempo, os medicamentos anti-
infecciosos correspondem apenas a 7% do total aprovado os farmacos (Figura 2). E também
evidente que apenas 44 medicamentos foram aprovados como anti-infecciosos, onde 45,4%

desse montante sdo peptideos.

3.3.2 Revisdo sistematica - Base de dados de farmacos peptidicos

Féarmacos peptidicos sdo arbitrariamente definidos como moléculas que contém menos
de 50 aminoacidos, como forma de diferencia-los de proteinas, tais como anticorpos ou outros
produtos bioldgicos. Neste trabalho, nos adicionalmente definimos fdrmacos peptidicos como
pequenas moléculas que ndo compartilham qualquer caracteristica com peptideos que
ocorrem naturalmente em mamiferos ou peptideos hormonais, a fim de distinguir fArmacos
peptidicos de peptidomiméticos ou miméticos hormonais.

Nossa analise iniciou com o emprego da palavra-chave "peptides", na campo "Search”
da aba “Browse Drugs”, na base de dados "ChemBI". ChEMBL” ¢ um banco de dados livre
contendo informagdes vinculativas, funcionais ¢ de ADMET para um grande nimero de
compostos bioativos. Atualmente, o banco de dados contém 5,4 milhdes de medicoes de
bioatividade para mais de 1 milhdo de compostos. O acesso esta disponivel através da Web
em: https://www.ebi.ac.uk/chembldb. Obtivemos um total de 541 compostos a partir de
10,507 entradas totais. Dentre essas entradas, verificou-se que apenas 108 compostos
mostraram mecanismo de agdo diferente do que ocorre naturalmente em mamiferos ou
hormonios peptidicos e proteinas recombinantes, assim, decidimos que estes compostos tém
uma atividade biologica diferente de produtos biofarmacéuticos, e assim foram classificados
como farmacos peptidicos (Apéndice 21). Os dados dos medicamentos aprovados nos ultimos
5 anos pela agéncia FDA foram coletados na base de dados CenterWatch® e distribuidos de

acordo com a classificacdo quimica (Figura 2).
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As propriedades quimicas dos peptideos selecionados foram calculadas utilizando o
software Vortex®. As informacgodes referentes a0 mecanismo de acdo, via de administragao e
estrutura quimica foram coletadas nas bases de dados da base Integrity, da Thomson

sm95

Reuters™®® e Truven Health Analytics Micromedex® Solutions®.

De maneira geral, estruturalmente, os peptideos selecionados podem ser divididos em

ciclicos e lineares, atendendo aos requisitos de tamanho previamente estabelecidos.

3.3.4 Caracteristicas dos farmacos peptidicos

Da nossa compilagdo de 108 farmacos peptidicos, 37 (33,95%) sdo ciclicos, enquanto
72 (66,05%) sdo lineares. O numero de aminoacidos destes peptideos varia entre 2 e 43
(média=8,12 aminodcidos), podendo ser usuais ou ndo-usuais. O peso molecular varia entre
163,2 Da, referente ao farmaco tiopronin, até¢ 5036,6 Da (média=1060,7) referente ao farmaco

tifuvirtide.

3.3.5 Caracterizagdo terapéutica dos farmacos peptidicos

A partir da andlise e filtros descritos no item anterior, classificamos estes peptideos

por classe terapéutica, como observado na figura 37.
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Figura 37. Distribuig¢do dos farmacos peptidicos por classificacdo terapéutica.

E possivel notar que a distribuigio terapéutica de farmacos peptidicos ¢ dividida
principalmente em 4 classes: oncoldgicos (18%), antibidticos (18%), hematorreguladores
(13%) e imunomodulatérios (12%), juntos correspondem ao total de 61% de todos os
farmacos peptidicos. Em menor porcentagem, ha farmacos que atuam no sistema nervoso
central (7%), para o tratamento de desordens hormonais e antivirais (7% e 6%,
respectivamente), antiinflamatorios e gastrointestinais (5%), analgésicos e antifungicos (4%),

antialérgicos (3%), e farmacos empregados no tratamento de distarbios urinarios (1%).
A divisao foi realizada agrupando os farmacos da seguinte maneira:

Farmacos que atuam no SNC: Inclui antidepressivos, hipnoticos sedativos, antiparkinson e

farmacos que atuam em desordens cognitivas.

Hematorreguladores: Inclui hipotensores, estimuladores de mielopoiese, antiplaquetarios,
antiarritimicos, estimuladores de eritropoietina, anticoagulantes, vasodilatadores e inibidores

de trombose.

Gastrointestinais.: Antiulcera, tratamento de sindrome do intestino irritavel.
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Imunomoduladores:  Imunossupressores, imunoestimulantes, tratamento de doenca

pulmonaria cronica obstrutiva.

Desordens hormonais: Tratamento de hiperparatiroidismo, infertilidade, disturbios de

crescimento e tocoliticos.

Anti-inflamatorios: Inclui AINEs, tratamento de lupus esritematoso sistémico e tratamento de

cicatrizagao.

Ainda, do total de 108 farmacos, 21 sdo considerados “fdrmacos orfaos”, que sdo
farmacos destinados ao tratamento de condicdes raras. Essa informagao reafirma o potencial
de peptideos em atuar em alvos dificeis para pequenas moléculas, bem como proteinas G-

acopladas, enzimas bacterianas ou DNA.

3.3.6 Classificagdo dos farmacos peptidicos em vias de administra¢do

Dos 108 farmacos peptidicos, 32 sdo de administragdo exclusivamente oral e 51 sdo de
administracdo unicamente parenteral, o que corresponde a 83 (77%) dos farmacos em andlise.
(Figura 38). Ainda, sdo observadas outras vias de administragdo, como nasal, oftalmica,

topica e retal, sendo mais de uma via comum para muitos farmacos.

54 54

Figura 38. Distribui¢do dos farmacos peptidicos por via de administracao.
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A via de administracdo oral de peptideos e proteinas pode levar a diferentes formas de

absorcao, sdo elas:

e Absor¢do intestinal transcelular - ativo e passivo: Estudos demonstraram que o
mecanismo da absorc¢ao de peptideos ocorre de forma ativa pela mucosa intestinal por
sistemas de transporte especificos, diferentes dos que ocorrem para o transporte de

aminoacidos.

e Absor¢do intestinal paracelular — O emprego de materiais poliméricos nessas
particulas pode induzir a abertura das jungdes intersticiais entre as células intestinais, o

que permite a absor¢io paracelular (Figura 39).”

Al Anita Al aa

Figura 39. Representacdo esquematica da absorcdo intestinal de peptideos: A: Transporte transcelular; B:
Transporte paracelular; C: Transcitose e endocitose; D: Transporte mediado por células M (Adaptado de
Goldberg et al).”

A via de administragdo nasal de peptideos e proteinas tem chamado atengao,
principalmente para o transporte alternativo destes compostos para o cérebro. Algumas
vantagens da administracdo nasal de peptideos que atuam no CNS sdo o acesso direto dessas
moléculas ao cérebro, sem ter que permear a BHE, a reducao da exposi¢ao de outros 6rgaos e
tecidos a essas moléculas causando efeitos sistémicos e, por ultimo, a redug¢do do
metabolismo dos peptideos por enzimas plasmaticas, o que ¢ uma desvantagem da

.. - . 98 , . ; P
administracdo intravenosa.” Além disso, o transporte nasal de peptideos e proteinas ocorre
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principalmente por via paracelular e transcelular, portanto, ndo necessariamente apresentam

propriedades estabelecidas por Lipinski.

Ainda, quando observamos a distribui¢do das vias de administragdo em peptideos
ciclicos ou lineares (Figura 40), nota-se que os peptideos ciclicos apresentam 56,7% de
administracdo exclusivamente parenteral, enquanto que nos lineares 46,1% apresentam essa
via de administragdo. Dos ciclicos, 21,6% apresenta via de administra¢do exclusivamente oral,
enquanto que para os lineares essa relagdo ¢ de 36,9%. Estes dados desmistificam a ideia de

que farmacos lineares apresentam menor propensao a administragao por via oral.

21

28

Via de ADM - ciclico Via de ADM - linear

Figura 40. Vias de administragdo distribuidas entre farmacos ciclicos (esquerda) e lineares (direita).

