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Resumo

A pesquisa de novas substancias sintéticas peptidomiméticas analogas aos
peptideos autoindutores (PAI’s) de Staphylococcus aureus, € moléculas estruturalmente
relacionadas como as solonamidas, para a inibicdo de quorum sensing deste
microrganismo, torna-se uma alternativa diferente aos antibidticos para o tratamento de
doencas infecciosas causadas por este patdgeno. Este trabalho expde os resultados obtidos
do planejamento e sinteses de peptideos ciclicos racionalmente planejados para ter a dita
propriedade. Para este planejamento, a natureza dos aminoacidos, estereoquimica, e
naimero de atomos entre outras caracteristicas anteriormente relatadas como importantes
para esta propriedade, foram usadas, permitindo vislumbrar duas gerac6es de moléculas.
Em uma desta geracdes, foram usados residuos acidos de adutos de Morita-Baylis-Hillman
(AMBH), que foram compativeis com a metodologia de sinteses de peptideos em fase
solida (SPFS). Estes residuos de AMBH permitiram a ciclizacdo via uma reacdo de
substituicdo nucleofilica alilica (Sn2”), uma nova, efetiva e simples metodologia que
permitiu a sintese de oito novas moléculas peptidomiméticas. Estes novos peptideos
ciclicos ndo apresentaram efeito tdxico no crescimento de S. aureus e dois deles inibiram
sua atividade hemolitica, sugerindo que eles interferem sobre quorum sensing da bactéria
de maneira semelhante a relatada para as solonamidas. Ensaios de viabilidade celular com
fibroblastos humanos também permitiram verifica que os analogos sintetizados ndo sao

citotéxicos frente a estas células.

Palavras chaves: Quorum sensing, Staphylococcus aureus, AMBH, SPFS






Abstract

Research about new synthetic peptidomimetics analogous to autoinductors peptides
(AlPs) of Staphylococcus aureus, and structurally related to solonamidas has become a
different alternative to antibiotics for the treatment of infectious diseases caused for this
pathogen, since these kind of molecules can act as quorum sensing inhibitors. This work
presents the results obtained from the synthesis of cyclic peptides designed to have this
property. Two generations of molecules were rationally design based on amino acid nature,
stereochemistry, and number of atoms, important structural features previously highlighted
by others for the desired inhibitory activity. One of these generations used acid residues of
Morita-Baylis-Hillman adduct (MBHA), that were compatible with the solid phase peptide
synthesis (SPPS) methodology. This MBHA residues facilitated the allylic nucleophilic
substitution (Sn2’) reaction for the cyclization which provided a new, effective, and simple
methodology to allow the synthesis of eight new peptidomimetic. These analogues didn’t
show toxic effect on S. aureus growth and two of them inhibited their hemolytic activity,
suggesting that they interfered on bacterial quorum sensing in a similar fashion as those
reported for solonamides. Cell viability assays with human fibroblasts also showed that the
synthesized analogs are not cytotoxic to these cells.

Keywords: Quorum sensing, Staphylococcus aureus, MBHA, SPPS
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Introducao

O aumento da resisténcia as substancias antibacterianas em patdgenos apresenta
uma ameaga para a saude humana, porque os antibidticos tradicionais estdo se tornando
ineficazes [1]. Nas ultimas décadas, bactérias resistentes tém sido identificadas, enquanto
0 nimero de novas moléculas com propriedade antibidtica tem diminuido. Esta reducéo,
consequéncia da ineficacia das substancias, tem gerado uma crescente necessidade de
descobrir novos antibioticos para combater cepas resistentes. Apesar de novas substancias
quimicas antibacterianas terem sido recentemente identificadas, elas ndo tém as
propriedades biologicas, por exemplo, o amplo espectro semelhante ao dos antibidticos
pioneiros [2], resultando em esfor¢os frustrados frente a pesquisa de substancias

bactericidas.

As bactérias sdo conhecidas por gerar uma matriz infecciosa através de um
fendmeno de comunicacdo celular chamado quorum sensing (QS). Ou seja, as bactérias
usam a linguagem quimica (moléculas autoindutoras: Al, ou de sinalizacdo) para regular
genes somente quando a densidade de células bacterianas é alta. Este fendmeno de
monitorar a densidade populacional e sincronizacdo da expressdo génica lhes permite
coordenar as atividades, e fazendo agir como um grupo [3,4]. Dentre os fendtipos expressos
e observados encontram-se a bioluminescéncia; a formacdo de biofilme; os tipos de
motilidade bacteriana; a producdo de compostos antimicrobianos e pigmentos; a
esporulacdo, entre outros fatores de viruléncia, os quais variam de uma espécie de bactéria

para outra [3,5-7].

A expressdo de exopolissacarideos para a formacdo e consolidacdo de biofilme
bacteriano é considerada um importante fator de viruléncia de bactérias oportunistas em
algumas doencas humanas cronicas e infecciosas. Nestes, os biofilmes contribuem para a
resisténcia de bactérias aos antibioticos e sistemas de defesa do corpo, uma vez que as
bacterias incorporadas nos biofilmes sdo dificilmente atacadas por antibiéticos ou células

do sistema imunologico [3,8].



Como estratégia alternativa para a atenuacdo deste problema esta a utilizacdo de
substancias antipatogénicas, também denominados inibidores de quorum sensing (1QS),
alguns dos quais ja foram identificados em fontes naturais e a partir de sintese no
laboratorio. Os 1QS sdo compostos que ajudam a atenuar a viruléncia das bactérias, reduzir
a formacéo de biofilme e aumentar a sensibilidade das bactérias a terapia com antibioticos.
Um 1QS néo exerce um efeito bactericida, e tampouco bacteriostatico, ele apenas interfere
com a comunicacédo pelo antagonismo frente as moléculas autoindutoras (Al), ou altera as

entidades moleculares envolvidas no sistema [7,9,10].

Uma vez que a interferéncia nos mecanismos de comunicacdo celular é uma
estratégia racional para atenuar os fatores de viruléncia, os esfor¢cos neste dominio estéo
focados para o desenvolvimento de estratégias capazes de interferir em sistemas de QS e
deter a resisténcia das bactérias aos antibioticos [11]. Globalmente, novas investigacfes
estdo sendo conduzidas neste campo cientifico e incluem trabalhos sobre mecanismos de
sinalizacdo de QS; fatores expressos por bactérias infecciosas (bactérias Gram negativas e
Gram positivas); e a busca por substancias com propriedades 1QS [3].

Na literatura cientifica, a maioria dos trabalhos referentes aos 1QS é realizada para
sistemas de bactérias Gram negativas. No entanto, atualmente, a busca de IQS para
bactérias Gram positivas torna-se mais que necessario devido as infecgdes cronicas e
agudas que as bactérias desse tipo apresentam [12]. Uma bactéria Gram positiva é o
Staphylococcus aureus, um patdgeno oportunista altamente infeccioso, que regula a
formacéo de biofilmes e outros fatores de viruléncia, tornando-se persistente para controle
via antibidticos [13]. Esta bactéria utiliza quatro peptideos ciclicos como moléculas Al, que
tem inspirado o desenvolvimento de moléculas peptidicas ndo nativas para ser testadas
como inibidores ou moduladores de QS. Assim, nos ultimos anos, tém sido sintetizados,
com base na estrutura quimica dos peptideos autoindutores (PAI’s), novos peptideos que
apresentam alteracGes no sistema tiolacténico macrociclico e nas estruturas da cadeia

exociclicas.

Neste documento apresentam-se os resultados do trabalho de doutorado, que visou
o desenho e a sintese de novos peptideos ciclicos para a inibicdo de hemolisina promovida
por Staphylococcus aureus, um importante patdgeno que media a formacao de biofilmes e
outros fatores de viruléncia mediante QS.



1. Quorum sensing em Staphylococcus aureus: Inibigao

e perspectiva atual do tema

1.1 Quorum sensing

Compreende-se como quorum sensing (QS) a comunicacdo célula-célula que ocorre
por meio da regulacdo do mecanismo de controle da expressdo génica em resposta a
densidade celular, em que as bactérias trabalham em grupos, e onde cada individuo
responde ao grupo para coordenar atividades [6]. Este processo é iniciado por moléculas
nativas das células, produzidas constantemente e utilizadas como sinais reguladores na
transcricdo de genes especificos para promover, nas bactérias, uma mudanca fisioldgica
e/ou morfoldgica, de forma a promover uma vantagem frente ao meio em que se
desenvolvem [3,4]. O processo de comunicacao consiste de dois programas distintos de
expressdo de genes que dependem do nimero de células. O primeiro deles acontece quando
a concentracdo celular é baixa, no qual predomina um comportamento individual; e no
segundo, quando ha alta densidade populacional, que se reflete num comportamento social
[6], e onde o conjunto de bactéria age de forma similar a um organismo multicelular.
Acredita-se que o estabelecimento destas comunidades, em vez de eleger uma existéncia
como células isoladas, proporcionam importantes vantagens adaptativas ao grupo de
bactérias, dentre estas estdo: melhorar o acesso a nichos ambientais e capacidades de defesa
contra outros microrganismos procariotos e eucariotos, ou contra 0s mecanismos de defesa

do hospedeiro; e facilitar a adaptacdo para novas condicdes [14].

As bactérias Gram negativas tém sido as mais estudadas em termos de sistemas QS.
Dentre elas, a Vibrio fischeri, apresenta um sistema chamado LuxI/LuxR, cujo mecanismo
é desenvolvido pelo envolvimento dessas duas proteinas. Em V. fischeri 0 QS é mediado
pela N-3-oxo-hexanoil-homoserinlactona (1, na figura 1.1) como molécula sinal. Neste
sistema, a primeira proteina, chamada Lux]| sintase, codificada a partir do gene luxl, catalisa
a reacdo de sintese de (1), molécula que é produzida na forma basal por cada bactéria. Uma
vez que a populacdo bacteriana chega a densidade suficiente, a molécula de sinalizagdo

atinge o limiar de concentracdo, momento no qual comeca sua difusdo (difuséo passiva)



entre diferentes células. A segunda proteina, LuUxR, atua recebendo a molécula de sinal para
a formacdo de complexo estavel LuxR-(1), regulador de transcri¢do, que opera para a
expressdo de genes objetivos: gene luxl (retroalimentacédo, por conseguinte, estas moléculas
também denominados como autoindutor (Al)); e o operon luxCDABEG de luminescéncia,
que formam a caixa lux, localizado acima do gene regulador de quorum sensing (luxR)
(Figura 1.1) [6,8,15].
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Figura 1.1. Sistema de quorum sensing Luxl/LuxR de Vibrio fischeri, semelhante para a maioria das bactérias

Gram negativas. (1) é a molécula sinal de V. fischeri. (2) Al-2.

As moléculas de autoindutor variam estruturalmente dependendo do tipo de
bactérias. As Gram negativas empregam acilhomoserinalactonas (AHLs) e as Gram
positivas utilizam peptideos autoindutores (PAI’s). Existe uma molécula, conhecida como
autoindutor dois (Al-2, (2)), um furanosil diesterborato, codificado a partir do gene luxs,
que é capaz de induzir comunicacdo em ambos tipos de bactérias por ativacdo de genes em
rotas diferentes envolvidas nos sistemas de QS conhecido. A essa molécula tem sido

atribuido o papel de indutor interespécies [9,16,17].

A maioria dos sistemas de QS funciona de forma semelhante, independente se a

bactéria € Gram negativa ou Gram positiva. Geralmente, esses sistemas de QS



compreendem a producdo basal da molécula de sinalizacdo, deteccdo e resposta a

flutuacGes na concentracdo de autoindutor [6].

1.2 Patogénese e sistemas de quorum sensing em Staphylococcus aureus

Particularmente, Staphylococcus aureus € um coco Gram positivo e um agente
patogénico cosmopolita, sendo considerado como parte da microbiota normal. Ele pode ser
capaz de causar desde uma grande variedade de infecgdes ndo invasivas na pele e no tecido
mole, até infeccBes agressivas e destrutivas, tais como endocardite, pneumonia e septicemia
[10,18-20]. E considerado um dos causadores de infecdes nosocomiais e algumas cepas de

S. aureus resistentes & meticilina -SARM- estdo emergindo de forma alarmante [21].

A viruléncia de S. aureus € atribuida a fatores de adesdo de superficies como a
proteina A, expressada pelo gene spa [12,21]; que promovem aderéncia ao tecido infectado,
sendo produzidas perto da fase exponencial de crescimento; & toxinas extracelulares como
a-hemolisina (codificada pelo gene hla), 3-hemolisina e toxina do sindrome do choque
toxico - 1 (TSST-1, Toxic shock syndrome toxin - 1) produzidas no final da fase de
crescimento; e também a outras enzimas como proteases, lipases e hialuronato liase [22].
S. aureus também produz exopolissacaridos que mediam a formacdo biofilme o qual
confere protecdo as células das bactérias das terapias com antibidticos, e células de defesa
do sistema imune [23,24]. Se estima que 80% das infeccBes bacterianas crbnicas sdo
associadas a formacédo de biofilme [13], e os patdgenos quando o formam sdo entre 1000 a
1500 vezes mais resistente a antibioticos em comparacdo a seu modo de vida plancténica
[23]. Desde entdo, o interesse em estudar o biofilme desta bactéria tem aumentado nos

ultimos anos [24].

Esta patogenicidade é devida a agcdo coordenada de muitos sistemas de regulagéo
de genes, incluindo o gene regulador acessorio (agr - accessory gene regulator) central de
QS, que é o mais importante [16,21,25]. O agr tem dois promotores, P2 que ativa 0s genes
ARN-I1, que codificam para as entidades moleculares envolvidas na comunicacdo celular
(AgrA, AgrB, AgrC, e AgrD); ja o promotor P3 € responsavel do ARN-III que codifica

para os fatores de viruléncia relacionados a patogénese [7].



A ativacdo de agr é dependente de um peptideo autoindutor (PAI). N&o obstante, a
bactéria apresenta quatro cepas, tendo cada uma delas um peptideo autoindutor cognato.
Assim, para esta bactéria conhecem-se, de forma geral, os peptideos ciclicos que contém
um macrociclico tiolactona, tal como é mostrado na figura 1.2. Cada um € biossintetizado
a partir de um peptideo precursor linear (AgrD), que depois sofre uma modificacdo pos-

traducional que leva a ciclizagdo e formacao da tiolactona [9,22].
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Figura 1.2. Peptideos autoinductores (PAI’s) ciclicos que atuam no QS nas diferentes cepas de S. aureus.

No caso de bactérias Gram positivas, estes peptideos autoindutores (PAI’s) ndo sao
permeaveis para as membranas. Devido a isto, a secrecdo deles, geralmente, é realizada por
transporte ativo (AgrB). Os receptores destas moléculas ndo sdo encontrados no
citoplasma, e sim nas membranas bacterianas. Assim, quando existe uma quantidade
necessaria para ser detectado, os peptideos se ligam as proteinas de sinalizacdo e ativam
uma cascata de fosforilagdo. Estes receptores extramembranares, também chamados
sistemas de dois componentes, consistem, geralmente, de um sensor de histidina quinase
(AgrC) e de um receptor cognato citoplasmatico regulador de resposta (AgrA), que
funciona como um regulador da transcricdo [6]. Quando o peptideo esta ligado
extracelularmente, a histidina quinase é autofosforilada e transfere um grupo fosfato para

0 receptor de resposta, o qual atua como um fator de transcrigdo (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Sistema de quorum sensing tipo dois componentes na bactéria Gram positivas S. aureus. AgrC é
0 sensor de membrana histidina quinase; AgrA ¢ o regulador de resposta que leva para a transcri¢do; AgrD é
0 peptideo precursor linear (propeptideo) do PAI; AgrB é uma endopeptidase de membrana essencial para a

biossintese do PAI, pois é responsavel de fazer a modificagdo pos-traducional (ciclizagao).

Mas especificamente, AgrD consiste de cerca de 46 aminoacidos, podendo esse
namero variar de acordo com o autoindutor a ser biossintetizado, em que a por¢gdo N-
terminal (cerca de 24 aminoacidos) é uma hélice anfipatica responsavel por dirigir o resto
do propeptideo a membrana celular (presumivelmente para AgrB). O centro do propeptideo
contém os aminodacidos (normalmente 7-9) do PAI final; e a por¢do C-terminal constituida
por cerca de 14 aminoacidos, muitos dos quais mantém uma carga negativa, formam outra
hélice. A parte central do propeptideo, na maioria das espécies de Staphylococcus, é
variavel, mas h4 uma porgdo preservada que contém a cisteina, que é essencial para a
formagéo do anel de tiolactona [16,18]. Por outro lado, AgrB tem cerca de 22 kDa e
apresenta funcdes enzimaticas (atividade de endopeptidase). Estudos sobre proteinas tipo
AgrB em varias espécies de bactérias indicam sitios conservados responsaveis pela
execucao da quebra do propeptideo, inicialmente removendo a parte C-terminal [16,18].
Além da remocdo da parte C-terminal do peptideo linear, AgrB também catalisa um ataque
nucleofilico de um residuo de cisteina para AgrD. A ruptura e remogao segue para a
formagéo de um intermediario covalente entre AgrB-AgrD atraves de uma ligacéo tioester.
Para criar o anel tiolactona do PAI, uma cisteina interna de AgrD media a ruptura da ligacéo

tioéster AgrB-AgrD, promovendo a ciclizacdo e a eliminacdo do precursor. O peptideo



precursor ciclizado é transportado para fora da célula, presumivelmente também por AgrB,

e uma peptidase externa elimina a parte N-terminal [18,22].