Realizamos também a distribuicdo dos farmacos por via de administragdo,
correlacionado-nas com as classes terap€uticas. Nota-se que os farmacos lineares (Figura 41),
sdo amplamente distribuidos entre diversas classes, com maior ocorréncia de
hematorreguladores (13), oncologicos (13), imunomodulatérios (10) e firmacos que atuam no
SCN (8). As vias de administracdo de hematorregulares, se divide principalmente em orais ¢
parenterais, bem como para oncologicos. Interessantemente, os farmacos ciclicos (Figura 42)
sdo principalmente antibioticos (18), seguido de farmacos oncologicos (6). As vias de
administracdo de antibidticos ciclicos € principalmente parenteral € o mesmo ¢ observado
para oncolégicos ciclicos. E importante destacar que existe um consenso de que peptideos

ciclicos sdo mais facilmente absorvidos por via oral, porém a comparacdo entre os graficos
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nos permite concluir que entre os peptideos orais, apenas 21% ¢ administrado por via oral,

enquanto que entre os lineares este percentual ¢ de 43%.
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Figura 41. Farmacos lineares e sua distribuigdo terapéutica relacionada a via de administracéo.
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Figura 42. Farmacos ciclicos e sua distribui¢ao farmacolégica relacionada a via de administragao.

3.3.7 Classificagdo das propriedades estruturais
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Do ponto de vista estrutural, peptideos apresentam ampla distribuigdo e esta analise

comprova que o tamanho e complexidade ndo prejudicaram seu acesso a clinica. Por exemplo,

o antiviral tifuvirtide apresenta 43 aminoacidos, o antibiotico gramicidin D com 32

aminodcidos e o analgésico zigonotide com 27 aminoacidos, demonstram a ampla distribuigdo

terapéutica e estrutural dos peptideos no mercado. Na figura 43, observamos ainda que 53

(49%) dos farmacos peptidicos apresentam de 2-5 aminodacidos, e 33 (30,5%) apresentam de

5-10 aminoacidos. Juntos, correspondem a 80% dos farmacos peptidicos. Considerando que

cada residuo contribui em média com 110 Da no peso molecular, concluimos que 80% dos

farmacos apresentam PM <1100 Da.
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Figura 43. Distribui¢do dos farmacos peptidicos por niimero de aminoécidos.

3.3.8 Correlagdo entre peptideos lineares Vs ciclicos e Propriedades Fisico-Quimicas

Como ja observado, peptideos ciclicos correspondem a 35% das moléculas em estudo,
enquanto peptideos lineares contribuem com 65% do total. Quando distribuimos essas
moléculas em suas propriedades fisico-quimicas e estruturais, observamos que peptideos
ciclicos e lineares apresentam ampla distribuicdo em termos de LogP e PM, como
evidenciado na figura 44. Entretanto, nas faixas de até¢ 1800 Da e LogP -10 até 0, observamos
maior concentracdo dessas moléculas. E interessante notar que os peptideos ciclicos ndo

apresentam maiores valores de lipofilicidade, conforme esperado.
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Figura 44. Esquerda: Grafico evidenciando a divisdo entre fairmacos lineares e ciclicos. Direita: Correlagao

entre farmacos lineares (losangulo) e ciclicos (circulo) e sua distribuicdo em termos de PM e LogP.

Realizamos também a correlagdo entre classes terapéuticas com a distribui¢do entre
farmacos lineares e ciclicos. Uma informagdo que chama atencdo ¢ a expressiva porcentagem
(95%) de peptidicos antibioticos com estrutura ciclica e apenas 5% de antibioticos lineares.
Ainda, farmacos antifingicos sdo exclusivamente ciclicos, o pode estar relacionado com a
capacidade de peptideos ciclicos apresentam em permear células ndo humanas. Em
contrapartida, faArmacos que atuam no SNC, farmacos anti-inflamatérios e antialérgicos sao
exclusivamente lineares. Adicionalmente, hematorreguladores € imunomodulatorios sao em
grande parte lineares (Figura 45). Como os alvos moleculares para essas enfermidades
normalmente se encontram no ambiente extracelular, os peptideos lineares conseguem

alcanga-los sem a necessidade de permear membranas.
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Figura 45. Distribui¢do dos farmacos peptidicos entre ciclicos (verde) e lineares (laranja) dentro das diferentes

classes terapéuticas.

O potencial antibiotico de peptideos ciclicos contendo D,L-a-aminoécidos ¢ destacada
por diversos autores, que afirmam que a estrutura plana e ciclica tem a capacidade de se

organizar em nanotubos na membrana de bactérias, levando a lise celular (Figura 46).’
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Figura 46. A: Peptideo ciclico com aminoacidos em configuracdo D e L alternados; B: Representacdo da
organizagdo dos peptideos em tubulos ocos; C: Formacdo de poros na membrana bacteriana pela a

inser¢do dos tubulos de peptideo (Adaptado de Fernandez-Lopez et al).’

3.3.9 Propriedades Quimicas Vs Administra¢do oral

Como destacado no item anterior, dos 108 compostos que classificamos como
farmacos peptidicos, apenas 35 apresentam administragdo por via oral. Isso se deve
principalmente a rapida metabolizagdo por protedlise dessas moléculas, levando a curto tempo
de meia vida e rapida depuracio renal.”’

A avaliacdo das propriedades fisico-quimicas e estruturais dos peptideos orais
demonstrou ampla distribui¢do de suas propriedades quimicas, e também a disparidade entre
estas propriedades e os filtros estabelecidos para triagem de pequenas moléculas visando
biodisponibilidade oral. Para ilustrar essa constatacdo, realizamos a correlagdo entre os
descritores mais utilizados para triagem de compostos com biodisponibilidade oral e a
distribuicao de peptideos orais e ndo-orais.

Na figura 47A, relacionamos o peso molecular (PM) e lipofilicidade (LogP) de

farmacos administrados por via oral e ndo-oral. A partir dessa andlise, notamos que a grande
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maioria de farmacos orais (azul) estdo distribuidos em um intervalo de PM de 200 a 1400 Da,
e LogP entre -8 € 8.

Na figura 47B ¢ possivel observar a correlagdo entre nimero de grupos aceptores e
doadores de ligacdo de hidrogénio com a distribuicdo de farmacos orais e nao-orais. Nessa
andlise observamos que a maior parte dos farmacos orais estdo concentrados em faixa de até
32 HBA e até 15 HBD, exatamente 3 vezes maior estabelecido por Lipinski para pequenas
moléculas.

Outros descritores que avaliam a chance de um farmaco apresentar biodisponibilidade
oral incluem o nimero de ligagdes rotacionais, area de superficie polar e fracdo de carbono
sp>. Esses descritores levam em consideragdo a flexibilidade de uma molécula, e a relagdo
diretamente proporcional entre a flexibilidade e a dificuldade do farmaco em permear
membranas de forma passiva. J4 foi descrito anteriormente por Veber e colaboradores a
propriedade indesejada de complexa¢do de agua com o grupo funcional amida e o impacto
negativo na biodisponibilidade oral e na permeagdo pelas membranas.'” Neste mesmo
trabalho, Veber e colaboradores estabeleceram que um bom candidato a biodisponibilidade
por via oral deveria apresentar nimero de ligagdes rotacionais inferior a 10 (NRB<10). Ainda,
tomados em conjunto, a fragdo de aromaticidade (Ar/HA), a fragdao de carbono sp3 (Fsp3)e a
presenca de carbono quirais sugerem que quanto menor a planaridade e maior
tridimensionalidade maior a probabilidade de “drugability” de um candidato farmaco.'"'
Compostos com Fsp3 em uma média de 0,47 sdo mais susceptiveis de serem absorvidos
oralmente. Assim, a partir desta analise, foi avaliada a correlacdo entre o Fsp3 e o NRB, ¢
nosso dados revelaram que a maior concentracdo de drogas por via oral disponiveis depende
até 20 titulos rotativos e Fsp3 uma média igual a 0,55 (Figura 47C). A Fsp3 € o unico
descritor que se assemelha ao parametro obtidos anteriormente por Veber para pequenas

moléculas orais.

Ainda, Veber e co-autores observaram que farmacos orais apresentam area de
superficie polar menor que 140 A% (PSA<140 A?). No entanto, em nosso estudo a correlagdo
entre PM vs PSA revelou que entre peptideos, a maior parte dos farmacos orais (azul) se

concentra em até 400 A? (Figura 47D).

Essa amplitude de valores nos principais descritores ¢ uma das explicagdes que tem

permitido a peptideos a acessar e modular alvos considerados dificeis para pequenas
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moléculas, como alvos intracelulares bacterianos, modular proteinas G-acopladas ou interagir

com DNA.
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Figura 47. Graficos de relagdo entre A: PM e Log P; B: HBA e HBD; C: Fsp3 e NRB; D: TPSA ¢ PM
com destaque para distribui¢do dos farmacos peptidicos ndo-orais (verde) e orais (azul).

A fim de gerar valores limites para cada descritor, calculamos o percentil 80°, 90° e

95° dos principais descritores utilizados como filtros para biodisponibilidade oral de farmacos

(Tabela 3). Esta analise demonstrou que os peptideos orais diferem de pequenas moléculas

orais, em todas as propriedades, com destaque para o TPSA, com o percentil 90° de 596.4,

valor 4,3 vezes maior do que o descrito por Veber. Ja os valores de HBA, HBD, NRB ¢ PM

aumentaram em aproximadamente 2 vezes comparado aos valores ja estabelecidos para esses

descritores. Essas informacgdes reafirmam que farmacos peptidicos ocupam espaco quimico




81

particular, e os coloca entre pequenas moléculas e farmacos bioldgicos. Portanto, o emprego

de filtros convencionais para triagem de pequenas moléculas ndo se aplicam necessariamente

a potenciais farmacos peptidicos orais.

Tabela 3. Propriedades calculadas dos principais descritores fisico-quimicos de farmacos orais e os respectivos

percentis 80°, 90° e 95°.

Descritor 80° 90° 95°
PM 1216,64 | 1487,99 | 1731,33

TPSA 301,3 596,4 749,1
Fsp3 0,722 0,792 0,799
NRB 16 20,5 32
LogP 5,12 7,36 7,80
HBA 23 34,5 42,5
HBD 9 19 23,2

3.3.10 Estudo comparativo das propriedades fisico-quimicas dos alvos desse estudo e
peptideos orais

Diante dos resultados do estudo das andlises fisico-quimicas de peptideos

administrados por via oral, decidimos aplicar as mesmas analises para os alvos desse estudo.

Dessa forma, € possivel avaliar a possibilidade de administragdo oral dessas moléculas, de

acordo com os novos parametros que estabelecemos para estruturas peptidicas nesse estudo.

Empregamos o software Vortex(r) para calcular as propriedades: PM, LogP, HBA,

HBD, niimero de ligagdes rotacionaveis, TPSA, Fsp3 dos alvos chaiyaphumine A, desotamide

B, cyclozatoxilano A e rufomicina B, e os valores obtidos sdo mostrados na tabela 4.
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Tabela 4. Propriedades calculadas dos peptideos alvos desse estudo.

Peptideo PM XLogP HBA HBD TPSA NRB Fsp3

Média dos Peptideos
orais 1068,7 -1,56 24,7 12,4 407,74 24,4 0,571
Chaiyaphumine A 720,81 4,09 13 5 178.8 7 0,35
Ciclozantoxilano A 459,54 0,41 10 5 145,5 4 0,522
Desotamide B 682,81 1,45 15 8 233,5 9 0,559
Rufomicina B 1012,24 8,22 19 6 254,4 15 0,537

Chaiyaphumine A apresenta valores de LogP= 4,09, HBD= 5, NRB= 7 e Fsp3= 0,35,
que a coloca como possivel molécula administrada por via oral, de acordo com os parametros
ja estabelecidos por Lipinski e Veber. Entretanto, os valores de PM=720,81, HBD=13 ¢
TPSA=178,8, o colocam fora desses pardmetros. Ainda assim, todos esses valores se
encontram dentro do percentil 90° dos valores que observamos para peptideos disponiveis por
via oral. Similarmente, desotamide B e rufomicina B apresentaram valores, para alguns dos
descritores, fora da faixa estabelecida, porém ainda dentro dos valores adequados de acordo
com nosso estudo. Rufomicina B, como esperado, apresenta alto valor de LogP, (LogP=8,22),
uma vez que possui em sua estrutura aminoacido N-metil-leucina, nitrogénio indodlico

alquilado e glicina modificada com grupo hidrofobico.

Cyclozantoxilano A apresentou todas as propriedades, incluindo TPSA e NRB dentro
dos valores adequados de acordo com os parametros vigentes. Apenas o descritor Fsp3
apresentou valor acima da faixa adequada (0,522), mas ainda dentro do percentil 90° obtido

nesse estudo.

E possivel observar que apesar da violacdo da regra de Lipinski por todos os alvos,
com exce¢do do cyclozantoxilano A, esses compostos ainda se encontram dentro das faixas

observadas para o espago quimico de peptideos administrados por via oral.
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4. CONCLUSOES GERAIS

Os blocos de constru¢do para sintese da rufomicina B, Fmoc-N-metil-L-Leucina e
Fmoc-L-crotil-glicina foram obtidos em rendimentos satisfatdrios para realizagdo da sintese
do peptideos natural.

Para sintese da chaiyaphumine A foi realizada a sintese do aminoacido modificado (2-
fenilacetil)-L-treonina 5 em bons rendimentos, ¢ a sintese do produto natural e analogos esta
sendo estuda sob diferentes metodologias uma vez que a sintese em fase so6lida com emprego
da resina “safety-catch” ndo forneceu o peptideo desejado. A sintese em solugdo tem se
mostrado uma estratégia promissora, permitindo obter os dois fragmentos principais para a
sintese do primeiro analogo “alanina scan” da chaiyaphumine A. Diante dos insucessos para
formacao da ligagdo éster do depsipeptideo, uma nova estratégia foi adotada para formagao do
peptideo linear e macrolactonizagao em solugao.

A sintese de desotamide B e ciclozantoxilano A se mostraram viaveis em fase solida
com ciclizagdo em solucdo. Ainda, a sintese de desotamide B pode ser realizada também pela
estratégia “safety-catch”.

Através da andlise sistematica dos peptideos no mercado, observamos novo perfil
fisico quimico de peptideos orais em comparagdo aos filtros ja empregados para pequenas

moléculas.
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5. EXPERIMENTAL

Nesta secdo serao detalhados os procedimentos sintéticos no qual os compostos com
estrutura quimica elucidada foram obtidos com melhores rendimentos. Os dados

espectroscopicos também estdo descritos.

5.1 Sintese

5.1.1 Procedimentos gerais

Os procedimentos sintéticos em solugdo foram realizados em baldes de vidro sob
agitacdo com barras magnéticas, utilizando solventes e reagentes obtidos comercialmente. O
monitoramento das reagdes foi realizado por cromatografia em camada delgada (CCD) com
visualiza¢ao sob luz ultravioleta, e evaporacdo de solventes foi realizada em evaporadores

rotatorios a temperaturas entre 40 e 50°.

As reacdes em fase solida foram realizadas em frasco cilindrico, com placa sinterizada
para filtragdo e torneira de 3 saidas na parte inferior para agitagdo da mistura reacional através

de borbulhamento de ar comprimido.

A estrutura dos produtos foi confirmada por métodos espectroscopicos €
espectrométricos. As analises realizadas incluem espectros de ressonancia magnética nuclear
(RMN) de 'H (300, 400, 500 ou 600 MHz) e de "*C (75 ou 101 MHz). Foram utilizados ainda
métodos de espectrometria de massas da baixa resolugdo (LRMS) e/ou de alta resolucao

(HRMS), com ionizagdo por elétrons (EI), por eletrospray (ESI) ou MALDI-TOF.

5.1.2 Sintese e descrigdo espectroscopica

Sintese de 1

Fmoc\N%O
\_

A uma suspensdo de Fmoc-L-Leucina (2g, 5,66 mmol) em 20 mL de tolueno, foi

adicionado formaldeido (1 mL — 0,033 mmol) e acido para-tolueno sulfénico (100 mg, 0,581
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mmol). A reag¢do foi mantida em refluxo a 125°C por 1 hora. O conteudo reacional foi lavado
com NaHCOs; e extraido com acetato de etila (3x). A solucdo foi mantida com Na,SOy,
filtrada e o solvente eliminado sob pressao reduzida. O residuo formado foi suspenso em
acetato de etila e o solvente foi eliminado sob pressdo para fornecer um oleo utilizado na

etapa seguinte sem purificacao.