AgrC e AgrA compdem um sistema de dois componentes responsavel por receber
o sinal e mediar a cascata de fosforilacdo, sendo mais especificamente AgrC uma histidina
quinase de membrana e AgrA um regulador de resposta citoplasméatica. Uma vez
fosforilado, AgrA atua como um fator de transcri¢do de ativacdo dos promotores P2 e P3 e
inicia a autoinducdo seguida da expressdo do gene de viruléncia proprio do ARN-III
[18,22]. Acredita-se que o receptor AgrC encontra-se formando dimeros, e onde cada
mondmero compreende dois dominios gerais, 0 dominio sensor integral da membrana (N-
terminal) e um dominio histidina quinase citoplasmatico [16, 26]. O C-terminal de histidina
quinase € altamente conservado entre as espécies de Staphylococcus, enquanto o dominio
N-terminal € bastante divergente. Isso reflete a diversificacdo que ocorreu entre 0s
receptores AgrC que permite reconhecer sinais divergentes de PAI’s, mantendo ao mesmo
tempo a funcgéo conservada da fosforilagcdo da AgrA a partir de reconhecimento do PAI
[18,21].

A ligacdo do PAI na AgrC ocorre fora da célula, através do dominio sensor (N-
terminal) (Figura 1.4). O dominio sensor é composto por seis hélices transmembranares e
trés loops extracelulares [16,26]. Acredita-se que o reconhecimento do PAI ocorre
principalmente através dos loops um e dois. O primeiro loop parece interagir com a por¢ao
da cauda de PAI, enquanto que o segundo reconhece os residuos do anel macrociclico do
PAL. O terceiro loop, e as hélices transmembranares cinco e seis, acredita-se que mediam
a transferéncia do sinal ao longo da membrana para ativar o dominio histidina quinase. O
PAI se une ao dimero de AgrC e, apos ligagdo um mondmero, uma alteracdo
conformacional ativa os dois dominios histidina quinase a autofosforilagéo e, em seguida

0s grupos fosfato sdo transferidos a AgrA (o regulador da transcricéo) [18,22].
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Figura 1.4. Mapa da topologia do dominio sensor AgrC. H(1-6) sdo as hélice (1-6). Figura baseada de Novick
e Geisinger, 2008 [17].

1.3 Screening de peptideos miméticos ciclicos como 1QS de Staphylococccus
aureus: Analogos sintéticos dos PAI’s

A divergéncia no dominio N-terminal AgrC € atraente e é essencial para encontrar
substancias antipatogénicas como as substancias miméticas dos PAI’s, que podem atuar
como antagonistas dos sistemas QS dos diferentes grupos de S. aureus. Este antagonismo
pode ser visto pela competicdo dos PAI’s nos locais do AgrC, e retardar a resposta para
AgrA. Um exemplo disto é o PAI cognato (7) de Staphylococcus epidermidis, que inibe 0s
genes virulentos agr de S. aureus, frente os PAI’s I-111, mas ndo pode inibir frente PAI-1V.
Esta especificidade é devida a divergéncia dos AgrC nos diferentes grupos de S. aureus

(quatro cepas cada com um PAI especifico) [22].

Vérias estratégias para a concepcao de substancias antagonistas de sistemas QS de
S. aureus tém sido sugeridas e incluem aqueles que véo desde a substituicdo da ligacéo
tioéster, e/ou ligagdes peptidicas, a incorporacdo de aminodcidos ndo naturais, o-
aminoacidos N-metilados, S-aminoéacidos e unidades peptdides nos derivados dos PAI’s
[27].

Em 1999, Otto e colaboradores ja haviam estabelecido uma relagéo entre a estrutura
do PAI (7) de Staphylococcus epidermidis e seu receptor de membrana AgrC através da

preparacdo e ensaio da atividade de derivados sintéticos. Usando a metodologia de SPFS-
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Fmoc a partir de uma resina de cloreto de tritila (esquema 1.1) [28], sintetizaram analogos
que consistiram na adicdo de um residuo de glicina (Gly) (8); remocdo do residuo de
asparagina (Asn) terminal (9); a geracdo de uma lactona (10) e uma lactama (11), por
substituicdo da cisteina (Cys) por uma serina (Ser) e o residuo 2,3-diaminopropionila,
respectivamente. Concluiu-se que a ativacdo do sistema agr ¢ mediada pela interacdo de
PAI (7) e o sensor quinase AgrC, que € muito especifica e depende do residuo N-terminal
apropriado, assim como da tiolactona; uma vez que nenhum dos derivativos ativou o
sistema agr de Staphylococcus epidermidis mas conseguiram inibir o sistema agr de
Staphylococcus aureus [29], este €, claramente, um mecanismo de inibi¢do cruzada entre

autoindutores nativos e miméticos com receptores AgrC [7].
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analogos do PAI de S. epidermidis. Condigdo A é um passo usado para a producdo dos peptideos contento
Cys(Mmt) e Ser(Trt), uma vez que este tratamento promove a desprotecdo destes grupos assim como a
clivagem da resina. Condicdo B é usada para produzir a lactama uma vez que no primeiro passo a hidrazina
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permite a clivagem. GP é grupo de protecdo.
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Figura 1.5. Moléculas sintéticas andlogas do PAI de Staphylococcus epidermidis, com variagfes na cauda e

na estrutura ciclica sintetizadas por Otto et al. em 1999.

Estudos de estrutura-atividade também tém sido realizados sobre o complexo PAI-
I (3) /AgrC de S. aureus, estabelecendo que a estrutura macrociclica do PAI € essencial
para a unido, e é encarregada de dirigir o reconhecimento molecular. Também tem sido
sugerido que o tripeptideo exociclico, também denominado cauda, é necessario para a
ativacdo do receptor [22,27]. Varia¢cdes de aminoacidos em ambas partes (cauda exociclica
e macrociclico) de PAI-I sugerem, na maioria dos casos, uma acentuada diminui¢do na ICsg
apresentada pelos analogos de PAI-1 nos quatro receptores AgrC (muitos deles com ICsg
na escala de nanomolar, que sdo comparaveis as concentracdes apresentadas pelo PAI-I
frente aos receptores AgrC 11-1V) [22]. Estes valores de 1Csp s&o 0s resultados obtidos para
compostos analogos dos PAI’s frente diferentes cepas de Staphylococcus usadas em testes
reportes, e descrevem a concentracdo limiar requerida para desencadear a ativacdo no
determinado receptor AgrC; assim como o0s dados de ECso expressam a concentragdo media
para a qual um efeito € observado, neste caso, a reducdo da atividade ou inativacdo do
receptor. Na pesquisa de Chan et al. em 2004, varios anélogos do PAI-I foram sintetizados.
Dois metodologias de SPFS que conduzem para a obtencdo dos analogos tiolactdnicos
foram empregadas. A primeira baseada na estratégia Fmoc/t-Bu (esquema 1.2) permite
obter um peptideo linear parcialmente protegido, que posteriormente é ciclizado; por outro

lado, a segunda metodologia que usou Boc/Bzl (esquema 1.3) permite a clivagem e
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desprotecdo usando HF, para proporcionar o peptideo linear que é ciclizado sob uma
condicdo tampao. Os autores afirmam que dentre as duas metodologias, a ultima é mais
robusta porque, na etapa de ciclizacéo, os residuos ndo contém o0s grupos protetores que
interagem para causar impedimento estéreo, efeito que acontece quando se tem residuos
protegidos como na metodologia baseada em Fmoc/t-Bu. Dentre os peptideos, o composto
(12), que apresenta um residuo de alanina (Ala) no lugar do acido aspartico (Asp) em PAI-
| indicou, segundo dados de RMN para estudo de conformacao, que esta substituicdo néo
afeta significativamente a conformacdo do anel macrociclico, mas perturba a cauda,
mostrando-se como um antagonista nos diferentes receptores AgrC de S. aureus (ICso entre
0.3 - 21 nM). Tanto a série de compostos sintéticos (13-15), na qual qualquer variacdo do
residuo do anel de PAI-I por uma Ala mostrou uma redugdo na ativagdo, apresentando
valores de ECso numa faixa entre 9-11 uM; quanto o composto (16), constituido de PAI-I
sem a cauda exociclica e uma cisteina N-acetilada, apresentou-se como um antagonista
competitivo (ICso = 4.5 ou 8 UM, nos diferentes testes reportes de AgrC-I), sugerem que o

anel tiolactonico é uma regido que conduz a ligagdo com o receptor e ao antagonismos [22].
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Esquema 1.2. Rota de sintese que emprega a SPFS-Fmoc/t-Bu usada por Chan et al. em 2004 para produzir

analogos do PAI-I de S. aureus.
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Figura 1.6. Moléculas sintéticas andlogas do PAI-I de Staphylococcus aureus, que mostram trocas de

aminoacidos na estrutura ciclica, sintetizadas por Chan et al. 2004.
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De modo semelhante, as substituicdes de aminoacidos no anel de PAI-1I (4)
resultam em peptideomiméticos que atuam de forma diferente contra um receptor
especifico AgrC. Assim, os compostos (17) e (18) atuam como agonistas contra AgrC-Il e
como antagonistas contra AgrC-I. A substituicdo de residuos de aminoacidos individuais
por Ala, no PAI-II, tanto na parte macrociclica como na cauda exociclica, revelou que
apenas a mudanca nos residuos do macrociclico séo essenciais para antagonismo [27]. As
lactamas (19) e (20) obtidas a partir da macrociclizacdo envolvendo um aminoéacido com
um residuo S-(2,3)-diaminopropionila em lugar de Cys, do PAI-1 (3) e PAI-II (4),
respectivamente, mostram agonismo leve (ECso > 5 pM) com seu respectivo homdlogo
(AgrC-I e AgrC-II). Esta atividade é baixa, presumivelmente, devido a conformacdo que

adotam os ciclos lactamicos [22].

a7 | 18) [

,,,,, Lo H)LH 2 o o H)ku ",
OH OH
\)L J\W &H H N\)LH NH HL” N\)J\H NH
NH2 ) 0 : 0

~conH, © O “ConH, NH, O ™SCONH,
oM 0~
"NH NH OH
M s .. NH \ @0 . T\JHA J
P \/I o i N g g% o) w
HN__O
07 NH O 07 NH 0 NP
HO o N7 o N7
NH () | (s) |
2 H\)CJ’\ " H  CooH I\XTH\)J\ AL
TN H I H o
N NH; O “conH,

Figura 1.7. Moléculas sintéticas anadlogas do PAI-1l de Staphylococcus aureus. Estas moléculas também
mostram trocas de aminoécidos na estrutura ciclica ou inser¢o de um residuo S-(2,3)-diaminopropionila em

vez da Cys para a formagao de lactamas.

Tal-Gan e colaboradores em 2013, desenvolveram a sintese e a avaliaram a
atividade 1QS dos analogos de PAI-111 (5) em relagéo aos receptores AgrC (I-1V) em cepas
reporter de S. aureus. Este estudo pode ser considerado um dos mais completos pelos
resultados obtidos ao identificar ciclopeptideos tiolacténicos que agem inibindo em todos
0s quatros receptores AgrC (I-1V) e bloqueiam a hemdlise em cepas de S. aureus a ICsg na
escala picomolar, apresentando analogos ao PAI-1I1 como moléculas com atividade de
inibicdo cruzada. Dois gerac6es foram sintetizadas usando a metodologia de SPFS-Fmoc/t-

Bu a partir de uma resina PAM, na qual a etapa de clivagem proporciona um tioéster linear
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que, submetido a uma condicdo tampao, conduz para os peptideos tiolacténicos (esquema
1.4) [7].
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Esquema 1.4. Rota de sintese que emprega a SPFS-Fmoc/t-Bu usada por Tal-Gan et al. em 2013 para
produzir analogos do PAI-III de S. aureus. A clivagem do peptideo a partir da resina PAM usa (CHs)2AICI,

gue em presenca de EtSH, produz um tioéster.

A primeira geracdo consistiu na substituicdo de cada residuo de aminoacido no PAI-
I11 (5) por um residuo da Ala (exceto Cys); e também a variacao de cada L-aminoéacido para
0 D-isdbmero. Treze peptideos foram sintetizados, 0s que se mostraram inibidores globais
com atividade comparavel ou maior ao composto conhecido, (16), o que foi tomado como
um controle positivo em todos os receptores AgrC (I-1V) testados. Nos testes, foram
observadas alteracdes na intensidade da expressdo de proteina verde fluorescente, resultado
do controle de QS de uma cepa de S. aureus GFP. Os autores concluiram que, quando 0s
aminoacidos que formam a parte endociclica sdo substituidos por Ala, ocorre perda
significativa da inibicdo, observada em cepas com receptores AgrC-I, Il e IV. A
substituicdo de cada um dos seus aminoacidos pelo isbmero D resultou numa perda de
inibicdo, compostos (21) e (22), indicando que a utilizagdo de D-aminoacidos ndo é factivel
no desenho de IQS; no entanto, o composto (23), que mantém a D-Leu, apresentou
atividade inibidora semelhante a de PAI-III, nas cepas com receptores AgrC-I, 1l e 1V,
sugerindo que este residuo de Leu (L-Leu, em PAI-III) pode ndo satisfazer uma interacao
estereodefinida entre o PAI-II1 e esses receptores. Ao ser testado contra um sistema de QS
agr mais fisiologico (através da inibigcdo da producdo de hemolisina), os resultados foram

semelhantes aos obtidos com as cepas com 0 gene repdrter da proteina verde fluorescente

[7].
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A segunda geracdo de peptideos, também baseada no PAI-II1, consentiu em incluir
duplas e triplas mutacdes de alanina, introduzir residuos aromaticos (Trp e/ou Tyr) no lugar
da fenilalanina (Phe) e eliminar ou alargar a cauda exociclica; tudo isto com o objetivo de
explorar mais adiante um estudo de estrutura-atividade, ao integrar os resultados obtidos
da primeira geracdo de peptideos e moléculas analogas. De forma geral, a inclusdo de
duplas e triplas de Ala na estrutura foi feita com o objeto de observar se existe um efeito
de adicdo sob a atividade dos compostos. A troca de isoleucina (lle) e asparagina (Asn)
exociclicas por Ala gerou um peptideo com valores de 1Cso que ficou no intervalo de
concentracdo mostrado pelos analogos com uma Ala (primeira geracdo). Dentre todos 0s
peptideos gerados, o analogo (24) se mostrou um potente inibidor contra AgrC-I11 (ICso =
2.6 nM). De forma geral, nos dois ensaios, os resultados mais relevantes mostraram que
aqueles peptideos com dupla Ala na estrutura sdo inibidores semelhantes ou melhores que

seus homologos de um residuo: compostos (24) e (25) [7].

Os resultados obtidos para os peptideos com cauda comprida sugerem que esta nao
é vital na inibicdo cruzada e uma cauda alongada (adicdo de tirosina (Tyr), Ala e glicina
(Gly)) apresentou atividade moderada, agonista e inativa, respectivamente contra AgrC-I11,
embora o grupo amino terminal livre seja importante para o reconhecimento na inibicao.
Mediante a geracao de dois analogos com residuos aromaticos diferentes de Phe no ciclo,
observou-se que estes sdo ativos de forma pouco significativa, sendo a Phe crucial na

inibicdo cruzada [7].

Outro dado observado que € digno de se salientar € a mudanca na configuracdo da
Cys no composto (26), o que reduz significativamente a inibi¢do. Isto pode ser devido a
conformacdo gerada pelo centro estereogénico, forcando uma mudancga na orientacdo dos

residuos hidrofobicos chave no macrociclico, impedindo a interacdo de reconhecimento.
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Figura 1.8. Moléculas sintéticas analogas do PAI-I11 de Staphylococcus aureus com modificacBes a partir de

trocas de aminodcidos na estrutura ciclica. Uma dela consistiu em mudar a estereoquimica do residuo da Cys.

O estudo de estrutura-atividade das duas geracdes de peptideos foi baseado em dois
componentes da interagdo PAI-Receptor AgrC: o reconhecimento inicial do PAI pelo
receptor AgrC e a inducdo resultante da troca alostérica dentro do AgrC que dirige a
ativacdo. Com o objetivo de explicar estes dois componentes, duas tendéncias gerais foram
tomadas em conta: inibi¢do cruzada de AgrC-1, 1l e 1V; e ativagdo de AgrC-I11l. De forma
geral, o estudo sugere quais residuos contribuem para a inibicdo cruzada de AgrC-I, Il e IV
no PAI-IIl (Figura 1.9) [7] e, a0 mesmo tempo, sugere quais residuos podem ser
incorporados no desenho de peptideos miméticos para atividade 1QS nos diferentes

receptores.
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Figura 1.9. Alguns componentes (estereoquimica do carbono a e residuos de aminoacidos) no PAI-III (5),
classificados segundo a sua contribui¢do pela cor na atividade cruzada frente os diferentes receptores AgrC

(1, 11 e 1V). vermelho: critico; azul: contribui, mas néo é critico; verde: ndo é essencial [7].

Sugeriu-se que, para a concepcao de peptideos miméticos, uma estratégia poderia
consistir em incorporar residuos com caracteristicas mais hidréfobicas na por¢do C-
terminal (macrociclico), a fim de aumentar a afinidade para a bolsa hidrofdbica do receptor
AgrC, ou usar cadeias com substituintes halogenados. O composto (27) é um derivado de
PAI-I1 (4), no qual foi substituida a fenilalanina por residuo de naftilalanina, fazendo o anel
mais hidrofobico, o que mostra uma reducdo significativa da atividade inibidora. Outra
opcédo tem sido fazer hibridos entre PAT’s existente, como o composto (28), que consiste
na cauda exociclica de PAI-1 (3) e o anel tiolacténico de PAI-II, que apresentou uma
atividade muito maior do que o0 mesmo derivado sem cauda e o N-terminal acetilado (29)
[27].

A S A

Figura 1.10. Moléculas sintéticas analogas do PAI-1l de Staphylococcus aureus, que apresentam
modificacbes no residuo aromatico ou auséncia de cauda. A molécula (28) corresponde a um hibrido que

contém a cauda do PAI-1I1 e a parte macrociclica do PAI-II.
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Em relacdo ao tamanho da parte ciclica e a atividade de moléculas sintéticas
analogas aos PAI’s, pode-se mencionar o trabalho de Johnson e colaboradores em 2015,
que baseando-se nas caracteristicas do PAI-I desenharam analogos seja aumentando e/ou
diminuindo a estrutura da tiolactona, por inser¢do de L-homocisteina, adicdo de pB-
homoaminoacidos, eliminacdo de residuos (especificamente L-Phe e L-lle), assim como
também a mudanca de estes dois ultimos residuos por L-Pro. Tudo o anterior para variar a
conformagdo de dita estrutura ciclica e observar num teste desenvolvido a interacdo de
ligacdo dos anélogos e o receptor tipo AgrC. De forma geral os resultados mostram que a
modificacdo do anel no PAI-I leva a compostos ndo ativos como 1QS. Especificamente nos
compostos onde a eliminacdo de aminoacido, assim como a troca dos mesmos pela Pro,
ndo é tolerada para atividade. A presencia de L-homocisteina nos analogos, que gera
aumento num grupo metileno, leva a compostos que se ligam ao receptor de forma fraca,
mas mostrando-se como agonistas. Por ultimo, compostos contendo -homoaminoacidos,

também contendo um metileno a mais, se mostraram inativos [30].

Embora os andlogos miméticos dos PAT’s e alguns lactamas e lactonas, tenham
mostrado uma atividade promissora, a desvantagem dos mesmos encontra-se
principalmente na instabilidade da molécula devido a ligacdo de tioéster, amida e éster;

bem como a pouca biodisponibilidade destes [27].

Peptoide é uma classe de substancias peptideomiméticas formadas por residuos de
Gly N-substituidos, ou seja, 0 grupo R esta ligado ao atomo de nitrogénio do peptideo, em
vez do carbono o (Figura 1.11) [31, 32]. Isso faz com que o 4&tomo de nitrogénio tenha sua
valéncia completa de uma forma diferente pela ligagdo ao carbono a, ao grupo R € a
carbonila. O nitrogénio, por ndo ter a ligagdo com um atomo de hidrogénio, ndo apresenta
a formac&o de estruturas secundarias definidas. O esqueleto dos peptoideos € mais flexivel,
fazendo com que possam adotar conformacfes cis ou trans, o estabelecer estruturas
secundarias estaveis derivadas de interagOes estéricas e/o eletronicas [31]. A alta
estabilidade proteolitica dos peptéides torna esta classe de peptideos miméticos um
candidato atraente para as investigag0es em busca de 1QS. Acredita-se que, ao ser altamente
flexiveis e versateis por escolher diferentes conformacdes, possam imitar os PAI’s nativos.
Embora ndo se saiba muito sobre as conformacdes de peptoides ciclicos, presume-se que
essas moléculas podem ser uma alternativa, como inibidores de quorum sensing de sistemas

de bactérias Gram positivas como S. aureus [27].



20

I|?1 O R; O
_N N NH
B L
[ |
R, O Ry, O
Figura 1.11. Estrutura de um peptoide.

Karathanasi et al. em 2018, apresentaram a sintese de peptideomimeéticos lineares
hibridos de L-Lys, 3-(1-naftil)-L-alanina, assim como uma parte peptdide, constituida de
N-butilglicina, N-1-naftilmetilglicina e N-4-metilbenzilglicina, alguns dos quais
apresentaram atividade 1QS quando testada a concentracfes inferiores a MIC. Entre os
compostos testados, (30) e (31) foram os mais ativos (Figura 1.12) [32].

NH, NH,
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31
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Figura 1.12. Estruturas hibridas peptoide-peptideo lineares inibidores de QS em S. aureus.

1.4 Solonamidas A e B, analogos naturais dos PAI’s

Mansson et. al. 2011, identificaram numa cepa da bactéria de origem marinha,
Photobacterium halotolerans, as lactonas macrociclicas que foram denominadas de
solonamidas A (30) e B (31). Estas moléculas, cuja sintese total foi realizada por Kitir et.
al. em 2014, estdo constituidas por quatro residuos de aminoacidos (L-Leu, D-Ala, D-Leu
e L-Phe), além de conter uma cadeia exociclica alquilica que as diferencia entre si [20,21].
Estes produtos naturais foram testados em um ensaio de difusdo em &gar frente cepas
reporter de S. aureus 8325-4 que contém os promotores de hla, rnalll e spa para a expressao
de lacZ. Neste ensaio usa-se X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indoxil-p-D-galactopiranosideo),
um glicosideo anélogo da lactose e um substrato para a enzima B-galactosidase. Em
presenca de substancias peptidomiméticas que ativam os promotores nas diferentes cepas:
PC322 (hla::lacz), SH101F7 (rnalll::lacZ), ou PC203 (spa::lacZ), expressasse a [-
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galactosidase, que hidrolisa X-Gal para formar galactose e 5-bromo-4-cloro-3-indoxil. Este
ultimo se oxida em presenca de ar para formar um composto de cor azul, o 5,5'-dibromo-
4.,4'-dicloro-indigo. Os resultados mostraram que 0s compostos incrementam a expressao

de spa, e reduzem a expressao de hla e rnalll [21].

Adicionalmente o monitoramento e quantificacdo da expressao de mRNA por
andlises de Northern blot foram realizados com duas cepas de S. aureus (8325-4 e MRSA
USA300) frente as solonamidas. Aqui se observaram resultados similares ao primeiro
ensaio para ambos compostos, porém, destes dois, a solonamida B reduz dramaticamente
a expressdo de ambos genes hla e rnalll, assim que aumenta a expressao de spa, indicando
que esta substancia interfere fortemente com a regulacdo do gen agr. Observou-se para esta
solonamida em particular que a diminuicdo da expressao de rnalll foi mais pronunciada na
cepa virulenta MRSA USA300 para a qual se suspeita que a alta atividade do gen agr
contribui para a viruléncia da mesma. E preciso mencionar que as solonamidas néo
afetaram o crescimento nas culturas de S. aureus, podendo ser considerados como

inibidores competitivos do sistema agr [21].

Cabe fazer mencdo que estas moléculas sdo estruturalmente similares ao modelo
apresentado por Tal-Gal et. al. em 2013 [7], que faz referéncia a contribuicdo de alguns
residuos no PAI-I1I. Claramente as solonomidas A e B apresentam em suas estruturas dois
residuos de Leu, e uma Phe, que sdo residuos criticos na atividade de PAI-III frente os
receptores AgrC; assim como ndo apresentam a cauda exociclica peptidica que ndo faz

contribuicéo critica a atividade 1QS.
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Figura 1.13. Estrutura das solonamidas A, B, e do PAI-III.

Hansen e colaboradores em 2018, realizaram a sintese de 25 lactamas anélogas a

solonamida B, mediante a metodologia SPFS-Fmoc e onde a troca da Cys também contou
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com o residuo de é&cido (S)-2,3-diaminopropanoico. Neste trabalho sistematico se
examinaram variagdes na estereoquimica dos residuos de aminoacidos, o tamanho do anel
e a substituicdo de amino&cidos, com o objetivo de identificar elementos chave para a
inibicdo do receptor AgrC. As lactamas. As moléculas ativas foram identificadas num teste
onde a inibi¢do de B-lactamase € resultado da expressdo do gen blaZ, unido ao promotor
P3, numa cepa reporter de S. aureus, cuja ativacao era induzida pela adicdo externa dos
PATI’s obtidos do sobrenadante da cepa S. aureus 8325-4. Com a optimizacéo dos anélogos,
baseada na observacdo de que moléculas com a sequéncia de aminoécidos contendo a
mesma estereoguimica apresentaram resultados de inibicdo mais satisfatorios que agquelas
com estereoquimicas aleatdrias, e onde especificamente moléculas com residuos de
aminoacidos de configuracdo D foram superiores que seus homologos L, os autores
sugerem em conjunto com o estudo SAR dos 25 analogos, que para ter estruturas com
atividade 1QS relacionadas a solonamida B assim como aos PAI’s, alguns fatores devem
ter-se em conta, entre eles: (i) o tamanho do anel deve ser idéntico ao dos PAI’s; (ii) a cauda
exociclica deve ser relativamente curta; (iii) na posicdo R, o residuo de Phe parece ser
crucial; a presenca de outros residuos aromaticos ou alifaticos reduzem fortemente o
potencial; e (iv) a Leu na posicao Rs parece ser também crucial para a inibicdo. Embora, o
trabalho diga que os residuos nas posi¢cbes Rs e Rs constituem posi¢cbes para uma
optimizacgdo futura, ja que estes residuos ndo proporcionam conclusdes claras, € possivel
observar que grupos alifaticos nestas posi¢des conduzem para analogos ativos (Figura 1.14)
[33].
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Figura 1.14. Estudo SAR de Hansen et al. 2018, que mostra as substitui¢des de cadeias de aminoacidos nos

analogos lactamas que indicam a influéncia na inibicdo de AgrC. verde: alto potencial; azul: potencial

ligeiramente inferior; vermelho: prejudicial para o potencial [33].
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1.5 Sintese de peptideos em fase solida (SPFS) e a metodologia Fmoc (9-

fluorenil-metiloxicarbonila)

A sintese de peptideos em fase solida (SPFS) foi criada na década de 60 por
Merrifield, e esta metodologia facilitou enormemente a sintese desse grupo de moléculas.
Este método atualmente é um dos mais usados para sintetizar, de forma artificial, peptideos
e proteinas de origem natural. Uma das vantagens é a possibilidade de incorporar
aminoacidos ndo naturais (sejam D-aminoécidos ou com cadeias laterais modificadas e

funcionalizadas) [34].

Esta metodologia, como indica seu nome, consiste em um suporte sélido, poroso e
insoldvel, tanto em 4gua como em solventes organicos. A caracteristica principal do suporte
€ manter grupos funcionais que propiciam a ligacdo peptidica, permitindo, mediante ciclos
repetitivos, a construcdo e crescimento da cadeia peptidica, uma vez que um dos extremos
do peptideo nascente se encontra ligado covalentemente ao dito suporte. Nessa ordem de
ideias, 0 peptideo nascente € mantido todo o tempo ligado ao suporte durante a sintese e,
uma vez esta finalizada, a ligacdo covalente que une o peptideo a resina pode ser clivada.
A clivagem do peptideo na resina é feita de forma seletiva frente as ligacdes peptidicas,

usualmente com hidrolise acida, proporcionando o peptideo de interesse.

A escolha do agente de acoplamento para a ativacdo da carboxila para a formacéo
da ligacdo peptidica é muito importante e interfere diretamente no rendimento total da
sintese, como também o excesso dos mesmos e dos aminoacidos (até 5 equivalentes)
[35,36]. Apesar de usar excesso de reagentes (aminoacidos, agentes de acoplamentos e
base) com o objetivo de garantir um alto rendimento [34,37], a SPFS garante peptideos de
pureza elevada, fazendo desta metodologia 6tima para peptideos de massa molecular
elevada, uma vez que evita-se etapas de reacdo para obter intermediarios em separado e,
por conseguinte, reacdes ndo desejadas, além de evitar a purificacdo dos mesmos, 0s quais
sdo passos chave na sintese em solucdo. Adicionalmente, sdo procedimentos simples 0s
que acompanham a metodologia da SPFS (filtracdo e lavagem). Na figura 1.15 esté
ilustrado o ciclo repetitivo de formacéao da ligacao peptidica (acoplamentos) e desprotecao
feita no suporte solido, no qual a parte de lavagem entre cada um ¢é fundamental para o

sucesso da seguinte.
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o~ >—Q

Suporte Acoplamento:
Solido HOOC-AA,-NHFmoc

FmocHN-AA;-OCO .

Lavagem:
1. DCMx2 Desprotecéo:
2. DMFx2 '
0,
3 DoMa Piperidina 20% v/v em DMF

FmocHN-AAz-OC-HN-AAI-OCO@O H,N-AA,;-0CO O

Lavagem:

1. DCMx2

Acoplamento: 2. DMFx2
HOOC-AA,-NHFmoc 3. DCMx2

H,;N-AA-OCO ngante

Clivagem:
TFA 90%

NH,-AA,-OC-NH-AA,-COOH

Figura 1.15. Sintese de peptideos em fase solida pela metodologia Fmoc.

De forma geral, o suporte sdlido contém um sitio ligante (grupo amino terminal
livre ou hidroxila), como também um grupo facilmente substituivel (halogénio), que
permite acoplar o grupo carboxilico do primeiro aminoacido N-protegido. Com a posterior
desprotecdo do N-terminal do primeiro aminoacido acoplado, tem-se outro grupo amino
disponivel para fazer uma nova reagdo de acoplamento. Aminoacidos com cadeias laterais
com grupos reativos tém que estar com estes protegidos e cuja desprotecdo ndo pode
ocorrer com a desprotecdo do grupo amino terminal do peptideo crescente, evitando, desta

forma, reaces ndo desejadas e garantindo a integridade da sintese [34,37].

Na atualidade, duas estratégias para fazer SPFS séo as mais difundidas: a estratégia
SPFS-Boc e a SPFS-Fmoc. Basicamente, 0 nome delas faz referéncia ao grupo de protecéo
da por¢do N-terminal dos aminoécidos empregados, o que permite que uma se diferencie
da outra por meio das condicbes de reacdo utilizadas na desprotecdo destes grupos de
protecdo bem como para a clivagem final do peptideo. Apesar das clivagens serem feitas
com acidos fortes nos dois casos, as resinas usadas na metodologia Boc (tert-
butiloxicarbonila) requerem condic¢des acidas mais agressivas (por exemplo, HF anidro)
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em comparacdo com o respectivo TFA usado para a desprotecdo seletiva do Boc. Néo
obstante, as resinas que sao usadas na metodologia Fmoc, podem ser clivadas com TFA,
porem as condicdes de desprotecdo do Fmoc sdo mais brandas, geralmente levada a cabo
com solugéo de piperidina numa faixa de 20 — 25 % em DMF. A simples troca do grupo
protetor N-terminal de Boc para Fmoc proporciona consideraveis vantagens a sintese em

fase sélida e por isso, tem sido a metodologia empregada neste trabalho.






2. Planejamento, sinteses e atividade bioldgica de

peptideos ciclicos

Como mencionado, a ativagdo de agr em Staphylococcus aureus é dependente de
quatro ciclopeptideos tiolactinicos denominados PAI’s, como também foi observado alguns
estudos de moléculas sintéticas baseadas na estrutura dos PAI’s que agem interferindo no
QS. Entdo, pode-se esperar que novas estruturas ciclicas relacionadas possam ter um efeito
como IQS em S. aureus, fazendo destas uma estratégia para a atenuacao da viruléncia desta
bactéria, por ndo exercer pressdo nos mecanismos de desenvolvimento de resisténcia da
bactéria. Os ciclopeptideos constituem um grupo de substancias encontradas em fontes
naturais que se destacam pelas variadas atividades bioldgicas e entre as quais encontramos
citotdxicas, antimalaria, sedativa, antimicrobianos, imunosupresiva, inibidores de enzimas
e outras [38,39]. Uma caracteristica das estruturas ciclicas é a estabilidade em condicdes
fisioldgicas, bem como a sua resisténcia a degradacdo enzimatica, algumas vezes atribuida
a rigidez que o anel apresenta ao ter restricdo de liberdade de conformacéo [39]. Isto torna
interessante a sintese total de moléculas ciclicas peptidicas, porque, fazendo trocas ou
mudancas a partir da estrutura das contrapartes naturais, podemos ter acesso a um ndmero
grande de entidades com diversificacdo estrutural, bem como chegar a potencializacdo das
atividades. Diferentes formas de ciclizacdo de macromoléculas que envolvem partes
reativas em condicgdes de diluicdo bem como metodologias que mostram a reacdo sobre 0s

suportes sélidos permitem obter essas singulares estruturas.