Sintese de 2

{

F
HO\gAN/ moc
|

A uma solucdo da oxazolidina (2,835g, 7,7mmol) em 7 mL de cloroférmio foi
adicionado TFA (7,31 mL, 0,3677 mol) ¢ trietilsilano (2,697 mL, 0,16 mmol). A mistura
reacional foi agitada em temperatura ambiente por 24 horas. Ao final desse periodo, o
solvente eliminado sob pressao reduzida em rotaevaporador, com a formacao de um oleo,
solubilizado em CH,Cl, e reconcentrado 3 vezes. Os cristais formados foram solubilizados em
éter, concentrados e novamente lavados com 5% de éter em hexano. O produto foi purificado
em coluna “flash” (1:1, AcOEt:Hex), formando o composto desejado. Solido amarelado, 70%.
'H RMN (CDCls, 500 MHz): & 7,79-7,74 (m, 2H) 7,61-7,55 (m, 2H), 7,43-7,36 (m, 2H),
7,34-7,29 (m, 2H), 4.96 (m, 0,6H), 4,61 (m, 0,4H), 4.46 (m, 2H), , 4.29 (t, 0,6H), 4,23 (t, 0,4
H), 2,89 (s, 2H), 2,86 (s, 1H), 1,78 (m, 1H), 1,55 (m, 2H), , 0,96 (m, 4H), 0,90 (d, J=, 1H),
0,76 (d, J=, 1H). >C RMN (CDCls, 125 MHz): & 177,48, 157,17, 156,53, 144,03, 143,89,
141,41, 127,78, 127,14, 125,13, 124,81, 120,05, 67,87, 67,27, 56,75, 56,41, 47,33, 37,56,
37,25, 30,61, 30,44, 24,92, 24,72, 23,32, 23,13, 21,32. IES-EM (m/z): calculado para
CyHy5sNO4Na [M+Na]+: 390,1681 encontrado: 390,1693.
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Sintese de 3

ik
g

Uma solugdo de acetato de 2 bromo tert-butila (2,75 mmol, 660 pL), benzofenona
imina (2,75 mmol, 580 pL) e diisopropiletilamina (2,75 mmol, 480 pL) em 3 mL de
acetonitrila foi agitada sob refluxo por 24 horas. Ao final da reacdo, observado por
cromatografia em camada delgada, o solvente foi eliminado em vacuo e o residuo
solubilizado em éter etilico e lavado com agua. A fase organica foi seca com sulfato de
magnésio, filtrada e o solvente eliminado em vacuo fornecendo o produto desejado 3. Sélido
branco, 90%. "H RMN (CDCls, 400 MHz): § 7,64-7,48 (m, 2H), 7,46-7,44 (m, 3H), 7,38-7,30
(m, 3H), 7,19-7,16 (m, 2H), 4,12 (s, 2H), 1,46 (s, 9H).

Sintese de 4

Uma suspensao de brometo de dimetilalila (0,347 mmol, 300uL) e brometo O-Allil-N-
(9-anthracenilmetil) cinchonidinium (0,034 mmol, 20 mg) em solu¢do aquosa 50% KOH (5
mL) foi adicionada a uma solucao de 3 (1 eq, 0.34 mmol, 100 mg) em tolueno (10 mL) a 0°C.
A mistura foi agitada por 6 horas a 0°C e por mais 20 horas a temperatura ambiente. Ao final
da reagdo, a mistura foi vertida em agua e extraida com hexano (3x), seca com Mg;SOy,
filtrada e evaporada em vacuo, fornecendo um 6leo amarelo empregado na etapa seguinte sem
purificacdo. O composto alquilado formado (1g, 1,98 mmol) foi solubilizado em THF (10
mL) e tratado com solu¢do de acido citrico 10% (10 mL) por 3 horas. Ao final da reagdo,

observado por CCDC, a mistura foi neutralizada com NaHCO; (5,96 mmol, 507 mg), tratada
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com Fmoc-Cl (3,87 mmol, 1 g) e a solugdo foi agitada por 4 horas. Ao final da reagdo, a
mistura foi vertida em dgua (30 mL), extraida com acetato de etila (3x) e seca com Mg,SOs.
O solvente foi removido sob pressao reduzida e o 6leo formado foi tratado com solugdo de
TFA/DCM 50% (10 mL) por 24 horas a temperatura ambiente. Apos eliminacdo do solvente
sob pressao reduzida, o produto foi purificado por precipitacdo em éter etilico, fornecendo um
solido branco. 60%. 'H RMN (CDCl;, 400 MHz) ¢ 7,31-7,77 (m, 8H), 5,59 (m, 1H), 5,26-
5,36 (m, 2H), 4,42 (m, 3H), 4,24 (m, 1H), 2,54 (m, 2H), 1,68 (m, 3H). Rotagdo otica +8,2°
(Conc: 0,2g/100 mL; DMC; Comprimento de onda: 589,3 nm; Temperatura: 25°C).

Sintese de 5

L OH

N/
Y ﬁ"
“'OH

A uma solucgdo de L-treonina (4,2 mmol, 500 mg) em solucao aquosa 1 M de NaOH a
0°C foi adicionado acido fenil acético (5,4 mmol, 722 pL). A reagao foi mantida por 1 hora a
0°C e 18 horas a temperatura ambiente sob constante agitacdo. Apos este periodo, a mistura
reacional foi extraida com acetato de etila, lavada com solu¢do 2 M de HCI e extraida com
acetato de etila (3x). A combinacdo das fases organicas foi seca com sulfato de magnésio
anidro, filtrada e evaporada. O sé6lido amarelo formado foi lavado com éter etilico, fornecendo
o composto 5. Solido branco, 78%. '"H RMN (400 MHz, DMSO) 612,50 (s/, 1H, COOH),
8,01 (d, J=9,50 Hz, 1H, NH), 7,20-7,29 (m, 5H, Ar), 4,92 (s/, IH, OH), 4,22 (dd, J=3,6; 8,8
Hz, CHCOOH), 4,12 (m, CH;CHOH), 3,61 (d, J=14,2 Hz, CHAr), 3,54 (d, J=14,2 Hz,
CH>Ar), 1,02 (d, J=6,3 Hz, 3H, CH3).
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Sintese de 12
DYt
NH , O
/",mN\:)ko/
H =

A uma solu¢do do composto 5 (2 mmol, 474 mg) em diclorometano anidro (10 mL) foi
adicionado metil éster-D-Ala (2,4 mmol, 334 mg), EDCI (2,4 mmol, 372 mg), HOBt (0,6
mmol, 80mg) e DIPEA (4 mmol, 696 puL) e mantida sob agitagdo a temperatura ambiente por
24 horas. A mistura reacional foi lavada com 2 M HCI e extraida com diclorometano e a fase
organica foi lavada com solugdo saturada de NaHCO;. A fase organica foi seca com Mg;SOy,
filtrada e o solvente foi eliminado sob pressdo reduzida em rotaevaporador, fornecendo 12.
Solido amorfo amarelo, 75%. 'H RMN (400 MHz, CDCls3) ¢ 7,17-7,27 (m, 5H, Ar), 6,43 (m,
1H, NH), 4,49 (m, 1H), 4,03-4,26 (m, 1H), 3,64 (m, 3H), 3,50-3,56 (m, 2H), 1,93 (s, 1H),
0,85 (m, 1H), 1,28 (m, 3H), 0,84-1,17 (m, 3H).

Sintese de 13

4
T o

Uma solucdo de metil éster-L-Trp (2 mmol, 510 mg) em diclorometano (10 mL) foi
tratada com Boc-L-Pro (2,4 mmol, 517 mg), EDCI (2,4 mmol, 372 mg), HOBt (0,6 mmol, 80
mg) e DIPEA (4 mmol, 696 uL). A reacdo foi mantida por 24 horas em temperatura ambiente
em constante agitacdo. Apos este periodo, o conteudo reacional foi lavado com solugdo 2 M
de HCI e a fase organica coletada foi lavada com solucdo saturada de NaHCOs, filtrada e o
solvente eliminado sob pressdo reduzida, fornecendo o dipeptideo 13. Sélido amorfo branco,
89%. '"H RMN (400 MHz, CDCls) & 8,27 (dl, 1H, H-17), 7,54 (d, 1H, J=7,5 Hz, 1H, H-4"),
7,34 (d, J=7,5 Hz, 1H, H=7"), 7,01-7,20 (m, 3H, H-2’, H-5’, H-6"), 6,52 (s/, 1H, NH), 4,90
(s/, 1H, CHCH2), 4,19-4,33 (m, 1H, NCHCO), 3,63 (s, 3H, CO,CHs), 3,22-3,47 (m, 4H,
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NCH,CH,CH,), 2,06-2.24 (m, 2H, NCH,CH,CH,), 1,81 (sl, 2H, NCH,CH,CH,), 1,34-1,45
(m, 9H, C(CHj3);3).

Sintese de 14

A uma solucao 4 M HCI em dioxano anidro (10 mL) foi adicionado o composto 13
(1,78 mmol, 740 mg) a 0°C. Apds adicdo, a reacdo foi aquecida até temperatura ambiente e
mantida sob agitacdo por 4 horas. Apds este periodo, o solvente foi evaporado sob pressao
reduzida e o residuo formado lavado com acetonitrila (3x) e diclorometano (3x) e evaporado.
O filtrado formado foi seco em alto vacuo fornecendo so6lido branco amorfo com 96% de

rendimento que foi utilizado na etapa seguinte sem caracterizagao.