O desenho de novos peptideos, contendo estruturas ciclicas através de ligacao éster,
tioéster e tioeter, foram baseados nos PAI’s e moléculas analogas apresentadas
anteriormente. Para isto, se tiveram em conta os efeitos descritos de alguns aminoacidos na
atividade antagonista e outros foram resultantes da observacdo direta das solonamidas,
dando origem a moléculas estruturalmente relacionadas a estes produtos naturais. A
continuacdo apresenta de forma detalhada como foram planejadas estas geracGes de
moléculas ciclicas, as rotas de sintese que foram propostas e os resultados obtidos ao

empregar ditas rotas.
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2.1 Desenho da primeira geracao de novos peptideos ciclicos

Inicialmente uma primeira geragdo (Figura 2.1), foi baseada exclusivamente nos
produtos naturais, j& que mantém o mesmo numero de 4tomos constituintes na estrutura
macrociclica, na mesma conectividade, assim como também trés residuos de aminoacidos
tipicos das estruturas base (Ala, Leu e Phe). Dois destes trés residuos hidrofobicos sdo
encontrados nos PAI’s e estes sdo apresentados como indispensaveis para atividade 1QS
cruzada nas quatro cepas da bactéria [7]. Inicialmente, estes trés aminoacidos foram
comtemplados na mesma sequéncia, mas também de forma invertida. Para alguns
derivados foram mantidos os dois aminoécidos ndo naturais (D-Ala e D-Leu), e outros tem
estes aminoécidos com configuragdo L. As moléculas desta geragdo tém a ligagdo éster
nativa, assim como o seu analogo tioéster. Nesta Gltima modificagdo, a insercédo da ligacdo
tioéster, foi feita com o objetivo de diversificar as estruturas, e produzir moléculas hibridas
com caracteristicas tanto dos PAI’s como das solonamidas, ja que a ligacdo tioéster é

reportada como crucial na ativagdo e antagonismos no sistema agr.

Primeira Geragao
A

NH

0
o o L-S L-C o
L-Leu . NH eroutys NHO)\’NAAz
», _NH D-L ., _NH 2
eu “,
Y b Y b HN_ _O
HN = X=Souo X O
0™ o 0”0 SN

(0]
/\/l\)J\ - L-Phe /\/\/I\)‘L :/|// © H ’
N~ ', o &]

Solonamida A Solonamida B HOJ\)J\OH

D-Ala

Acido malénico

Figura 2.1. Primeira geracdo de moléculas ciclicas, baseadas nas solonamidas. Esta geragéo contemplou o

uso de uma ligagéo éster e tioéster. AA1, AA; e AA; podem ser Ala, Leu e Phe.

Como pode-se observar na figura 2.1, um nimero grande de moléculas pode ser
gerado deste nucleo, uma vez considerada a aleatoriedade na insercdo destes trés
aminoacidos de configuracdo D e/o L. Contudo, nés inicialmente focamos na preparacao
de dois derivados lacténicos, um deles contendo igual sequéncia, mas com aminoacidos
naturais (L-aminoacidos) e o segundo com a sequéncia invertida, os compostos (32) e (33)
(Figura 2.2), assim como também na sintese dos dois andlogos tiolacténicos dos mesmos.

Cabe mencionar que esta geracdo contém uma fracdo do acido malbnico dentro da
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estrutura, porcdo que permite metodologicamente a etapa ciclizacao, assim como também
a sua transformacdo para um tioéster intermedidrio chave na etapa de ciclizacdo das
tiolactonas. Interessantemente, a inser¢do do fragmento de acido malénico permite obter
anélogos ciclicos representativos dos produtos naturais, pois completa até 16 o nimero de

atomos que apresentam os produtos naturais assim como 0s PAI’s na estrutura ciclica.

°

(0]
CRET Oy
HoNT N7 07 NH
) )K[ [e) HZN% %\\\
O

HN (0] © HN 0
f 0O O f
0 N ’ oM H ",
32) 33)

Figura 2.2. Estrutura dos dois derivados lactdnicos propostos inicialmente.

A rota de sintese que se seguiu para estes dois derivados, se apresenta no esquema
2.2. Inicialmente foi feita a sintese em fase sdlida de um tetrapeptideo linear, com L-Ser na
porcao C terminal. O residuo de malonato (esquema 2.1) foi inserido ao tetrapeptideo como
acido mono-tert-butil malénico (34). Vérias tentativas com diferentes condicdes de
reagentes de acoplamento, base e tempo de reacdo foram feitas para lograr a insercéo,
monitorando mediante o teste de Kaiser depois do tratamento. Entre as tentativas, a que
resultou como efetiva foi quando se usaram 4 eq. acido e DIC, 10 eq. de DMAP em 2 ml
de DCM seco, overnight, na qual se observou um acoplamento completo, uma vez que o
teste de Kaiser resultou negativo para grupo amino livre. A tabela 2.1 apresenta as

tentativas realizadas.

Tabela 2.1. Diferentes condi¢Bes de reacdo testadas para a insercdo de acido mono-tert-butil malénico a

partir de 4 eq. ao tetrapeptideo na resina.

ag?:ﬁgrﬁeﬁo Base Solvente | Tempo de reagéo TestadguK_;:l Iser Ac?flglrrgnto
HATU (4 eq.) NMM (10 eq.) DMF 2h + -
HATU (4 eq.) NMM (10 eq.) DMF Overnight + -

DIC (4 eq.) DIPEA (10 eq.) DMF 2h + -

DIC (4 eq.) DIPEA (10 eq.) DMF Overnight + -

DCC (4 eq.) DIPEA (10eq.) DMF Overnight + -

DIC (4 eq.) DMAP (7 eq.) DCM 2h + -

DIC (4 eq.) DMAP (10 eq.) DCM 2h + -

DIC (4 eq.) DMAP (10 eq.) DCM Overnight - +
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2.2 Sinteses do acido mono-tert-butil malénico (34)

Inicialmente uma tentativa de preparacdo do acido mono-tert-butil malénico (34),
foi realizada usando a metodologia reportada por Gao et. al. 2006, que descreve a sua
preparacdo a partir de &cido malénico, quando tratado com t-BuOH, MsCI, piridina e THF
seco numa Unica etapa [40]. Os resultados foram desanimadores, porque nas tentativas

realizadas, o produto identificado por RMN-!H néo correspondia ao produto desejado.

Como segunda opcao optou-se pela metodologia que usa, como intermediario, o
acido de Meldrum em refluxo com t-Butanol seco reportada por Vitali et al, 2006 [41]. O
acido de Meldrum, foi produzido pela metodologia empregada por Davidson e Bernhard
em 1948, na que utiliza acido mal6nico, acido acético, acetona e H.SO4 [42]. O esquema
2.1 apresenta a rota de sintese, composta de duas etapas para a producao de (34) a partir do

acido malonico.

1. CH3COOCOCH;, H,S0y; >< 1. -BUOH, vacuo, 75
O 2. Acetona, 20 - 25 °C; o O °C, 4 dias. ) @)
M -4 °C overnight M 2. Extragao dcido-base M
HO OH - O O ———— HO 0O
Acido malénico 38,3 % rend. Acido de Meldrum 57,6 % rend. (34)

Esquema 2.1. Rota de sinteses utilizada para a sintese do acido mono-tert-butil malénico (34).

O tratamento de &cido malbnico, com anidrido acético, H2SO4 e acetona,
proporcionou o &cido de Meldrum como cristais em forma de agulhas de cor branca que,
depois da filtragcdo e cristalizacdo, se obteve com 38,3% de rendimento. O espectro de
RMN-!H deste solido (Anexo I), apresenta dois sinais simpletos: uma em 8n 3,62 ppm (2
H, s), que correspondentes aos protons de metilenos da estrutura ciclica, e outra em o1 1,78
ppm (6H, s) pertencentes aos protons metilicos. Estes sinais permitem identificar a
substancia como o acido de Meldrum. Na segunda etapa, a transesterificacdo do acido de
Meldrum com t-BuOH seco, obtive-se um composto oleoso de cor amarelo (57,6%). O
espectro de RMN-'H deste 6leo, (Anexo ), apresenta dois sinais simpletos em 5x 3,35 ppm
(2H, s) e 6H 1,49 ppm (9H, s) que correspondem com prétons de metilenos e de metilas
respectivamente, sinais que permitiram identificar o composto como o acido mono tert-

butil maldnico (34). A tabela 2.2 apresenta os sinais de RMN-!H destes dois compostos.
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Tabela 2.2. Sinais apresentadas no espectro de RMN-'H do 4cido de Meldrum e do acido mono tert-butil

malbnico (34), obtidos em solu¢do com CDCls.

0.1.2__0

0.3.0 J<
2

D9 HO N30 5

Acido de Meldrum (34)

Posicio Acido de Meldrum | (34)
530 51 (ppm) (n@ Hs, multiplicidade)
1 - -
2 3,62 (2H, s) 3,35 (2H, s)
3 - -
4 1,78 (6H, s) -
5 - 1,49 (9H, s)

2.3 Tentativas de sintese da primeira geracao de peptideos ciclicos

Duas metodologias de ciclizagcdo foram propostas, uma em solucdo e outra na
resina. Ambas metodologias ndo levaram a obtencdo dos peptideos ciclicos de interesse.
De um lado, as tentativas de ciclizacdo em solucdo altamente diluida (rota A, no esquema
2.1), apresentam problemas na pre-purificacdo da mistura de reagéo, pois a ureia formada
a partir do DCC, foi dificil de extrair. Depois das analises de EMAR dos picos coletados
em CLAE em modo analitico, as massas que se mostraram foram maiores que dos peptideos
lineares, os quais podem ser devidas a formacdo de dimeros. Em nenhuma amostra coletada
foi observado o peptideo ciclico. J& a metodologia de ciclizacdo na resina (rota B)
proporcionou resultados frustrantes, apesar da mistura de reacdo final se mostrar mais
limpa. As analises de CLAE em modo analitico proporcionou picos com massas diferentes
dos peptideos desejados, algumas vezes encontrando as massas dos peptideos lineares. Esta
ultima metodologia, a ciclizagéo na resina, tem como etapa final a clivagem do peptideo de
resina usando TFA ao 85%, esta condicdo pode facilmente favorecer a abertura do anel

anteriormente formado.
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o O

Resina Rink amida AM AA, H 0 AA, H e} Ho)J?M))J\Ot-Bu
SPFS-Fmoc ( )
N N
E)J\ \)kN

H3CO O O 0\)1\ —=_ HN H/iﬂ/ x N DIC, DMAP, DCM seco, t.a.
o AA 0 B overnight
(j\ /O 2 Sot-Bu - =

H HN
CHs0 “Fmoc

A AA,

0 AA. Clivagem: o Oﬁ}\NH
3 H NH AA 5 eq. DCC, 10% mol. NH Ahy
\)k D TEADCMTIS HN 2 5e8.D0C 10% mol. o/
N (85:10:5)
H H 4. 1mM, ta., 48 h. O

AA o) i e
o”otBu ° 2 Sot- Bu :E )\)J\ :]i
Al o N7 AR

N
H
H3PO, 85%, DCM, p
t.a;16 h.
’ Clivagem:

" TFA:DCM seco:TIS
O\ NH AA, 5ed.DCC, 10% mol. NH AA,
DMAP, DCM seco
HN

(85:10:5), t.a.
(2mL), ta., 48 h.
H

Esquema 2.2. Rota de sintese proposta para a sintese das macrolactonas (32) e (33) pertencentes a primeira

AA,

geracdo. A rota faz uso do acido mono-tert-butil malénico (34). A: Rota de reacéo para ciclizagdo em solugéo.

B: Rota de reacdo para ciclizacdo na resina.

As tentativas de obtencdo dos analogos tiolacténicos dos compostos (32) e (33),
seguiram as rotas propostas nos esquemas 2.3 e 2.4. Os esquemas variam em relagdo ao
esquema 2.2 (rota para os peptideos lacténicos), pelo uso da L-Cys no inicio da sintese do
tetrapeptideo, além de usar, mais adiante, um tioéster peptidico linear como precursor para
promover a ciclizagdo em uma condigéo tampéo. A utilizagéo desta condicdo de reacdo tem
sido usada para a sintese de moléculas analogas aos PAI’s, ou seja, estruturas contendo um
anel tiolactdnico [7]. Os esquemas 2.3 e 2.4, se diferenciam pela forma que se prop6s a
formacdo deste tioéster peptidico linear. O esquema 2.3 consistiu de transformar a o residuo
do &cido maldnico no respetivo tioéster na resina, ja no esquema 2.4 se optou pela utilizacéo
do acido 3-(etiltio)-3-oxopropanoico (35) como substrato para adicionar na SPFS. As duas
tentativas ndo funcionaram, porque depois do tratamento do residuo de acido maldnico na
resina com DCC (4 eg.), DMAP (10 % mol.) e EtSH (60 eq.), e posterior clivagem com
TFA (esquema 2.3), ndo observamos, nos espectros de massa, o peptideo linear
tioésterificados. A ndo producao do intermediario foi atribuida ao tratamento com TFA na
etapa de clivagem, levando possivelmente a hidrolise nesta condi¢do. No esquema 2.4, a

tentativa de produzir (35) ndo foi lograda, o que ndo permitiu sua utilizacao.



33

o O
Resina Rink amida AM o) " o) HOMOt-Bu

AA
SPFS-Fmoc H H /O 34
N N (34)
HsCO O\)]\ —_ . ZN%\/ E)LH;\H/ glLH DIC, DMAP, DCM seco,
0 AA 0o NgoTrt t.a.; overnight
- —_—

CH30 HN._
3 “Fmoc

i) 85% H3PO,, DCM, 16 h

ii) DCC, DMAP, EtSH,
O DMC seco ( )
ZJ\ ;\W }\[( \)J\ 0°C(5 min) - t.a., 3 h ﬁ /Zﬁ( % /fﬁ(
+>

AA,

Ot-Bu s Trt SEt Ss- Trt
AA; AA;
0© NH 6M Gnd HCl em 0° NH

buffer fosfato:ACN
NH AA
TFA:DCM:TIS HZNJ\(NHO)HHAAZ (3:2)0.1 M, pH 6.8, H2NJ\|: ogﬁ“ 2
(85:10:5) 50°C, 2 h. HN
_______________ - HN__O s d o}

SH O j Monitorar por CLAE

N~ AA OMNKAA

EtS™ ~O

Esquema 2.3. Rota de sintese proposta para a sintese dos ciclopeptideos tiolactdnicos pertencentes a primeira

geracdo.
o O
Resina Rink amida AM HOMS/\
A3H 0 AA O/O (35)
SPFS-F
H3CO O\)J\ moc N\Z)J\N}\H/N\:)J\N DIC/Oxyma Pure,
an, o i H EtN,ta.2h
2 STt T
HsO HN
CH:0 “Fmoc
AA, AA,
0° NH 6M Gnd HCl em o° NH

NH AA buffer fosfato:ACN
0 AA o) AA 0 HoN o~ 2 (3:2) 0.1 M, pH 6.8, HoN NHoékrr AA,
®d ' H TFA:DCM:TIS HN.__O 50°C, 2 h. 2
ﬁN /Z\H/N\E)J\N/%(N N (85:10:5) SH O j Monitorar por CLAE s OHN (¢]
H R s S P T - ]i
(0] AA. O
07 SEt 2 S8 ﬁu Ahs OM” AA,

EtS™ ~O

Esquema 2.4. Rota de reacdo propostos para a sintese dos ciclopeptideos tiolactdnicos pertencentes a

primeira geracéo que contempla o uso do acido 3-(etiltio)-3-oxopropanoico (35).
2.4 Desenho da segunda geracao novos peptideos ciclicos

Uma vez que as tentativas de sintese dos peptideos de primeira gera¢do ndo foram
as melhores, e visando a sinteses de peptideos ciclicos analogos as solonamidas e os PAI’s,
nos contemplamos a utilizagdo de adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBH), como
intermediarios para a producgdo de moléculas analogas. Os AMBH sdo compostos com uma
rica variedade funcional e versatilidade em muitas reacdes [43], e para adutos provenientes
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de ésteres acrilicos, o grupo éster é facilmente hidrolisavel, obtendo um &cido carboxilico
que pode ser acoplado ao tetrapeptideo na resina, aléem do sistema carboxilico a,f-
insaturado que € atraente para sua aplicacdo na metodologia de ciclizacdo. Assim, a reacdo
de adicdo tiol-Michael entre um residuo de Cys e um aceptor de Michael (um residuo de
AMBH acetilado) proporciona a formagdo de uma ligacdo S-C que se tornou a estratégia
de ciclizacdo para a formacdo dos peptideos da segunda geracdo, um novo tipo de
macromoléculas contendo uma ligacéo tioeter, estruturalmente semelhante as solonamidas.
Peptideos ciclicos contendo uma ligacdo tioéter tem-se encontrado como esqueleto quimico
de produtos naturais e sintéticos que mostram uma ampla variedade de atividades,
incluindo antibioticos [44], antagonistas da molécula 1 de adesao celular vascular [45] e

anticorpos anticardiolipina [46,47].