Sintese de 15

5 0
HN O

\ “INH ﬁ) N

o~
Uma solugdo do composto 14 (2 mmol, 756 mg) em diclorometano (10 mL) foi tratada
com Boc-D-Ala (2,4 mmol. 543 mg), EDCI (2,4 mmol, 372 mg) e HOBt (0,6 mmol, 80 mg) e
DIPEA (4 mmol, 696 puL). A reagdo foi mantida em temperatura ambiente por 24 horas ¢ a
mistura reacional foi lavada com solu¢do 2 M HCI e solucdo saturada de bicarbonato de
sodio. A fase organica foi seca com Mg,SO, filtrada e o solvente eliminado sob pressdo

reduzida. O residuo formado foi seco em alto vacuo fornecendo o composto 15. Solido

amorfo amarelo, 89%. 'H NMR (CDCl5) ¢ 8,46 (sl, 1H), 7,35-7,19 (m, 2H), 6,94-7,16 (m,



90

3H), 5,29-5,45 (m, 1H), 4,80 (s, 1H), 4,55-4,64 (m, 1H), 3,65-3,73 (m, 4H), 3,24-3,39 (m,
3H), 2,26 (s1, 2H), 1,73-1,93 (m, 4H), 1,44 (s, 9H), 1,30 (s7, 3H).

Sintese de 16

Ho_°
HN O ‘ry
\ “INH W
éOC

)

Uma solugdo do composto 15 (1,79 mmol, 873 mg) em THF/H,O 3:1 (12 mL) a 0°C
foi tratada com LiOH (5,37 mmol, 129 mg) e mantida sob agitacdo por 3 horas. Apos este
periodo, a mistura reacional foi diluida com agua (10 mL) e o pH foi trazido a 2 com solucao
2 M HCI. A mistura foi extraida com acetato de etila (3x), seca com Mg,SOy, filtrada e o
solvente foi eliminado sob pressdo reduzida. O residuo formado foi seco em alto vacuo
fornecendo 16. Sélido amorfo amarelo, 90%. '"H RMN (400 MHz, CDCls) 6 8,62 (s/, 1H),
6,97-7,56 (m, 5H), 5,57 (s/, 1H), 4,78 (m, 1H), 4,44 (s, 1H), 4,13 (m, 2H), 3,56-3,76 (m, 1H),
3,31 (m, 2H), 2,05-2,09 (m, 4H), 1,95 (m, 2H), 1,42 (s/, 9H), 1,27 (s/, 3H).

Sintese de 17

O/

//"Kgo

NH,

Uma solu¢do de D-Phe-OH (5,58 mmol, 1g) em metanol anidro (7 mL) foi tratada com (27,9
mmol, 2 mL) de cloreto de tionila previamente tratado e a reacdo foi mantida a 0°C por 24
horas em atmosfera de nitrogénio. Ao final da reacdo, o solvente foi eliminado sob pressao
reduzida e o solido formado foi suspenso em metanol e evaporado (3x), fornecendo o
composto desejado 17. Sélido amorfo branco, 95%. 'H RMN (400 MHz, CDs;0D) 6 7,24-7,39
(m, 5H), 4,31 (m, 1H), 3,80 (s, 3H), 3,13-3,25 (m, 2H).
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Sintese de 18
b o
H 0]
/1, N\"
HO™

A uma solugdo de 5 (1,8 mmol, 427 mg), PyBOP (1,8 mmol, 936 mg) e DIPEA (2
mmol, 313 pL) em diclorometano (10 mL), foi adicionado 17 (1,5 mmol, 268,83 mg) ¢ a
reacdo foi mantida sob agitacdo por 2 horas. Ao final da reagdo, observado por CCDC, a
mistura reacional foi lavada com solucdo aquosa HCl 2M e solugdo saturada de NaHCO;. A
fase organica foi seca com Mg,SO, anidro, filtrada e o solvente eliminado sob pressdo
reduzida. O solido formado foi purificado em cromatografia “flash” fornecendo 18. '"H RMN
(400 MHz, CDCls) & 7,15-7,31 (m, 10H), 4,67 (m, 1H), 4,29 (m, 1H), 4,03 (m, 1H), 3,67 (s,
3H), 3,60 (d, J=5 Hz, 2H), 3,16 (m, 1H), 3,02 (m, 1H), 1,30 (s, 2H), 0,99 (d, /=10 Hz, 3H).

5.1.3 Sintese de desotamide B em resina “safety-catch”

Acoplamento do primeiro aminodcido: A 400 mg de resina 4-sulfamilbutiril AM (taxa
de acoplamento= 0,8 mmol/g; 0,320 mmol), foi adicionado Fmoc-Gly-OH (143 mg, 0,48
mmol), PyBOP (296 mg, 0,57 mmol) e diisopropiletilamina-DIPEA (200 pL, 1,15 mmol) em
5 mL de DMF. A mistura reacional foi mantida overnight e o procedimento foi repetido mais

duas vezes.

Reacoes de acoplamento: A Fmoc-resina foi desprotegida com solucdo de 20 % de
piperidina em DMF (5 mL) por 2 minutos e a desprote¢do foi repetida por 20 minutos. A
resina foi lavada com CH,Cl, (5x), MeOH (5x) e DMF (5x) e a eficiéncia do acoplamento foi
realizada pelo teste de Kaiser e avaliagdo da absor¢do UV do dibenzofulveno. O mesmo

procedimento foi utilizado nos acoplamentos seguintes.

Ativacdo da resina e clivagem ciclica do peptideo: A Boc-resina foi ativada com
1odoacetonitrila (4,48 mmol, 324 uL) e DIPEA (2,65 mmol, 1384 puL) em 3 mL de NMP por
12 horas. O procedimento foi repetido sob as mesmas condicoes reacionais. Apds lavagens da

resina com diclorometano (5x), THF (5x) e 1% DIPEA em THF (1x) a resina foi encubada em
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THF (5 mL) e DIPEA (0,382 mmol, 200 pL) e a ciclizagdo foi mantida overnight fornecendo

o peptideo ciclico.

5.1.4 Sintese de analogo linear de Desotamide B em resina e ciclizacao em solucio

Desprotegdo da resina: 1,33 g de resina Wang-Gly-Fmoc com grau de substituigao (0,4
mmol/g) foi encubada com piperidina/DMF 20% por 20 minutos (2x). Apos remog¢do do

grupo Fmoc, a resina foi lavada sucessivas vezes com DCM e DMF.

Reacées de acoplamento: Fmoc-L-Trp(Boc) (422 mg, 0,8 mmol), HBTU (303,0 mg,
0,8 mmol) e DIPEA (50% v/v) em 5 mL de NMP. Apos o ciclo de acoplamento, a avaliagdo
da taxa de acoplamento ¢ realizada através de detecgao UV do grupo dibenzofulveno (290
nm). Os acoplamentos seguintes seguiram o mesmo procedimento, seguidos de desprotecao e
lavagens, até a formagdo da sequéncia peptidica NH,-L-Trp-L-Leu-D-Leu-L-Val-L-Asn-Gly-
Resina, onde as cadeias laterais dos aminoacidos asparagina e triptofano mantiveram-se

protegidas com os grupos Trt e Boc, respectivamente.

Clivagem da resina: A clivagem do peptideo linear foi realizada na presenca de 10 mL
de solugdo de TFA:H,O:TIS (95%:2,5%:2,5%) por duas horas de agitacdo em temperatura
ambiente. Apds esse periodo, a fracao peptidica foi precipitada com 10 mL de éter anidro
gelado, e a fracdo ndo peptidica foi separada do precipitado por centrifugacdo. A fragdo etérea
foi decantada e o precipitado obtido foi extraido com uma mistura de H;O/ACN 50%. Essa

solucao foi liofilizada para formar 82 mg de um s6lido branco.

Ciclizagcdo em solucdo: O peptideo linear (82 mg, 0,12 mmol) foi diluido em 1000 mL
de acetonitrila (solugdo 0,1 mmol/L) e tratado com HBTU (45,5 mg, 0,12 mmol) e DIPEA (41
uL, 0,24 mmol). A reagao foi mantida por 25 horas, sob abrigo da luz, em temperatura
ambiente. Apos esse periodo, a mistura reacional foi liofilizada e o so6lido branco (90mg)

formado foi submetido as analises.

Purificagdo: O peptideo ciclico foi purificado em HPLC semi-preparativo
(Shimadzu), utilizando coluna C;g com gradiente linear de num programa de 31% de B ate
61% em 120 minutos de solvente B (0,0036% (v/v) TFA/acetonitrila). O fluxo empregado foi

de 5 mL/minuto. A detec¢ao UV foi realizada a 220 nm. A avaliagdo da pureza do material foi
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realizada em HPLC analitico (Varian, USA), empregando os solventes A e B por 30 minutos,
em gradiente linear de 5-95%, em fluxo de 1,5 mL/min e deteccio UV em 220 nm. A
identidade do peptideo foi confirmada por ESI-MS calculado para [M+H]'= 683,39,

encontrado 683.4.