A segunda geracdo, contempla a troca do residuo de mono tert-butil malonato da

primeira geracdo, pelo residuo de &cido do AMBH (Figura 2.3).

Primeira Geragao Segunda Geragao
OH O

DoulL DoulL
0
o O%NH 0 NH R%O/\

NH Doul
HzN)k[NHo)\;/D out HZN)KE O)\;/ AMBH
HN__O > L-Cys HNTO \U/

L-SerouL-Cys >x O ]% S O
x=souo A M ., LA OH O
0 N L-Phe j/mﬂ L-Phe
R R OH
R = -CH3; -(CH,)5CHs3; Acido de AMBH
-CsHe

Figura 2.3. Segunda geracdo de moléculas ciclicas, que contemplou o uso de &cidos de AMBH.

Devido ao fato de o residuo do aduto manter um aceptor de Michael, a L-Cys no
inicio do peptideo linear foi mantida em todas as moléculas, aproveitando sua reatividade
frente ao aceptor numa adigéo conjugada — Sn2’, passo chave na ciclizagéo intramolecular.
Como resultado, obtém-se moléculas que ainda mantem 16 atomos na estrutura
macrociclica com a diferenca da formacdo de uma ligacéo tioeter e ndo tioéster como 0s
PAT’s nativos. Nestes peptideos, tambem decidimos usar os mesmos trés aminoacidos
apolares propostos na primeira geragéo (Ala, Leu e Phe), deixando a maioria deles com
sequéncia idéntica & apresentada nas solonamidas, e fazendo trocas de configuracao
somente nos residuos de Ala e Leu. Poucos deles mudam em aleatoriedade nos

aminoacidos. Escolhemos trés AMBH, dois dos quais sdo derivados de aldeidos alifaticos
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(acetaldeido e heptanal), o outro é o aduto resultante do benzaldeido, porque se pretendia
observar o efeito de cadeias laterais na etapa de ciclizacdo assim como também observar o
efeito destas cadeias nos testes de atividade bioldgica. Desta forma, novos peptideos
macrociclicos contendo uma ligacao tioéter e possuidores de uma cauda exociclica com
dupla ligacéo foram obtidos. A rota de sintese empregada e as moléculas sintetizadas que

pertencem a segunda geracdo se apresentam no esquema 2.5 e figura 2.5.

OH O
R OH
Resina Rink amida AM SPFS Fmoc
AAz AA; R =-CHj; CH 2)sCHs;
H 3 3
CO O
H3
sUshe R e O
4 eq DIC; 4eq Oxyma pure,
Ss-Trt 10 eq DIPEA, ta.
CH30 HN_
Fmoc
OH O AA3 /O AcOAc:Pyr (1:2), OAc O AA; H AA1
0
R?\ﬁkmﬁ\w %%f QL _ ta.ou50°C RX”)Lﬁ\W \E)L ;\W
AA.
° s Tf‘ 2 Ss- Trt
AA, AA,
(¢] O
NH, NH NH,

H
NH AA, 1mM; THF:DCM seco NH AA
TFADCMTIS )\ﬁ (1:1), EtgN 3 % viv 0)\[ O)\ﬁ 2

(90:8.5:1.5), t.a.
I ta., 48h s 1) j
N AA
R

Esquema 2.5. Rota de sinteses empregada para a producdo dos ciclopeptideos contendo uma ligagdo tioeter,

pertencentes a segunda geracao.

NH?}A_NH\( NH?}ANH NH NH\(
NH )\ O)\[NH \\\\\

»@

, ., f J: ]
i/u\ ,,,,, \/\/\i/\L ‘u, \/\/\j/u\ "y, 5)1\ /////

(40), 15% (41), 12% (42), 5% (43), 8%
Figura 2.4. Estrutura dos ciclopeptideos da segunda geracdo sintetizados e os seus rendimentos obtidos,

calculados com base na carga inicial da resina.
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2.5 Sinteses dos adutos de Morita-Baylis-Hillman e derivados &cidos dos

mesmaos
o , _ OH O OH O
)L Acrilato de etila LiOH
R™ “H DABCO | R}\ﬁj\oa —’THF/HZO R}\[%J\OH

4°C ou t.a. 18 h, t.a.

15 a 21 dias
(44) R = -CH3 (44a) R = -CH,
(45) R = -(CH5)5CH4 (45a) R = -(CH,)5CH3
(46) R = -C5Hg (46a) R = -C5Hg

Esquema 2.6. Sinteses dos AMBH e seus respetivos acidos.

Os adutos alifaticos de acetaldeido e heptaldeido foram sintetizados a temperatura
ambiente e agitacdo por 20 dias; o aduto do benzaldeido foi sintetizado a uma temperatura
de 4 ° C sob agitacdo durante 15 dias, segundo a metodologia de Silva et al, 2019 [48].
Depois do tratamento e purificacdo, os respectivos adutos foram submetidos a hidrélise
usando solucédo de LiOH a 3,5 M em THF em agitacdo por 24 h. Os adutos de acetaldeido
e heptaldeido foram obtidos com um rendimento de 90% e 46%, respectivamente, enquanto
0 aduto de benzaldeido foi obtido com eficiéncia de 53%. A reacgdo de hidrélise forneceu
os diferentes acidos com bons rendimentos, sendo 98% para o derivado acido do
acetaldeido, 90% para o derivado &cido do heptaldeido e 80% para o derivado acido do
benzaldeido. As moléculas foram caracterizadas por dados de RMN-H, *C, assim como
espectros de EM-IE e EMAR-IES (Anexo I1).

O espectro de RMN-H do composto (44) (Anexo 1), apresenta dois simpletos
largos em 6H 6,20 (1H, s) e 5,80 (1H, s), cada um integrando para um hidrogénio, que pelo
deslocamento quimico séo referidas aos protons vinilicos do carbono p do aduto. Também
se observa dois quartetos: o primeiro em &n 4,60 (1H; g; J = 6,0 Hz) que pela multiplicidade
e integragdo correspondem ao hidrogénio carbinolico, ¢ o segundo em 614,25 (2H; q; J =
7,2 Hz) que corresponde a hidrogénios metilenos. Adicionalmente, dois sinais de carbonos
saturados ressonando como dupleto e tripleto na regido de campo alto do espectro em 6n
1,38 (3H; d; J=6,6 Hz) e 1,30 (3H; t; J = 6,6 Hz), caracteristicas dos hidrogénios de metila,
assignados a metila ligada ao carbono carbinolico e a metila do radical etila do grupo éster,
respectivamente. O espectro de RMN-3C (Anexo 1) para este composto apresenta a sinal

de um carbono carbonila tipico de éster em dc 166,9; dois carbonos olefinicos em dc 143,7



37

e 123,8; o sinal caracteristico de carbono carbinolico em 6c 67,4; o carbono metileno do

grupo etila no éster em dc 60,9; e dois carbonos de metila em ¢ 22,1 e 14,3.

O espectro de RMN-'H do acido do AMBH do acetaldeido (44a), em anexo |,
apresentou sinais diagndsticos, entre 0s que se observam dos sinais de simpletos em oH 6,38
(1H; s) e 5,95 (1H, s) atribuidas aos prétons vinilicos; um quarteto em o1 4,66 (1H; g; J =
6,0 Hz) correspondente ao hidrogénio carbinolico e um dupleto em én 1,42 (3H; d; J = 6,6
Hz) referente & metila ligada carbono carbinolico. O espectro de RMN-3C (em anexo I1)
apresenta cinco sinais de carbono. Um sinal de carbonila em 6¢c 171,36; dois sinais de
carbonos com hibridagdo sp2 em oc 142,9 e 126.8; um sinal de carbono carbinolico em 6c
67,1 e a sinal de carbono saturado para a metila em 6c 22,1. Os dados de deslocamento
quimico para o aduto do acetaldeido e seu respectivo acido, assim como para 0s demais

compostos se mostra na tabela 2.3.



Tabela 2.3. Dados espectroscopicos de RMN-tH e *C dos AMBH (44-45) e acidos de AMBH (44a-46a).

OH O 9 10
OH O 8 OH O
7 OH O 6 s
° OH 6 ! OH
(44) R = -CHj4 5 OH A
(45) R = -(CH,)5CH; 7
(46) R = -C5He (44a) (45a) (46a)
(44) (44a) (45) (45a) (46) (46a)
Posicdo 8 (ppm) 8 (ppm) 8n (ppm) 8 (ppm) 8 (ppm) & (ppm)
(multiplicidade; | &c(ppm) | (multiplicidade; | &c (ppm) | (multiplicidade; | &c (ppm) | (multiplicidade; | &c (ppm) | (multiplicidade; | &c (ppm) | (multiplicidade; | &c (ppm)
J (Hz)) J (Hz)) J (Hz)) J (Hz)) J (Hz)) J (Hz))
r 425 (2H; 4; 7.2) fgﬁg 424 (2H; q;7,2) | 60,95 (CHy) 4,18 (2H: 4 7,2) (6011227)
, N 14,29 N o 14,17
2 1,30 (3H; t; 6,6) s 132 (3H;;7,2) | 14,28 (CHy) 1,24 (3H; t,7,2) (CHy
1 166,87 (C) 171,36 (C) 166,78 (C) 171,37 (C) 166,48 171,19 (C)
2 - 143,71 (C) - 142,93 (C) - 142,87 (C)7 - 141,96 (C) - 141,49 (C) - 140,99 (C)
3 3a: 6,20 (1H, ) 12381 3a: 6,38 (1H, 5) 126,77 3a: 6,22 (1H, 5) 124,77 3a: 6,39 (1H, s) 127,61 3a: 6,34 (1H, 5) 128,53 3a: 6,47 (1H, s) 128,68
3b:5,80 (1H, s) (CH2) 3b:5,95 (1H, s) (CHy) 3b:5,77 (1H, s) (CH) 3b:5,92 (1H, ) (CH2) 3b:5,81 (1H, 5) (CHy) 3b:5,94 (1H, ) (CHy)
4 4,60 (1H; 0 6,0) | 67.37(CH) | 4,66 (1H;q:6,0) | 67.06(CH) | 442(H:t:66) | 7202(CH) | ** (1'7'%;“? 54 | 71,70 (CH) 5,57 (1H, 5) 73,50 (CH) 5.56 (1H, 5) 72,95 (CH)
. 211 . 22,14 36,33
5 1,38 (3H; d; 6,6) () 1,42 (3H; d; 6,6) ey 1,64 (2H, m) 36,40 (CHy) 1,68 (2H, m) oy 142,36 (C) 141,44 (C)
25,89 126,00 126,77
6 1,29 (2 H, m) 25,94 (CHy) 1,31 (2 H, m) G 7,37 (2H, m) cH) 7,36 (2H, m) cH)
29,20 127,01 128,65
7 1,29 (2 H, m) 29,23 (CHy) 1,31 (2H, m) ) 7,34 (2H, m) ) 7,34 (2H, m) )
31,90 126,71 128,15
8 1,29 (2 H, m) 31,90 (CHy) 1,31 (2 H, m) o) 7,28 (1H, m) ) 7,29 (1H, m) )
22,73
9 1,29 (2 H, m) 22,73 (CHy) 1,31 (2 H, m) )
N N 14,20
10 0,88 (3H;t;6,6) | 14,20 (CH3) | 088 (3H; t; 6,6) ()

8¢
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2.6 Sinteses em fase solida das sequéncias lineares dos tetrapeptideos

R%OH
Resina Rink amida AM SPFS Fmoc

0 D R = -CHg; -(CHy)sCH3;

HsCO O\)J\ N/g\ﬂ/ E)J\ /%( N -CsHe
Cﬂ Ha
H 4 eq DIC; 4eq Oxyma pure,

Ss-Trt 10 eq DIPEA, t.a.
CHO HN._
OH O AA; H O AA, H\)?\ AC?ACZP‘QO(%Z)’ OAc O AA; H AA1
.a. ou
R%u;ﬁr AR MD R% jﬁr }A gﬁ
o Ak © Sgn STrt

Esquema 2.7. SPFS-Fmoc dos tetrapeptideos; acoplamento dos &cidos de AMBH e acetilagdo dos mesmos.

A sintese dos tetrapeptideos foi realizada mediante a metodologia SPFS-Fmoc,
usando como agentes de acoplamento HCTU ou HATU, 6-CI-HOBt como agente para
evitar racemizacdo e DIPEA como base. Para isto, ciclos repetitivos de desprotecdo dos
grupos Fmoc com solugéo a 20% de 4-metilpiridina em DMF, acoplamento dos AA e
lavagem foram feitos. Depois da sintese dos tetrapetideos lineares por SPFS, os adutos
foram acoplados com DIC/Oxyme Pure e DIPEA em agitacdo por 1 hora, e entdo a
acetilacdo da hidroxila do residuo de AMBH foi realizada na resina, usando uma mistura
de piridina e anidrido acético (2:1) a temperatura ambiente. Embora a acetilacdo tenha se
mostrado eficiente para peptideos lineares contendo o residuo de AMBH do acetaldeido
(44), observou-se, pelos rendimentos muito baixos, que esta etapa nao foi muito eficiente
para os peptideos homélogos contendo os residuos de adutos oriundos de heptaldeido e
benzaldeido. Para melhorar os resultados a etapa de acetilacdo nestas sequéncias, foram
realizadas sob a mesma condicdo de reagentes a uma temperatura de 50 °C, em dois ciclos
de reacdo. Esta mudanca, referente ao aumento da temperatura, permitiu obter melhores
rendimentos dos peptideos lineares acetilados, observado nos EMAR para estes dois adutos
quando comparado a condicao a temperatura ambiente. Apos a acetilagéo, as resinas com
as sequéncias lineares foram clivadas com uma mistura de TFA: DCM: TIS (90: 8,5: 1,5)

e depois precipitadas com uma mistura de hexano:éter etilico gelado.
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2.7 Reacdo de macrociclizacao e purificacao

Oﬁk
NH AA, 1mM; THF:DCM seco NH AA,
] o (1:1), EtsN 3 % viv ] o]
SH OHN o ta., 48 h S OHN o
R = -CHg; -(CH,)sCHg;
N AA. - N AA.
H 3 CsHe | H 3
R

Esquema 2.8. Reacdo macrociclizacdo em solucdo de alta diluicdo dos peptideos lineares depois da clivagem.

A etapa de ciclizacdo foi realizada imediatamente ap6s o procedimento de clivagem,
uma vez que amostras deixadas em geladeira sofreram decomposi¢cdo, muito
provavelmente pela formacdo oxidativa de ligacdes dissulfeto. Para isso, a mistura sélida
de peptideos obtida a partir da clivagem foi secada sob vécuo, pesada, solubilizada em
THF:DCM (1:1) a uma concentracdo proxima de 1 mM e posta em agitacdo. Entdo
quantidade suficiente de EtsN foi adicionado gota a gota, de modo alcangar 3% v/v. A
reacao prosseguiu com agitacao vigorosa durante 48 h a temperatura ambiente. No final do
tempo, o solvente foi removido sob pressao reduzida e a mistura de reacdo foi purificada
por CLAE preparativa, obtendo-se os peptideos ciclicos (36) até (43), que apos liofilizacao,
produziram entre 3-14% de rendimento sobre o total, estimado em relacdo a carrega inicial
da resina. Independentemente da cadeia lateral presente no residuo de aduto, a reagédo
ocorre, no entanto, observamos que quando os aminoacidos D-Ala e L-Leu foram inseridos,
o rendimento percentual é menor. Atribuimos esse resultado a possivel ado¢do de uma
conformacao instavel no estado de transi¢do da ciclizacdo, que nédo é favorecida devido a
configuracdo desses dois aminoacidos, esta observagéo foi sugerida porque, para todos o0s
compostos sintetizados contendo estes aminoacidos, os rendimentos foram baixos. Dois
compostos contendo o residuo de aduto oriundo do benzaldeido foram produzidos com
baixos rendimentos (< 4%). Apesar de que 0s experimentos de EMAR mostrar a massa dos
compostos e o0 CLAE analitico apresentar um pico, a aquisicdo do espectro de RMN-1H a
diferentes temperaturas de um deles mostra uma mistura complexa, devida possivelmente

a isbmeros geometricos.
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2.8 Caracterizacdo dos compostos sintetizados

Cada um dos compostos foi caracterizado por dados de espectrometria de massa e
espectros de RMN em uma e duas dimensdes. Os espectros de massa mantém um padrdo
de fragmentacéo que nédo coincide com o padrdo de um peptideo linear, onde observariamos
perdas sequenciais de aminoacidos a partir de quebras na ligacdo peptidica. De forma geral,
para todos eles observou-se a perda de 17 u.m.a correspondente ao ion [M-NH2]*, e também
a perda de 28 u.m.a (referente a perdida de CO) a partir do ion [M-NH]", originando o ion
[M-NH2-CO]". Este dltimo ion segue para uma fragmentacdo que inicia a abertura do
macrociclico a partir da eliminagéo por separado de um residuo, de dois residuos ou de trés
residuos como fragmentos neutros (esquema 2.9). Este padrdo de fragmentacdo concorda
com o esperado para peptideos ciclicos [49]. E digno de notar que os espectros de massas
mostram os ions A, B e C que tem a porcdo -CH>-SCH.CH=NH, que confirma a formagéo
da ligacdo tioeter. Os espectros de massa de alta resolucdo, estas fragmentacbes e outros

ions sdo encontrados nos anexos para cada composto.

Os experimentos de RMN mono e bidimensionais (Anexo I11) também confirmam
a estruturas macrociclicas. Os espectros de RMN-'H dos compostos tem sinais
caracteristico em oy 3,2-3,6 ppm, ressoando como duplos dupletos (dd), atribuido a protons
do metileno C1 (esquema 2.9); este sinal muda apenas na multiplicidade para os compostos
(39) e (42) que é apresentado como um simpleto largo. Além disso, observamos outro sinal
em torno de &¢ 5,8-6,5 ppm, que, dependendo do composto, pode ser quarteto (q) ou tripleto
(t), integrando para um hidrogénio, atribuido ao hidrogénio do metino C3. Os espectros
HMBC *H-3C nos permitem observar uma importante e forte correlagio entre os sinais
atribuidos aos protons em C1 e o carbono Cp da cisteina, o que sugere a formacéo da nova
ligacdo C-S. A configuragdo da ligagdo dupla pode ser atribuida como Z para todos os
compostos devido as correlages NOESY *H-'H entre o hidrogénio em C3 e o hidrogénio

NH do residuo de aminoacido ligado ao residuo de aduto.
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Esquema 2.9. Padréo de fragmentacGes observado nos EMAR-MS/MS para todos os compostos, que mostra
a abertura do anel macrociclico a partir da perdida de um, dois ou trés residuos de aminoacidos como

fragmentos neutros. Os ions A, B e C sdo diagndsticos e indicam a nova ligagdo tioeter formada.

A continuacdo se mostra como modelo de anélise a elucidacdo obtida dos dados
espectroscopicos obtidos para um composto. O composto (41), obtido com um sélido
amorfo de cor branco e uma porcentagem de rendimento de 12 %, mostra no espectro de
massa de alta resolucdo os ions em m/z 602,3358 [M+H]* e m/z 624,3174 [M+Na]*
(calculadas como 602.3371 para [M+H]" e 624,3190 para [M+Na]"), que proporcionan a
formula molecular C31H47Ns0sS.

O espectro de RMN-'H (figura 2.5) deste composto revelou deslocamentos
quimicos tipicos de peptideos, que sugerem um unico conférmero. Especificamente,
observam-se quatro sinais de prétons em o4 8,50 ppm (1H; d; J = 6,0 Hz); 8,25 ppm (1H;
d; J=7,8 Hz); 8,00 ppm (1H; d; J =8,4 Hz) e 7,60 ppm (1H; d; J = 7,2 Hz) que sdo devidas
aos protons dos nitrogénios das ligacOes peptidicas, e que sugerem o nimero de residuos
de aminoéacidos que conformam a estrutura. Também apresenta trés sinais de dupletos em
SH 1,30 ppm (3H; d; J = 7,2 Hz); 0,75 ppm (3H; d; J = 6,6 Hz) e 0,67 ppm (3H; d; J = 6,6
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Hz), as quais pelo deslocamento quimico sdo atribuidas a grupos metilas. Adicionalmente
observa-se sinais de metilenos entre 61 2,05-3,10 ppm que ressoam como multipletes, e 0s
sinais muito definidos de sistema de dupletos em 6n 3,38 ppm (1H; d; J = 12,0 Hz) e 3,48
(1H; d; J = 12,6 Hz), muito caracteristicas de hidrogénios diastereotopicos. Outros sinais
para destacar sdo o tripleto em dn 6,21 ppm (1H; t; J = 7,8 Hz), caracteristico de um préton
vinilico; assim como o conjunto de multipletos entre o1 4,5-3,9 ppm que sdo devido aos

hidrogénios em Ca dos aminoéacidos.
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Figura 2.5. Espectro de RMN-'H do composto (41) obtido em DMSO-ds, com ampliagfes de algumas

regides.

O espectro de RMN-13C e o experimento APT apresentam 30 sinais, das quais 6 s&o
de carbonos quaternarios, 4 carbonos de metilas (6¢ 23,07; 21,10; 17,17; 13,96), 9 carbonos
metilenos (¢ 39,51; 36,63; 31,27; 31,11; 28,40; 28,40; 27,67; 27,42, 22,04) e 11 carbonos
metinos (8¢ 137,96; 129,19; 129,19; 128,08; 126,30; 126,30, 56,13; 54,67; 51,88; 49,19,
23,58). Especificamente os sinais em &¢ 171,99; 171,96; 171,77; 171,70 e 169,15 ppm
correspondem a carbonos carbonilas, sendo os 4 primeiros de carbonos de amidas e o

ultimo correspondente ao residuo do aduto.
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Na ampliacdo do espectro HSQC de multiplicidade editada (figura 2.6), que
apresenta correlagdes de hidrogénio com carbonos metinos e metilas em vermelho, e
correlagOes de hidrogénio com carbonos metilenos em azul, se podem observar quatro
sinais de hidrogénios em Ca de cada aminoacido 6w 4,38; 4,20; 4,02 e 3,99 acoplando com
0S seus respectivos carbonos em &¢ 56,13; 49,19; 51,88 e 54,66. Adicionalmente, oito
metilenos em &¢ 39,51; 36,63; 31,27; 31,11; 28,40; 27,67; 27,42, 22,04 que permitem
determinar que quatro dos sinais de RMN-'H sdo de metilenos diastereotopicos -entre elas
a correlagdo do carbono em &¢ 27,67 e 0s seus prétons em on 3,38 e 3,48-; assim como

cinco sinais de carbonos, onde quatro correspondem a prétons de metilas e o restante a um

metino.
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Figura 2.6. Ampliacdo do espectro HSQC de multiplicidade editada do composto (41) obtido em DMSO-ds.

As correlagdes em azul corresponde a metilenos, as vermelhas a metinos e metilas.

A interpretacdo de espectros de RMN-2D (COSY, TOCSY e HMBC), permite
identificar os a natureza dos aminoéacidos, pelos sistemas de spin que surgem das diferentes
correlagdes. Mas detalhadamente, o espectro COSY nos permite atribuir os deslocamentos
dos NH de cada aminoacido a seus respectivos prétons em Ca: 84 (NH) em 7,60; 8,00;
8,25; 8,50 com oH (H-Ca) 3,99; 4,20; 4,02, 4,38; respectivamente (figura 2.7). No espectro
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TOCSY conseguimos ver as correlacBes entre estes NH e os hidrogénios a mais de trés
ligacGes, ou seja enxergar os hidrogénios em Cf3 para cada aminoacido: 4 (NH) em 7,60;
8,00; 8,25; 8,50 com 6n (H-CB) 2,85 € 2,87; 1,30; 1,33 € 1,40; 2,91 e 3,00, respectivamente
(figura 2.8). Pela multiplicidade e deslocamentos quimicos dos prétons nos C3 podemos
atribuir os dados de NH e Ca para determinado aminoacido, pois sabemos que o peptideo
tem quatro aminoacidos com cadeias laterais totalmente diferentes entre si (Cys, Ala, Leu
e Phe). As correlacbes no HMBC complementam esta analise, pois com ele podemos ver
que carbonos se encontram correlacionando com um hidrogénio a duas e trés ligagdes. Em
particular este espectro mostra uma importante correlagdo, que se pode observar facilmente
no espectro (figura 2.9), entre o sistema de dupletos diastereotdpicos em &n 3,38 e 3,48,
atribuidos ao C1 (6¢ 27,42 pelo espectro HSQC) como o CpB da L-Cys (6¢ 31,27), que

permite confirmar que a estrutura € ciclica.
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Figura 2.7. Ampliacdo do espectro COSY do composto (41) obtido em DMSO-ds. Observa-se na parte
inferior esquerdas as correlagfes entre os hidrogénios NH dos aminoacidos e os seus respetivos prétons em
Ca. Na parte superior direita a correlagdo entre o tripleto em 8y 6,21 (hidrogénio vinilico em C3) e o quarteto

em 8y 2.12 (hidrogénios de metilenos no C4).
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Figura 2.8. Ampliagdo do espectro TOCSY do composto (41) obtido em DMSO-ds. Observa-se na parte
esquerdas as correlagdes entre os hidrogénios NH dos aminoacidos e os seus respetivos protons em Ca, Cp e

Cy. Na parte direita as correlagdes entre os H-Ca, e os respectivos hidrogénios nos Cf e Cy.
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Figura 2.9. Ampliag&o do espectro HMBC do composto (41) obtido em DMSO-dg. Observa-se a correlaces
entre os hidrogénios (dn 3,38 e 3,48) em Cl e 0 CP da L-Cys (d¢ 31,27).



47

O espectro NOESY proporciona informagao sobre correlagdes *H-*H no espago. Na
ampliacdo do espectro NOESY para o composto (41) (figura 2.10), pode-se observar uma
outra importante correlagcdo entre o hidrogénio do NH da Phe (dn 8,50) e o tripleto de
hidrogénio do metino C3 (61 6,21) que indica que a configuracdo da dupla ligacédo é Z.
Com as anélises de cada zona nos espectros de RMN-2D mencionados pode-se deduzir
algumas subestruturas (esquema 2.10) que mostram as correlagdes observadas, as quais
também sdo resumidas na tabela 2.4 para 0 composto (41).
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Figura 2.10. Ampliacéo do espectro NOESY do composto (41) obtido em DMSO-ds.

= correlagdo HMBC

H = correlagdo NOESY

H = correlagdo COSY/TOCSY

Esquema 2.10. Subestruturas do composto (41), mostrando as correlages COSY/TOCSY, NOESY e HMBC
mais importantes observadas. a) na cauda exociclica, b) na nova ligagdo S-C entre a Cys e o residuo do aduto

e ¢) nos aminoacidos Ala, Leu e Phe.
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Tabela 2.4. Dados espectroscopicos de RMN (DMSO-dg) para o composto (41).

0
NHzﬁJ\NH

Aminoécido Posi¢ao 81 (ppm) (multiplicidade; J (Hz)) 8c (ppm) COSY/TOCSY HMBC NOESY
NH 7,60 (1H; d; 7,2) ; Ca; CB a’;;)cﬁ? co Hb-C1
co - 171,70 - Ca; CB

Cys Ca 3,99 (1H; m) 5467 (CH) | NH;CB CO; Cp
cp 2,85 (1H: m) 31,27(CHz) | NH;Ca Ca; CO; C1

2,87 (1H; m) ’ T
NH 8,00 (1H; d: 8.4) ; Ca; CB (CLZ;u;:B; co Cat (Leu);

Ala co - 171,77 - Ca; CB
Ca 4,20 (1H; ot 7.2) 4919 (CH) | NH;CB co; Ccp
cp 1,30 (3H; d; 7,2) 1717 (CHs) | NH; Ca Ca; CO
NH 8,25 (1H; d; 7.8) g‘;z CB: Cr; Cé; g,%é)cﬁ’ co Ca: (Phe); Cy
co - 171,99 - Ca; Cp
Ca 4,02 (1H; m) 51,88 (CH) | NH;Cp CO; CB; Cy NH (Ala)

1,33 (1H; m) NH; Ca; Cy; C81;

Leu cp 0, BSLEH) | oo 1 CO o0 Ca; Gy
cy 1,00 (1H; m) 2358 (CH) | Cbr Coe Ca; Cd1; C52 NH
[ 0,67 (3H; d; 6,6) 21,10 (CHs) | Cy CP; Cy
Ccs, 0,75 (3H; d; 6,6) 2307 (CHs) | Cy CP; Co1; Cy
NH 8,50 (1H; d; 6,0) Ca: CB %ﬁ)? co Ha-C1; C3
co - 171,96 - Ca; CB
Ca 4,38 (1H; q; 7,2) 56,13 (CH) NH; CB CO; CB NH (Leu)

2,91 (1H; m)
Phe cp 00 (.t 3272) 36,63(CH2) | NH;Ca CO; Ca; Cy; Cm
cy - 137,26 - Co; Cp;
Co 7,26 (2H; m) 128,08 (CH) n/o CB; Cy
cm 7,25 (2H; m) 129,19 (CH) | nlo Cp
Cp 7,20 (1H; m) 126,30 (CH) | nio cm
co - 169,15 - cL;c3
3,38 (1H; d; 12,0) - CO; C2;C3;C NH (Phe)
ct 3,48 (1H; d; 12,6) 27:42 (Cre) 177 (Cys) ’ NH (Cys)
c2 - 131,75 - CI; C4
c3 6,21 (1H; t; 7.8) 137,96 (CH) | C4 CL;C4;C6;CO | NH (Phe)

Aduto ca 212 (2H: q; 7.2) 27,67 (CHz) | C3;C5;C6 C2;C3;C5
c5 1,20 (2H; m) 2840 (CHy) | C4 c6; C7
c6 1,37 (2H; m) 2840 (CHy) | C4,C7 C5; C7
c7 1,26 (2H; m) 3L,11(CHz) | C9,C6 cs
c8 1,28 (2H; m) 22,04 (CHy) | C9 Co
o 0,87 (3H; ; 6,6) 13,96 (CHs) | C7:C8 Cc7;C8

n/o: ndo observado; Ha-C1: hidrogénio Ha no carbono metileno C1; Hb-C1

metileno C1; gt: quinteto.

: hidrogénio Hb no carbono
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2.9 Avaliacdo da inibicdo de crescimento e atividade hemolitica de S. aureus

para os compostos

Inicialmente, a atividade antibacteriana de todos os anéalogos foi testada pela
determinacdo da concentracdo inibitoria minima contra duas cepas de referéncia de S.
aureus suscetiveis a antibidticos, S. aureus ATCC 25923 e S. aureus ATCC 29213 [50].
Duas diluices seriadas foram realizadas, permitindo testar varias concentra¢des dentro da
faixa de 300 — 0,3 uM. Nenhum dos compostos apresentou atividade antibacteriana contra
S. aureus, uma vez que nenhum valor da MIC pdde ser obtido na faixa de concentracfes
testadas (MIC > 300 uM). Estes resultados se mostraram bons uma vez que 0s compostos
ndo tém um efeito toxico sobre a bactéria, permitindo entdo avaliar estas concentracGes em

testes especificos, como por exemplo observar o efeito na atividade hemolitica de S. aureus.

Posteriormente, em placas de agar, um ensaio de triagem foi feito para avaliar o
efeito dos compostos na hemolise sobre sangue desfibrinado de carneiro promovida por S.
aureus ATCC 25923, uma cepa que produz hemolisinas sob o controle de QS [51]. Entre
todos 0s compostos testados, os compostos (40) e (42) apresentaram o0s melhores
resultados, inibindo a atividade hemolitica de S. aureus nas concentra¢cdes mais baixas
testadas (tabela 2.5 e figura 2.11). Os anélogos (40) e (42) foram entdo testados em
concentragdes mais baixas (300 - 5uM), e o composto (40) foi capaz de dificultar a

atividade hemdlise da cepa a 10 uM (tabela 2.6).

Tabela 2.5. Halos de hemolises ou inibi¢do de hemdlises de S. aureus ATCC 25923 sobre placas de agar

com sangue de carneiro.?

Anélogo | 20mM | 1mM 300 uM
36 + + +
37 + + +
38 + + +
39 + + +
40 - - -
41 + + +
42 - +* +*
43 - + +

3(+): halo de hemdlises; (-): no ha halo de hemdlises; * halo de hemdlises visivelmente menor quando

comparado ao controle.
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Control Control

Figura 2.11. Efeito dos compostos (40) e (42) a trés concentragdes sobre a producdo de hemdlises por S.
aureus ATCC 25923. Para o composto (40) ndo foi observado halo de hemélise ao redor do inoculo da

bactéria. Inoc = inoculo.

Tabela 2.6. Halos de hemdlises ou inibigcdo de hemolises de S. aureus ATCC 25923 sobre 4gar sangue para

0s compostos (40) e (42) a concentragdes mais baixas.?

Anélogo | 300 uM | 100 uM | 50 uM | 10 uM | 5 uM
40 - - - - +*
42 +* + nt nt nt

3(+): halo de hemdlises; (-): no ha halo de hemolises; * halo de hemdlises visivelmente menor quando

comparado ao control; nt; ndo testados.