5.1.5 Sintese de cyclozantoxilano A em resina e ciclizacdo em solucio

Esterificacio do 1° aminodcido a resina: (300 mg, 0,3 mmol) de resina cloreto de 2-
cloro tritila (com grau de substitui¢ao 1-1,5 mmol/g em SmL de DCM foi tratada com Fmoc-
L-Ala (746,0 mg, 2,4 mmol) e DIPEA (2,5 mL, 4,8 mmol). A reacdo foi mantida por 30
minutos e o procedimento repetido mais uma vez. Apds esse periodo, a resina foi lavada com
DCM e DMF (5x). O grupo Fmoc foi removido com solucdo de piperidina/DMF 20% por 20
minutos (2x). Apos remogao do grupo Fmoc, a resina foi lavada sucessivas vezes com DCM

(5x) e DMF (5x%).

Reacoes de acoplamento: A resina-Ala foi tratada com solucdo de Fmoc-L-Ala (424
mg, 1,2 mmol), PyBOP (624,4 mg, 1,2 mmol) e DIPEA (1,2 mL, 2,4 mmol) em 5 mL de
DMF por 2 horas (2x). Ao final da reagdo, a avaliagao da taxa de acoplamento foi realizada
através de deteccdo UV do grupo dibenzofulveno (290 nm) e teste de ninidrina. Os
acoplamentos seguintes seguiram o mesmo procedimento, seguidos de desprotecdo, até a

formacao da sequéncia peptidica NH,-L-Phe-L-Gly-L-Ala-L-Leu-L-Ala-Resina.

Clivagem da resina: A clivagem do peptideo linear foi realizada na presenga de solucao
de TFA/DCM 5% v/v por 20 minutos, sob agitacdo em temperatura ambiente. ApOs esse
periodo, a fracdo peptidica foi precipitada com 5 mL de éter anidro gelado, e a fragdo nao
peptidica foi separada do precipitado por centrifugagdo. A fracdo etérea foi decantada e o
precipitado obtido foi extraido com uma mistura de HO/ACN 50% e a solugdo resultante foi

liofilizada, formando s6lido branco (180 mg).

Ciclizacdo em solucdo: O peptideo linear bruto (180 mg, 0,376 mmol) foi diluido em 3770
mL de DCM (solugao 0,1 mmol/L) e tratado com PyBOP (195,5 mg, 0,376 mmol) e DIPEA
(197 uL, 0,752 mmol). A reagao foi mantida por 36 horas, sob abrigo da luz, em temperatura
ambiente. ApoOs esse periodo, a mistura reacional foi evaporada sob pressao reduzida e o

solido branco formado foi submetido as andlises. A identidade do peptideo foi confirmada por
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ESI-MS calculado para [M+H] "= 460,55, encontrado 460.

5.1.6 Estudo sintético de Chaiyphumine A em resina “safety-catch”

Acoplamento do primeiro aminodcido: A 200 mg de resina 4-sulfamilbutiril AM
(Novabiochem, 200 mg, 0,224 mmol), foi adicionado Fmoc-D-Phe-OH (278mg, 0,72 mmol),
PyBOP (374 mg, 0,72 mmol) e DIPEA (376 uL, 0,72 mmol) em 5 mL de DMF. A mistura

reacional foi mantida overnight e o procedimento foi repetido mais duas vezes.

Reacgoes de acoplamento: A Fmoc-resina foi desprotegida com solucdo de 20 % de
piperidina em DMF (5 mL) por 2 minutos e a desprote¢dao foi repetida por 20 minutos. A
resina foi lavada com CH,Cl, (5x), MeOH (5x) e DMF (5x) e a eficiéncia do acoplamento foi

realizada pelo teste de Kaiser.

Reacgdo de esterificagdo: A resina-dlcool foi encubada com DMAP (27 mg, 0,24
mmol), Fmoc-D-Trip (327 mg, 0,72 mmol) e diisopropilcarbodiimida - DIC (351 uL, 0,74
mmol) em THF (5 mL). A reacdo foi mantida por 2 horas e repetida overnight. Apos lavagens
da resina com THF (5x) e DMF (3x) a elongacao do peptideo linear foi realizada até o

acomplamento do ultimo aminoacido.

Ativagdo da resina e clivagem ciclica do depsipeptideo: A Boc-resina e ativada com
1odoacetonitrila (2,24 mmol, 162 pL) e DIPEA (2,68 mmol, 692 uL) em 1,5 mL de NMP por
12 horas. O procedimento foi repetido sob as mesmas condicoes reacionais. Apds lavagens da
resina com diclorometano (5x), THF (5x) e 1% DIPEA em THF (1x) a resina foi encubada
com THF (5 mL) e DIPEA (0,67 mmol, 117 puL) e a ciclizagdo foi mantida overnight

fornecendo o depsipeptideo.

5.1.7 Estudo andlogo linear sintético de chaiyaphumine A em resina

Desprotecdo da resina: A resina Wang-Fmoc-L-Trp(Boc) 0,300 mg (0,3 mmol) com
taxa de substitui¢do de 0,7 mmol/g, foi encubada com piperidina/DMF 20% por 20 minutos

(2x). Ap6s remogao do grupo Fmoc, a resina foi lavada sucessivas vezes com DCM e DMF.

Reacées de acoplamento: Fmoc-L-Pro (202,4 mg, 0,72 mmol), HBTU (227,5 mg, 0,6
mmol) e DIPEA (50% v/v) em 5 mL de NMP. Apds o ciclo de acoplamento, a avaliacdo da

taxa de acoplamento ¢ realizada através de deteccdo UV do grupo (312 nm). Os
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acoplamentos seguintes seguiram o mesmo procedimento de acoplamento seguida de
desprotecdo, at¢ a formagdo da sequéncia peptidica OH-L-Thr-D-Phe-D-Ala-L-Pro-L-Trp-
COOH.

Clivagem da resina: A clivagem do peptideo linear foi realizada na presenca de 6 mL de
solugdo de TFA:H,O:TIS (95%:2,5%:2,5%) por duas horas de agitacio em temperatura
ambiente. ApoOs esse periodo, a mistura reacional foi filtrada, a resina foi lavada com TFA e a
solugdo concentrada em vacuo. O residuo formado foi solubilizado em mistura de HO/ACN
50% e concentrado em liofilizador. Apoés liofilizagdo, foi obtido 474 mg de so6lido branco, que
foi submetido a andlises. A identidade do peptideo linear foi confirmada por ESI-MS

calculado para [M+H]" 739,34, encontrado 739.4.

5.1.2 Monitoramento de acoplamento das reacoes em fase solida

5.1.2.1 O Teste de Kaiser (ou teste da ninidrina)

Este teste qualitativo, empregado no acompanhamento das reagdes em fase soélida,
consiste em trés solugdes reagentes:

Reagente A: 16,5 mg de KCN serdo dissolvidos em 25 mL de dgua destilada. Em
seguida, 1 mL desta solucdo ¢ diluida em 49 mL de piridina.

Reagente B: Dissolve-se 1,0 g de ninidrina em 20 mL de n-butanol.

Reagente C: Dissolve-se 40g de phenol em 20 mL de n-butanol.

Procedimento: De 10-15 beads da resina sdo adicionadas em um tubo de ensaio. Para

cada tubo, adiciona-se 3 gotas de cada reagente. Os frascos sdo entdo aquecidos a 110 °C

durante 5 minutos.

As cores sdao entdo comparadas com a referéncia. Se estiver incolor ou com coloragao
azul fraca, o acoplamento esta completo, entdo, a sintese ¢ continuada. Caso a solugdo esteja
azul escura, mas as beads incolores, o acoplamento estd quase completo, podendo estender o
acoplamento, ou cobrir as cadeias que ndo reagiram. Se a solugdo estiver com coloracdo azul
clara, mas as beads com coloragdo azul escura, o acoplamento estd incompleto, devendo ser
repetido. Por fim, se a solugdo estiver com uma coloragdo intensa de azul e todas os beads
estiverem azul, o acoplamento falhou, devendo-se entdo avaliar o aminodcido, reagentes e

entdo reacoplar.”" >
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5.1.2.2 Teste de absor¢do UV do grupo dibenzofulveno

Esse método fornece grau de substituicdo em qualquer resina funcionalizada com N-

Fmoc. O grau de substitui¢ao tedrica ¢ calculado com base na equacdo a seguir:
Grau de substitui¢cao (mmol/g) = (AbSumosira)/(Mg de amostra x 1,75)

Procedimento: Aproximadamente 5 beads da resina sdao adicionadas em cubeta de

quartzo (3 x 10 mm) juntamente com 3 mL de solugdo 20% de piperidina/DMF. Agitar por

por 5-10 a mistura e ler em espectrofotémetro a 290 nm.”
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APENDICES

Espectro de "H RMN (CD;0D, 500 MHz) — composto 2
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Apéndice 2: Espectro de RMN *C (CD;0D, 125 MHz) - composto 2
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Apéndice 3: Espectro de IES-EM - composto 2

Analysis Info Acquisition Date 8/2/2012 4:09:36 PM
Analysis Name D:\Data\PROF FLAVIO_QF\JCD 17_LC-MS_NEG_02-08-2012_1-2_01_987.d
Method tune_low_tomaz1000_neg_02-08-2012.m Operador Jose Carlos Tomaz
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Bruker Compass DataAnalysis 4.0 printed: 8/6/2012 2:55:15 PM Page 1 of 1

Apéndice 4: Espectro de LC-MS - composto 2
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Bruker Compass DataAnalysss 4.0 printed: 822012 4:2202 PM Page 1 of 1
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Apéndice 5: Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) do composto 3
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Apéndice 6: Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) — composto 4
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Apéndice 7: Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) — composto 5
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Apéndice 8: Espectro de ESI - composto 6
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Comment
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Apéndice 9: Perfil cromatografico - composto 8
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vial 12 programa 5 a 95% B em 30 minutos coluna Kromasil 300 particula de Sum
tamanho 0,46 x 150 mm volume de inje¢io 50
(A) 0,045% TFA em agua (B) 0,036% TFA em ACN fluxo de 1,0

220 nm
2 -
s ]
- 0

@ s aSE = 5 8

N T NoFl o~ N

0 | L L [ \

I T Tl G \ [
0 é 15 1I5 20 30
Minutes
UV (220nm)
Pk # Retention Time Area Area Percent
1 2.477 406716 13
2 11,601 29279 0,1
3 12,618 39641 0.1
4 13,447 44764 0,1
5 13,912 554454 1,8
6 14,508 50664 02
7 14,700 32165 0.1
8 14,948 737298 2.4
9 15,403 28366028 934
10 17,171 32416 0,1
11 18,571 41048 0.1
12 27,347 45058 0,1
Totals

30379530 100,0




Apéndice 10: Espectro de ESI — composto 9
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Apéndice 11: Perfil cromatografico — composto 9

vial 10 programa 5 a 95% B em 30 minutos coluna Kromasil 300 particula de Sum
tamanho 0,46 x 150 mm volume de inje¢do 50
(A) 0,045% TFA em agua (B) 0,036% TFA em ACN fluxo de 1,0

220 nm

Volts

0,5

114

~ N~
0.0 T& TJ‘ i ‘
0 EI> 1|o 1I5 25 2|5 30
Minutes
UV (220nm)
Pk # Retention Time Area Area Percent
1 2,475 497256 28
2 6,580 60352 03
3 11,268 15621 0.1
4 15,578 31022 02
5 15,905 146014 038
6 16,816 141093 038
7 17183 244909 14
8 17434 37710 02
9 17,683 13016 0.1
10 18,145 256830 15
11 18,619 14162897 803
12 19253 129595 07
13 19,784 101456 0.6
14 20,020 29982 02
15 20,555 126755 07
16 21,165 1359130 77
17 22082 277842 16
Totals
17631481 100,0
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Apéndice 12: Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) — composto 12
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Apéndice 13: Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) - composto 13
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Apéndice 14: Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) - composto 15
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Apéndice 15: Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) - composto 16
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Apéndice 16: Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) - composto 17
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Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) - composto 18
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Espectro ampliado de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) - composto 18
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Apéndice 19: Espectro LC-ESI - composto 19

Display Report

Analysis Info Acquisition Date  10/14/2015 2:13:31 PM
Analysis Name  D:\Data\emc2015\brancos\gh1506-maiscon_1-36_01_2464.d

Method 2464.m Operator emcilli

Sample Name gb1506-maiscon Instrument amaZon SL

Comment

Acquisition Parameter

lon Source Type ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarity off
Mass Range Mode Enhanced Scan Begin 70 m/z Scan End 2200 m/z
Capillary Exit ReBANion WE! n/a Trap Drive 70.7
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Bruker Compass DataAnalysis 4.0 ) printed:  10/27/2015 2:59:13 PM Page 1 of 1



Apéndice 20: Propriedades fisico-quimicas de peptideos no mercado e em fase clinica. NRB

de aminoacidos; Via de ADM: Via de administragao.

124

: Ntmero de ligagdes rotacionaveis; N® aa: Numero

Peptideo PM LogP HBA HBD TPSA NOPS FSP3 NRB N’ aa Via de ADM  Estrutura Classificacao
abarelix 1416,06 3,74 28 13 4250 0,458 38 10 Parenteral Linear Oncolégicos
afamelanotide 1636,77 -6,61 40 14 552,6 0,5 34 13 Parenteral Linear Hematorreguladores
alisporivir 1216,64 7,81 23 5 278,8 0,794 15 11 Oral Ciclico Antivirais
almurtide 478,45 -6,97 15 8 246,8 0,722 12 2 Oral Linear Imunomodulatérios
ambamustine 629,61 4,04 8 3 139,1 0,483 19 3 Parenteral Linear Oncolégicos

Topical,

Amphomycin 1290,42 -5,48 33 15 506,8 0,69 38 10 parenteral Ciclico Antibidticos
anamorelin 546,7 3,19 9 3 114,8 0,452 9 2 Oral Linear Oncologicos
anidulafungin 1140,24 0,47 24 14 3774 0,466 14 7 Parenteral Ciclico Antifingicos

Ciclico Desordens
aspartocin 993,16 -2,09 24 12 450,1 0,595 16 8 Parenteral hormonais

Ciclico Desordens
atosiban 994,19 -1,3 23 11 416,3 0,628 18 9 Parenteral hormonais

Topical, Ciclico
bacitracin 1422,69 -2,86 33 17 556,2 0,636 31 11 parenteral Antibidticos
basifungin 1101,42 7,89 19 4 2354 0,65 12 9 Oral Ciclico Antifingicos
bestatin 308,37 -1,76 6 4 112,7 0,5 8 2 Oral Linear Oncolégicos
bivalirudin 2180,29 -8,66 57 28 901,6 0,541 67 20 Parenteral Linear Hematorreguladores
boceprevir 519,68 1,84 10 4 150,7 0,815 8 3 Oral Linear Antivirais
Bortezomib 384,24 1,66 8 4 124,4 0,368 9 2 Parenteral Linear Oncologicos
capreomycinA 668,71 -8,87 22 14 378.4 0,6 10 6 Parenteral Ciclico Antibidticos
CapreomycinB 652,71 -7,65 21 13 3582 0,6 9 6 Parenteral Ciclico Antibidticos
carfilzomib 719,91 3,61 12 4 158,5 0,575 20 4 Parenteral Linear Oncologicos
casokefamide 632,71 1,01 13 8 226 0,303 16 5 Oral Linear Analgésicos
caspofungin 1093,31 -2,19 25 16 412 0,75 23 7 Parenteral Ciclico Antifingicos
cebaracetam 335,79 1,11 6 1 69,7 0438 3 2 Oral Linear CNS
cemadotin 640,86 4,36 11 2 122,4 0,686 13 5 Parenteral Linear Oncolégicos
Desordens

cetrorelix 1431,04 1,3 31 17 495,7 0,429 39 10 Parenteral Linear hormonais
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Glaspimod
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588,66
1202,61
738,88
1255,42
1816,69
291,3
1620,67

824,92
1632,26
1228,57
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548,06
2309,53
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1188,4
1073,21
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4491,88
411,49
435,52
685,69
831,96
452,51