Adicionalmente a atividade anti-hemolitica dos (40) e (42) foi também testada num
ensaio quantitativo de microdiluicdo utilizando glébulos vermelhos humanos [52]. O
analogo (40) apresentou melhor capacidade de inibir a hemdlise do que (42) na mesma
concentracdo (figura 2.12). Nas concentracdes de 10 e 200 uM de (40), a producéo de
hemolises por S. aureus foi inibida em 63% e 84%, respectivamente.

Também foi realizado um ensaio de viabilidade celular em fibroblastos humanos
(linha celular Detroit 551) para estes dois compostos de modo a observar a sua eventual
citotoxicidade frente células normais. O intervalo de concentracéo testado foi de 200 - 6,25
MM para (40) e de 300 - 9,38 uM para (42), escolhido com base na dose étima observada
no ensaio de inibicdo de hemolises. Aqui foi observado que estes dois compostos ndo
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afetaram a viabilidade dos fibroblastos nas concentracdes testadas (figura 2.13). Além
disso, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os tempos de exposicao de
24 e 48 horas. Estes dados sugerem que (40) e (42) ndo sdo toxicos para as células normais
nas condigdes experimentais testadas.
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Figura 2.12. Porcentagem de inibicdo de hemdlise (%) em glébulos vermelhos humanos causada por S.
aureus ATCC 25923 apds estar em presenga de varias concentragdes dos compostos (40) e (42). A hemdlise
é pontuada em porcentagem de hemolise em relacdo a condicdo de controle (hemdlise causada por S. aureus
ATCC 25923 na auséncia de qualquer composto; apenas DMSQO), que foi definida como 100%. Dois

experimentos independentes foram realizados em duplicata. Barras de erro representam desvios padréo.
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Figura 2.13. Viabilidade celular de fibroblastos humanos quando expostos aos compostos (40) (A) e (42) (B)
a 24 e 48 horas. Os valores foram expressos como media = EPM. ****p<(0.0001, ** p<0.005 e *** p<0.001

versus o grupo controle DMEM.
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A solonamida B tem-se mostrado como inibidor dos fendtipos (incluindo hemdlise)
controlados por agr em S. aureus em concentracfes que variam entre 8,5 UM e 17 uM [53].
Concentracdes de inibicdo de hemolise (entre 10 e 20 pM) similares foram apresentadas
pelo analogo (40), com a vantagem de que este composto tem uma ligacéo tioeter que é
menos facilmente hidrolisavel do que o éster encontrado nas solonamidas [31,54], que
confere estabilidade, evitando assim a degradacdo e garantindo possivelmente interacéo
molecular uma vez a estrutura se mantém ciclica por mais tempo. Comparando a estrutura
quimica dos anélogos (40), (41), (42) e (43) com os analogos relatados anteriormente de
solonamidas e AIPs de S. aureus, algumas observacgdes podem ser feitas: (i) (40) é o Gnico
entre todos os andlogos derivados do aduto acetaldeido que, independentemente da
configuracdo dos centros estereogénicos, possui a mesma sequéncia de residuos de
aminoacidos encontrada nas solonamidas; (ii) apesar da estreita semelhanc¢a na sequéncia
de residuos de aminoéacidos exibida por (40) e (43), a estereoquimica do residuo de Phe é
fundamental a atividade anti-hemolitica; (iii) num sentido semelhante, para (41) e (42),
diastereoisémeros no residuo lle, a configuragdo L neste residuo é necessaria para observar

inibicdo da hemdlise de S. aureus.



3. Conclusdes e Perspectivas

Com relagdo ao desenho de peptideos da primeira geragdo podemos dizer que estes
constituem novas moléculas contendo elementos chave como aminoacidos e o nimero de
atomos na estrutura ciclica, podendo-se considera-los moléculas analogas das solonamidas.
A sintese das moléculas propostas ndo teve sucesso, apesar de as condi¢Oes de reagdo para
a formacdo da ligacdo ester serem, em tese, estruturalmente favoraveis. Atribuimos estes
resultados: (1) a auséncia de condicdo anidra necessaria para ciclizacdo em solucéo,
possivelmente esta ndo foi totalmente alcancada; (2) aos problemas de pré-purificacédo
depois do tratamento; (3) também pode ser possivel que as moléculas tenham sido
produzidas em quantidades minimas dificultando a sua identificagdo e, portanto, sua
purificacdo. Em relacdo a metodologia de sintese sob resina, a formacdo da ligacdo éster
ndo se torna uma metodologia viavel ja que a condicdo anidra desejada nao é facil de
perceber, além de que também pode estar prejudicando a interacdo dos grupos reagentes na
etapa de ciclizacdo. Referente aos analogos tiolaténicos propostos, a producdo do tioéster
linear intermediario, em um dos casos, nao foi obtida, possivelmente por problemas
similares na obtencdo de condicdo anidra antes mencionada, assim como também a
posterior hidrélise na seguinte etapa de clivagem. Como perspectivas para a preparacdo
futura destas moléculas, uma opcao seria a utilizagdo de resinas que precisem de condicdes

de clivagem diferentes, tais como aquelas que usam acidos de Lewis.

A utilizacdo de 4cidos de adutos de Morita-Baylis-Hillman para a sua insercdo na
SPFS dos peptideos da segunda geracdo mostrou-se como uma alternativa compativel e
interessante porque permitiu estabelecer uma nova, efetiva e simples estratégia de
ciclizagdo usando os ditos residuos acetilados para a preparacdo de oito novos
peptidomiméticos ciclicos contendo uma ligagdo tioéter estruturalmente semelhantes as
solonamidas. Embora a metodologia de insercao de residuos acidos de AMBH de aldeidos
alifaticos (acetaldeido e heptanal), assim como do aduto do benzaldeido se mostra viavel
para a preparacdo deste novo tipo de compostos, a preparacdo de compostos peptidicos
contendo residuos deste ultimo aduto produzem uma mistura complexa de identificar por

RMN, apesar dos anélises de CLAE e EMAR parecem ser um Unico composto, sugerindo
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que esta dificuldade se deva a uma mistura de diferentes isdmeros. Neste sentido novos
estudos usando este derivado de AMBH e de outros aldeidos aromaticos tem que ser
realizados para determinar o porqué estes resultados. Dentre os compostos sintetizados,
dois destes compostos tiveram a capacidade de inibir a atividade hemolitica de S. aureus
ATCC 25923 sem afetar seu crescimento, um deles a concentragdes muito baixas, a saber
10 uM; assim como também os dois compostos ndo foram citotoxicos para fibroblastos
humanos na mesma concentragdo. Devido a conhecida relagdo da expressdo das a-
hemolisinas com o gen agr do S. aureus, podemos sugerir que esses dois peptidomiméticos

possam exercer um efeito sobre a quorum sensing de S. aureus.

Como perspectivas futuras, se faz necessario avaliar o potencial dos compostos aqui
mostrados e outros isbmeros ndo sintetizados bem como dos correspondentes sulféxidos e
sulfonas, na interferéncia de sistemas de QS frente cepas reporter de S. aureus que
contenham genes envolvidos na expressdo hemolisinas (hla), assim como dos genes rnalll
e spa também relacionados com a patogénese da bactéria. Desta forma, pode-se concluir
um trabalho que permita informacdo sobre a relacdo estrutura atividade que este novo

nucleo pode aportar sobre a inibicdo de QS deste importante agente infeccioso.



4. Materiais e Métodos

4.1 Purificacdo de solventes e reagentes liquidos

Todos os solventes orgénicos e reagentes liquidos usados nas reacdes de SPFS,
foram disponibilizados de Sigma-Aldrich, Scharlau, J. T. Baker e Merck, e foram
empregados sem previa purificacdo. Alguns solventes foram secados previamente antes da
sua utilizacdo, empregando-se como material secante CaH; para a secagem de EtsN e DCM,

sodio metélico em presenga de benzofenona foi usado para secar THF [55].

4.2 Reagentes usados na sintese de peptideos

Todos os peptideos foram sintetizados manualmente de acordo com a metodologia
padrdo de sintese de peptideo em fase sélida (SPFS), via estratégia Fmoc. Como resina a
resina Rink Amida AM (100-200 Mesh) com grau de substituicdo de 0,7 mmol/g da
Novabiochem® (EMD Millipore Corporation — Merck) foi usada. Esta resina fornecem os

peptideos amidados como produto final.

Usaram-se como aminoacidos Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Phe-OH,
Fmoc-Ser(t-Bu)-OH, obtidos de Aldrich® (Sigma-Aldrich); Fmoc-(D)-Ala-OH, Fmoc-
(D)-Leu, procedentes da 3PBioSystem e Fmoc-Cys(Trt)-OH da Novabiochem® (EMD
Millipore Corporation - Merck).

Como agente de acoplamento para a formacao da ligacéo peptidica utiliza-se os sais
de guananidinio HATU, HBTU e/ou HCTU da Fluka® (Sigma-Aldrich), junto com o 6-
CI-HOBt da Acros® como agente para evitar racemizacdo. Se empregou N,N'-
diisopropilcarbodiimida  (DIC) (Fluka®, Sigma-Aldrich) em conjunto com
etil(hidroximino)cianoacetato (Oxyma Pure) da Merck para o acoplamento dos acidos de

AMBH. Como bases para os acoplamentos usou-se DIPEA.



56

4.3 Ciclos de sintese de peptideos em fase solida pela metodologia Fmoc
(SPFS-Fmoc)

De forma geral, a sintese consistiu em ciclos de procedimentos repetitivos em uma
ordem ldgica, que sdo: desprotecdo, lavagem, acoplamento, lavagem e novamente
desprotecdo, segundo as metodologias modificadas a partir de Kim et al 2011 [56], e o
protocolo AAPPTEC para a SPFS [37]. A adaptacdo nas metodologias faz referéncia ao
solvente empregado, em nosso caso DMF, as quantidades dos reagentes (AA, HATU ou
HBTU ou HCTU, e base), e a utilizacdo ou ndo do agente que evita a racemizacdo (6-Cl-
HOBY).

Inicialmente, para cada peptideo, uma massa determinada de resina foi imersa no
baldo de reacdo para SPFS (Figura 4.1), entdo foi adicionada uma quantidade suficiente de
DCM para cobri-la, e posta em agitacdo num shaker a 215 rpm por 15 min. Depois da
remocdo de DCM por filtragdo a vacuo, foi repetido o procedimento trés vezes.
Posteriormente, foi removido o grupo Fmoc do grupo amino terminal inicial com solugéo
de piperidina ou 4-metil-piperidina em DMF (20% v/v), procedimento feito em agitacéo
por 20 min, duas vezes. Este procedimento foi feito para cada etapa de desprote¢éo para o0s

aminoacidos depois de acoplados.

Figura 4.1. Baldo de reacédo para SPFS.

Nas etapas de acoplamento, se empregaram excessos dos aminoacidos, do agente
de acoplamento, do agente que evita racemizacao e de base. Os tempos de reacdo variaram

entre 1 e 2 horas sob agitacao.
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As lavagens da resina apds as etapas de acoplamento e desprotecdo foram realizadas
sequencialmente, iniciando com 2 x DCM, seguida de 2 x DMF e, finalmente, com 2 x
DCM. A quantidade dos solventes utilizados foi o suficiente para cobrir a resina. Cada

lavagem com solvente foi deixada 1 min em agitacéo.

Com o objetivo de observar a eficiéncia de cada acoplamento e cada remocéo do
grupo Fmoc na etapa de desprotecdo, foi usado o teste de Kaiser (teste quimico qualitativo
para confirmacdo de grupo amina livre, também conhecido como teste de ninhidrina). Este
teste usa trés solucdes de reagentes: Solugdo A (consiste duma solucdo de KCN 1,1 mg/ml
de agua, posteriormente diluida até 2% v/v em piridina fresca); solucdo B (solucdo de
ninhidrina 50 mg/ml em BuOH ou etanol); e solucdo C (solucdo de fenol 2 g/ml em BuOH
ou etanol). Para o teste, um pouco da resina seca foi retirado do baldo de reacdo e colocada
num tubo de ensaio e trés gota de cada solucdo foram adicionadas. A mistura foi, entéo,
aquecida por 5 min em banho termostatizado a 90 °C. Como resultado positivo de um
acoplamento, ndo se observou a mudanca de cor na resina (de amarelo-translucido para
roxo), nem na solucdo. Para uma reacdo de acoplamento incompleta e desprotegida, a
ninhidrina reage com 0s grupos amino terminais formando um complexo de cor roxo-preto,

cor que se observa na resina e depois de um tempo na solucéo [37].

Para as reacdes de clivagem, usou-se um coquetel constituido entre 8 e 9 partes (V)
de TFA e volumes de DCM e TIS conforme se apresenta na parte experimental especifica
para cada sintese realizada. O tempo transcorrido foi de 1 hora em agitacdo a temperatura

ambiente. Depois da clivagem a resina foi lavada com coquetel e/ou TFA 100%.

A desprotecao seletiva dos grupos t-butil éter e t-butil éster nas cadeia lateral do
Fmoc-Ser(t-Bu)-OH e no residuo de &cido mal6nico na resina, respetivamente, foram feitas
usando acido fosforico concentrado (H3PO4 85%) [57].

4.5 Técnicas de andlise

4.5.1 Analises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

Os espectros de massa dos AMBH do acetaldeido e do heptanal foram adquiridos
num equipamento Shimadzu GCMS-QP2010 Plus, equipado com um autoinjetor AOC-
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5000, uma coluna de silica fundida Restek Rtx-5MS® (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) ¢ um
detector GCMS-QP5050A com uma fonte de ionizacédo de 70 eV. No método utilizado, o
injetor opera no modo splita 250 °C e hélio como gés carregador com vazéo de 1.0 mL/min,
como programa de temperatura foi feita com uma rampa de temperatura de 7 °C/min,
iniciando em 50 °C até 290 °C. Os dados obtidos foram analisados usando o programa
GCMSsolutionVersion 2.53 SU3 (Shimadzu Corporation).

4.5.2 Analises e purificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os experimentos de CLAE no modo analitico e semipreparativo foram feitos num
aparelho Shimadzu, equipado com duas bombas independentes LC-20AR e um detector de
arranjo de diodos modelo SPD-M20A. O comprimento de onda selecionada foi de 216 nm.
O solvente A foi uma solucdo de 0,2 % de TFA em H20 e o solvente B, a mesma

concentracdo do acido em ACN.

Os perfis CLAE no modo analitico foram obtidos usando-se uma coluna Shimadzu
Shim-pack VP-ODS (C18) (250 mm (L) x 4.6 mm (d.i.), 5 um). A corrida foi iniciada com
um fluxo constante de 5% de B por 5 min, depois um gradiente por 40 min, iniciando em
5% até 100 % de B; a partir de 45 até 52 min um fluxo constante de 100% de B, e entdo
em 3 min a concentracdo de B decresce de 100% até 5% para estabelecer a condi¢do

original, finalizando em 5% de B por 5 min a mais. O fluxo utilizado foi de 1,0 mL/min.

A purificacdo dos compostos ciclicos no modo semipreparativo foram feitas usando
uma coluna Vydac C18 (250 mm (L) x 10 mm (d.i.), 5 um, 300 A. A corrida foi iniciada
com 25% da solugéo B por 2 min, depois foi feito um gradiente no qual a concentragdo do
solvente B aumentava até 54% por 54 min, transcorrido este tempo o solvente B seguia um
segundo gradiente até 100% por dois minutos e entdo ficava de forma isocratica 5 min a
mais, para depois retornar em 2 minutos até 25% de B, estabelecendo-se a condig&o original

de eluigéo. O fluxo utilizado foi de 2,5 mL/min.

4.5.3 Analises por ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN mono e dois dimensdes foram realizados num equipamento
Bruker Ascend 600 operando a 14 T (600 MHz para RMN-H). Os espectros APT e RMN-
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13C foram adquiridos em um espectrometro Varian Oxford YH300 a 7,04 T (75 MHz para
RMN-2C). Nos espectros de RMN-'H, TMS foi usado como referéncia interna, os
deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes
de acoplamento (J) em hertz (Hz). Os deslocamentos quimicos para os espectros de RMN-
13C foram reportadas em ppm relativas ao pico do solvente. Os espectros foram processados

no programa MestReNova 6.0.2.

4.5.4 Analises por espectrometria de massa de alta resolucdo e massas em

tandem

Os dados de EMAR-IES-TOF foram adquiridos em um Triplo TOF 5600-SCIEX
por analise de injecdo em fluxo utilizando um cromatédgrafo Eksigent UltraLC 100-SCIEX
ajustado para uma velocidade de fluxo de 0,3 mL/min. Uma fonte DuoSpray lon Source
(IES) foi utilizada e os EM foram adquiridos no modo positivo, empregando calibracdo
externa, na escala de 100 — 1000 Da. Os parametros de aquisicdo foram: TEM 450, GS1
45, CUR 25, GS2 50, ISVF 5500 e DP 80. Os dados foram analisados usando o software

mMass 5.5.0iew. (http://www.mmass.org).