1570,32
1216,64
1171,17
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-3,3
7,35
7,37
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3,35
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0,391
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Goralatide 487,5 -5,31 14 7 228,5 0,7 15 4 Parenteral Linear Imunomodulatérios
Topico,
Gramicidin D 1811,22 9,35 35 20 519.9 0,51 50 32 oftalmico Ciclico Antibidticos
Gusperimus 387,52 -0,63 10 8 178,4 0,824 18 3 Parenteral Linear Imunomodulatérios
Icatibant 1304,52 -4,69 32 18 544,5 0,61 33 10 Parenteral Linear Antialérgicos
Isenagan 1900,29 -5,11 48 31 903,7 0,577 44 17 Oral Ciclico Antibidticos
Lagatide 738,88 -2,57 19 10 310,3 0,758 22 7 - Linear Gastrointestinais
Nasal,
Lancovutide 2007,23  -23,45 48 19 826,8 0,551 23 17 Oftalmico Ciclico Antibioticos
Larazotide 725,83 -4,53 19 9 301,3 0,719 21 7 Oral Linear Antiinflamatorios
Leconotide 2756,23 -17,9 71 43 1347,77 0,673 39 27 Parenteral Linear Analgésicos
Linaclotide 1526,74 -6,54 36 19 725,77 0,525 14 14 Oral Ciclico Gastrointestinais
lisinopril 405,49 -1,08 8 4 133 0,571 12 3 Oral Linear Hematorreguladores
Metkefamide 600,73 0,64 12 6 2223 0414 17 5 - Linear Analgésicos
Micafungin 1270,27 -3,62 32 16 518,8 0,482 18 7 Parenteral Ciclico Antifingicos
Mifamurtide 1237,5 7,34 25 10 385,9 0,864 54 3 Parenteral Linear Oncologicos
Murabutide 548,58 -2,18 15 7 235,8 0,783 16 3 Nasal Linear Imunomodulatérios
Nemifitide 694,76 -1,17 16 9 277,1 0,394 19 5 Parenteral Linear CNS
Nosiheptide 1222,36 5,75 25 10 552,3 0,216 5 5 Parenteral Ciclico Antibidticos
Orientiparcin 1557,99 -3,52 36 20 575 0,479 15 6 - Ciclico Antibidticos
Oritavancin 1793,1 1,89 36 20 561 0,419 19 5 Parenteral Ciclico Antibioticos
Orotirelin 389,37 -1,84 12 5 1794 0,375 6 3 - Linear CNS
Oxeclosporin 1262,66 6,01 25 6 308,3 0,797 19 11 Nasal Ciclico Imunomodulatérios
Pareptide 298,38 0,01 7 3 104,5 0,786 7 3 Parenteral Linear Antiinflamatorios
Nasal,
Pentagastrin 767,89 0,04 16 8 276,2 0,432 21 5 parenteral Linear Gastrointestinais
Oftalmico,
Pentigetide 588,57 -7,71 19 11 327,7 0,636 18 5 Oral, nasal Linear Antialérgicos
Peplomycin 1473,59 -6,52 39 21 695,6 0,557 38 6 Parenteral Ciclico Oncologicos
Pexiganan 2477,17 -0,18 54 32 914,4 0,672 94 22 Topical Linear Antibidticos
Oral,
Pidotimod 24427 -0,71 6 2 112 0,667 2 2 Parenteral Linear Imunomodulatérios
Pimelautide 628,76 -1,3 15 8 260,1 0,759 27 5 Parenteral Linear Imunomodulatérios
Plecanatide 1681,89 -9,07 44 23 819,3 0,677 28 16 Oral Ciclico Oncologicos

Plitidepsin 1110,34 5,72 22 4 284,77 0,702 15 8 Parenteral Ciclico Oncologicos



Polymyxin B
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Thymopentin
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340,38

540,7
887,11
617,65

304,25
571,71

528,68
256,26
606,84

1879,66
679,85
1755,63
679,76
5036,56
163,19
505,57
538,65

1449,25

1016,19
2639,13

-6,45
0,62

3,35
-4,5
2,73
0,91
-2,17

226
0,46

5,12
-4,05
3,94

-2,51
2,19
-0,71
-5,05
-6,53
-0,56
2,35
3,78

-3,15

-9,03
-16,1

42
13
38
18
124

10

33

31
68

(W)} NO BNV

E AN\

24
23

11
68

19

22
42

432,5
121,6

256,4
176,2
193,3

305
240,6

170,1
231

95,7
129,7
122,4

662,4
179,6
607,9
327,7
2064,8
105,2
1423
99,8

530,5

583
1310,9

0,651
0,765

0,333
0,571
0,625
0,837
0,536

0,545
0,778

0,344
0,727
0,844

0,42
0,722
0,525
0,567

0,54

0,6
0,296
0,5

0,424

0,658
0,667

21
11

35
12

12
11
20
13
30
26
170

13

13

39
47

\S) [« X0 \S RNV, RRVS LN | W

N

(O, 1 (S \)

N
A WN WL K

Parenteral,
oftalmico
Parenteral
Parenteral,
nasal
Topical
Parenteral
Parenteral
Parenteral
Nasal,
oftalmico

Oral
Oral
Oral
Oral,
parenteral
Oral
Parenteral
Parenteral
Parenteral
Oral
Oral
Parenteral
Oral,
parenteral,
retal

Parenteral
Parenteral

Ciclico
Linear

Linear
Linear
Ciclico
Linear
Linear

Linear
Linear

Linear
Linear
Linear

Ciclico
Linear
Ciclico
Linear
Linear
Linear
Linear
Ciclico

Ciclico

Linear
Ciclico

127

Antibidticos
CNS
Desordens
hormonais
Antiinflamatorios
Oncoldgicos
Imunomodulatérios
Hematorreguladores

Antialérgicos
Imunomodulatérios
Desordens
hormonais
CNS
Oncologicos

Antibidticos
Antivirais
Antibidticos
Imunomodulatorios
Antivirais
Desordens urinarias
Gastrointestinais
Gastrointestinais

Antibidticos
Desordens
hormonais

Analgésicos




	Resumo
	Abstract
	Lista de Figuras
	Lista de Esquemas
	Lista de Tabelas
	Lista de Abreviaturas e Siglas
	1. INTRODUÇÃO
	1.2 Peptídeos naturais antibióticos
	1.3 Estratégias sintéticas para obtenção de peptídeos cíclicos
	1.3.1 Síntese de peptídeos e depsipeptídeos em solução
	1.3.2 Síntese do peptídeo linear em resina e ciclização em solução
	1.3.3 Síntese e ciclização em resina: Emprego da resina “safety-catch”


	2. OBJETIVOS
	2.1 Objetivo geral
	2.2 Objetivos específicos

	3. RESULTADOS E DISCUSSÃO
	3.1 Estabelecimento de métodos de síntese de modificação de aminoácidos
	3.1.1 Rufomicina B
	3.1.1.1 Fmoc-N-metil-L-Leucina
	3.1.1.2 Fmoc-L-Crotilglicina
	3.1.2 Síntese do Bloco de construção da chaiyaphumine A

	3.2. Estabelecimento de métodos de síntese total dos peptídeos naturais
	3.2.2 Desotamide B
	3.2.2.1 Síntese e cliclização na resina – Método “Safety-Catch”
	3.2.2.2 Síntese em fase sólida e ciclização em solução

	3.2.3 Ciclozantoxilano A
	3.2.3.1 Síntese em fase sólida e ciclização em solução

	3.2.1 Chaiyaphumine A
	3.2.1.1 Síntese e cliclização na resina – Método “Safety-Catch”
	3.2.1.2 Síntese e cilização em solução
	3.2.1.3 Síntese em fase sólida e ciclização em solução


	3.3 Análise sistemática dos fármacos no mercado e em fase clínica
	3.3.1 Distribuição dos fármacos aprovados pelo FDA nos últimos 5 anos (2011-2016)
	3.3.2 Revisão sistemática - Base de dados de fármacos peptídicos
	3.3.4 Características dos fármacos peptídicos
	3.3.5 Caracterização terapêutica dos fármacos peptídicos
	3.3.6 Classificação dos fármacos peptídicos em vias de administração
	3.3.7 Classificação das propriedades estruturais
	3.3.8 Correlação entre peptídeos lineares Vs cíclicos e Propriedades Físico-Químicas
	3.3.9 Propriedades Químicas Vs Administração oral
	3.3.10 Estudo comparativo das propriedades físico-químicas dos alvos desse estudo e peptídeos orais


	4. CONCLUSÕES GERAIS
	5. EXPERIMENTAL
	5.1 Síntese
	5.1.1 Procedimentos gerais
	5.1.2 Síntese e descrição espectroscópica

	5.1.3 Síntese de desotamide B em resina “safety-catch”
	5.1.4 Síntese de análogo linear de Desotamide B em resina e ciclização em solução
	5.1.5 Síntese de cyclozantoxilano A em resina e ciclização em solução
	5.1.6 Estudo sintético de Chaiyphumine A em resina “safety-catch”
	5.1.7 Estudo análogo linear sintético de chaiyaphumine A em resina
	5.1.2 Monitoramento de acoplamento das reações em fase sólida
	5.1.2.1 O Teste de Kaiser (ou teste da ninidrina)
	5.1.2.2 Teste de absorção UV do grupo dibenzofulveno


	6. REFERÊNCIAS
	APÊNDICES