4.5.5 Analises por espectroscopia no infravermelho

Os espectros de IVTF foram obtidos em um espectrofotdmetro Jasco FT/IR-4100
operando em modo de reflectancia total atenuada (ATR). Os espectros IVTF-ATR foram

expressos em transmitancia (% T) versus frequéncia (cm™).
4.6 Parte experimental

4.6.1 Tentativa de sintese de acido mono-tert-butil malénico (34) a partir de

acido Malonico [40]

o O 1. THF seco (7,5 eq), Pyr 2 2
/U\)J\ eq), t-BuOH (1,8 eq), M
HO OH 2. MsCl (1 eq), gota a gota por HO
Lo, R 30 min. 0°C -t.a.3 h
Acido malénico _____________" > (34)


http://www.mmass.org/
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Em um bal&o de trés bocas de 100 mL, 5,6 g (56 mmol) de acido malénico foram
solubilizados em 10 mL (124 mmol) de piridina seca, 10 mL (105 mmol) de tert-butanol
seco e 35 mL (444 mmol) de THF seco, em atmosfera de nitrogénio. A mistura foi resfriada
até 0°C em banho de gelo e 4,5 ml (58 mmol) de cloreto de mesila (MsCI) foram
adicionados, lentamente, por 30 min sob constante agitacdo. Terminada a adi¢do, a mistura
foi mantida sob agitacdo por 3,5 horas até alcancar a temperatura ambiente. Uma vez
alcangado o tempo de reacdo, a mistura foi filtrada para retirar o cloreto de piridinio, e o
sobrenadante foi evaporado & pressdo reduzida até um volume aproximado de 10 mL.
Depois, este volume foi solubilizado em 100 ml de agua destilada, o pH ajustado até
aproximadamente 11 com solucédo de NaOH 4,0 M, e a extracdo com DCM (2 x 10 mL) foi
feita. A solucéo aquosa foi ajustada até pH 3 com HCI concentrado e uma nova extracao
com DCM foi realizada (4 x 25 mL). Estas fases de DCM foram reunidas, secada com
Na>SO4 e concentrada a presséo reduzida. Nas tentativas realizadas, foi obtido um liquido

amarelo (4,10 g) que foi analisado por RMN-H.

4.6.2 Sintese de &cido mono-tert-butil maldnico (34) via acido de Meldrum
[41,42]

1. CH3COOCOCH; (1,10 eq),
H,S04 (1,20 %mol) >< 1. t-BuOH, véacuo,

2. Acetona (1,03 eq) 75 °C, 4 dias.
) o) 20-25°C o o 2. Extragéo acido-
M -4 °C overnight (38,3% M base (57,6 %) M
HO OH = O O ——» HO
Acido malénico Acido de Meldrum (34)

Num baldo de 100 mL 14,5 g (140 mmol) de &cido maldnico pulverizado foram
misturados com 14,2 mL (150 mmol) de anidrido acético e mantidos como suspencgao por
agitacdo, e entdo 420 pL de &cido sulfarico concentrado foram adicionados. A mistura
resultante foi enfriada e 10,66 mL (145,0 mmol) de acetona foram adicionados mantendo
a temperatura entre 20 e 25 °C. A mistura de reacéo foi refrigerada em freezer overnight,
subministrando a formacéo de cristais, os que foram filtrados a vacuo. Os cristais do
produto foram lavados com agua gelada (2 x 3 mL), secados a temperatura ambiente e

recristalizados em acetona (7,60 g; 38,3%).

Para a segunda etapa, 7,5 g (52 mmol) do &cido de Meldrum e 8,0 mL (84 mmol)
de t-BuOH, foram postos num schlenk, do qual o ar foi tirado com vacuo, permitindo uma
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atmosfera de baixa pressdo e livre de ar umido. A mistura foi mantida em éleo a 75 °C sem
agitacdo por 4 dias. Alcancado o tempo, a mistura foi concentrada até reducao do volume
ametade. Depois, este volume foi solubilizado em 200 mL de &gua destilada, o pH ajustado
até aproximadamente 11 com solucdo de NaOH 4,0 M, e uma extragdo com éter etilico (2
x 10 mL) foi feita. A solucdo aquosa foi ajustada até pH 3 com HCI concentrado e uma
nova extracdo com éter etilico foi realizada (4 x 25 mL). As ultimas fases organicas da
extracdo liquido-liquido acida foram reunidas, secadas com Na,SOs anidro e concentrada
a pressdo reduzida. Obtivesse um liquido oleoso de cor amarelo (4,80 g; 57,6%).

4.6.3 Tentativa de sintese do acido acido 3-(etiltio)-3-oxopropanoico (35) via

acido de Meldrum

>< 1. EtSH, véacuo, 45
°C, 15 dias.

O O 2. Extragao acido- o o
base
Acido de Meldrum (35)

De maneira similar 5,0 g (0,035 mol) do acido de Meldrum e 8,0 mL (0,11 mol) de
EtSH, foram postos num schlenk, no qual o ar foi tirado com vacuo, permitindo uma
atmosfera de baixa pressao e livre de ar tmido. A mistura foi mantida sob em éleo a 45 °C
sim agitacdo por 15 dias. Depois a mistura foi colocada até evaporacdo na capela. A mistura
de reacdo foi solubilizada em 100 mL de agua destilada, o pH ajustado até
aproximadamente 11 com solucdo de NaOH 4,0 M, e uma extragdo com éter etilico (2 x 10
mL) foi feita. A solucdo aquosa foi ajustada até pH 3 com HCI concentrado e uma nova
extragdo com éter etilico foi realizada (4 x 25 mL). As Gltimas fases organicas da extracdo
liquido-liquido &cida foram reunidas, secadas com Na>SO4 anidro e concentrada a pressdo
reduzida, obtendo-se uma mistura de um solido branco e quantidades tragcos de um 6leo

incolor.

4.6.4 Procedimentos empregados para a sinteses de peptideos da primeira

geracao

Em um bal&o de fundo redondo para SPFS, foram adicionados 60 mg de resina Rink
amida AM (0,042 mmol). Depois da preparacdo da resina com DCM, foi removida a
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protecdo de grupo amino da resina com solucéo ao 20% v/v de piperidina em DMF. Uma
vez lavada a resina com DCM e DMF, foram adicionados 5 eq. de Fmoc-Ser(t-Bu)-OH ou
Fmoc-Cys(trt)-OH, 5 eq. de HCTU, 10 eq. de DIPEA e 2,0 mL de DMF. A mistura foi
posta em agitacdo por 1,5 horas. Transcorrido o tempo, 0s reagentes em solugdo foram
retirados por filtracdo, a resina foi lavada e o teste de Kaiser foi realizado. De maneira
similar, este procedimento foi feito para a incorporacdo de todos os aminoacidos nas
sequéncias, HO-Ser(t-Bu)-Ala-Leu-Phe-NHFmoc para o composto (32) e HO-Ser(t-Bu)-
Phe-Leu-Ala-NHFmoc para o composto (33); assim como também para os derivados
tiolactonicos de (32) e (33), cujas sequéncias foram: HO-Cys(Trt)-Ala-Leu-Phe-NHFmoc
e HO-Cys(Trt)-Phe-Leu-Ala-NHFmoc.

Depois da desprotecdo do grupo amino, o acido mono-tert-butil malénico (34) (4
eq.) foi acoplado usando 4 eq. de DIC, 10 eq. de DMAP e 2 mL de DCM seco, em agitacao
overnight. A reacdo de desprotecdo seletiva sobre os grupos t-butil éter da serina e t-butil
éster no residuo do &cido mal6nico, foi feita usando 4 ml de acido fosforico a 85% em 1 ml
de DCM, agitando a temperatura ambiente por 16 horas. Transcorrido o tempo, 0 H3PO4
foi filtrado a vacuo e a resina lavada com DCM quatro vezes. Finalmente, foi feita uma

lavagem segundo o procedimento do ciclo de SPFS ja mencionado.

O coquetel da clivagem consistiu de 3 mL da mistura de TFA:DCMseco: TIS (85:10:5
v/Iviv), que foram adicionados a resina seca, agitando a temperatura ambiente por 1 horas.
O sobrenadante foi filtrado da resina, a resina foi lavada com 2 ml de coquetel de clivagem
por 15 min, o sobrenadante foi adicionado ao coletado inicialmente e a resina foi
adicionalmente lavada com 2 ml de TFA durante 10 min que também foram adicionados
aos sobrenadantes anteriores. Posteriormente secado sob pressdo reduzida sem

aquecimento até se obter um 6leo amarelo.

A etapa de ciclizacdo em solucéo foi realizada imediatamente ap0s o procedimento
de clivagem. Para isso, a mistura de peptideos obtidos a partir da clivagem foi secada em
vacuo, depois pesada, e solubilizada DCM. De outro lado uma solucdo de 5 eq de DCC e
10% mol de DMAP em DCM foi adicionada gota a gota, com ajuda de um funil de adicéo
a solucéo de peptideos anteriormente preparada. A mistura das duas solugdes contendo o
peptideo a uma concentracdo proxima de 1 mM foi colocada em agitagéo por 48 h. Depois

do tempo, na mistura de reagéo os solventes foram removidos a pressao reduzida.
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A reacdo de macrolactonizacdo ainda no suporte sélido foi feita usando 5 eq. de
DCC como agente ativador e 10% mol de DMAP como base, em 2 mL de DCM seco, a

temperatura ambiente por 48 horas. Depois de este periodo se procedeu com a clivagem.

4.6.5 Sintese de adutos de Morita-Baylis Hillman

OH O
O Acrilato de etila
. —— R OEt
R H DABCO

4°C ou t.a.

15221 dias (44 R=-CH,
(45) R = -(CH,)5CH5;
(46) R = -C5H6

Os adutos foram sintetizados como relatado anteriormente por Silva et al. 2019 [48].
Em um fundo redondo foram adicionados aldeido (35 mmol), acrilato de etila (53 mmol) e
DABCO (5 mmol). A mistura foi mantida protegida da luz a temperatura ambiente sob
agitacdo durante 20 dias para adutos alifaticos. O aduto do benzaldeido foi sintetizado a
uma temperatura de 4 ° C sob agitacdo durante 15 dias. A mistura de reacdo foi concentrada
sob vécuo e o produto residual foi tratado com acetato de etilo (15 mL) e lavado com
solucdo aquosa a 10% de acido cloridrico (3 x 15 mL). A fase orgéanica foi seca sobre

Na>SOs anidro, filtrada e concentrada a vacuo para fornecer o produto desejado.

3-hidroxi-2-metilen-butanoato de etila (44). Oleo amarelo, 90%. RMN-'H (600
MHz, CDCls): &1 6,20 (1H, s); 5,80 (1H, s); 4,60 (1H; q; J = 6,0 Hz); 4,25 (2H; q; J=7,2
Hz); 1,38 (3H; d; J = 6,6 Hz); 1,30 (3H; t; J = 6,6 Hz). RMN-13C (75 MHz, CDCls): &¢
166,87 (C); 143,71 (C); 123,81 (CH>); 67,37 (CH); 60,88 (CH2); 22,11 (CHs); 14,29 (CHs).

3-hidroxi-2-metilen-nonanoato de etila (45). Oleo amarelo, 46%. RMN-H (600
MHz, CDCl3): 81 6,22 (1H, s); 5,77 (1H, s); 4,42 (1H; t; J = 6,6 Hz); 4,24 (2H; q; J=7,2
Hz); 1,64 (2H, m); 1,32 (3H; t; J = 7,2 Hz); 1,29 (2 H, m); 1,29 (2 H, m); 1,29 (2 H, m);
1,29 (2 H, m); 0,88 (3H; t; J = 6,6 Hz). RMN-3C (75 MHz, CDCls): 5c 166,78 (C); 142,87
(C); 124,77 (CHy); 72,02 (CH); 60,95 (CH>); 36,40 (CHy); 31,90 (CHy); 29,23 (CH>); 25,94
(CHy); 22,73 (CH>); 14,28 (CH3); 14,20 (CHs).
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2-(hidroxi(fenil)metil)acrilato de etila (46). Oleo amarelo, 53%. RMN-*H (600
MHz, CDCls): 8w 7,37 (2H, m); 7,34 (2H, m); 7,28 (1H, m); 6,34 (1H, s); 5,81 (1H, s); 5,57
(1H,s); 4,18 (2H; ¢; J = 7,2 Hz); 1,24 (3H; t; J = 7,2 Hz). RMN-13C (75 MHz, CDCl3): ¢
166,48 (C); 142,36 (C); 141,49 (C); 128,53 (CH2); 127,91 (CH); 126,71 (CH); 126,00
(CH); 73,50 (CH); 61,07 (CHy); 14,17 (CHa).

4.6.6 Reacdo de hidrolises dos adutos de Morita-Baylis Hillman

OH O OH O
LiOH
R%OEt = R/%HJ\OH
THF/H,0
18 h, t.a.
(44) R=-CH; (44a) R = -CHj3
(45) R = -(CH,)sCH3 (45a) R = -(CH,)5sCHj4
(46) R = -C5Hg (46a) R = -CsHg

Os &cidos carboxilicos foram sintetizados como anteriormente relatado por Mateus
etal. 2001 [58]. O respetivo aduto (23,3 mmol) foi dissolvido em THF (40 mL), em seguida
60 mL de solucdo 3,5 M de LiOH foram adicionados e vigorosamente agitados a
temperatura ambiente durante 24 h. O THF foi removido sob vacuo e adicionou-se dgua
(60 mL). A solucéo foi lavada com acetato de etilo (3 x 15 mL). A fase aquosa residual foi
entdo acidificada para pH 1,0 com solucéo de acido cloridrico a 20% e extraida com acetato
de etilo (3 x 20 mL). Estas ultimas fases organicas foram reunidas, secas sobre Na>SO4

anidro, filtradas e concentradas a vacuo para proporcionar o produto desejado.

Acido 3-hidroxi-2-metilen-butanoico (44a). Oleo amarelo, 98%. RMN-'H (600
MHz, CDCls): 81 6,38 (1H, s); 5,95 (LH, s); 4,66 (LH: q: J = 6,0 Hz); 1,42 (3H; d; J = 6,6
Hz). RMN-C (75 MHz, CDCls): 8¢ 171,36 (C): 142,93 (C); 126,77 (CHz); 67,06 (CH):
22,14 (CH).

Acido 3-hidroxi-2-metilen-nonanoico (45a). Oleo amarelo, 90%. RMN-'H (600
MHz, CDCls): 81 6,39 (1H, s); 5,92 (1H, s); 4,42 (1H; dd; J=5,4 e 7,8 Hz); 1,68 (2H, m);
1,31 (2 H, m); 1,31 (2 H, m); 1,31 (2 H, m); 1,31 (2 H, m); 0,88 (3H; t; J = 6,6 Hz). RMN-
13C (75 MHz, CDCls): ¢ 171,37 (C); 141,96 (C); 127,61 (CHy); 71,70 (CH); 36,33 (CHy);
31,90 (CHy2); 29,20 (CHy2); 25,89 (CHy2); 22,73 (CHz2); 14,20 (CH3).



65

Acido 2-(hidroxi(fenil)metil)acrilato (46a). Oleo amarelo, 80%. RMN-'H (600
MHz, CDCls): 4 7,36 (2H, m):7,34 (2H, m); 7,29 (LH, m): 6,47 (LH, s); 5,94 (1H, s); 5.56
(1H, 5). RMN-13C (75 MHz, CDCls): 8¢ 171,19 (C); 141,44 (C); 140,99 (C); 128,68 (CHo):
128,65 (CH): 128,15 (CH): 126,77 (CH): 72,95 (CH).

4.6.7 Procedimentos empregados para a sinteses dos ciclopeptideos

pertencentes a segunda geracao

Resina Rink amida AM SPFS Fmoc
CcoO (0]
H3
ST R U I e
AA
2 STt
CH3;0 HN
3 “Fmoc

SPFS-Fmoc do tetrapeptideo. Em um bal&o de fundo redondo para SPFS foram
adicionados 400 mg da resina Rink amida AM (0,28 mmol). Ciclos repetitivos de
desprotecdo com solucdo a 20% de 4-metilpiridina em DMF por 15 min e agitacéo, e
acoplamentos usando 4 eq. do respectivo aminoacido, 4 eq. de HCTU ou HATU e 2 eq. de
6-CI-HOBt e 10 eq. de DIPEA como base.

R%OH

R= CH3 (CH2)5CH3

Hz;ﬁrk)**w¢0 *ﬁ*m**mﬁﬁ

AA, 4 eq DIC; 4eq Oxyma pure, AA, a7
10 eq DIPEA, ta. it

Acoplamento de acidos de AMBH ao tetrapeptideo. Os acidos de AMBH foram
adicionados na sequéncia linear, usando 4 eq. de respetivo &cido do AMBH e a mesma
equivaléncia para DIC e Oxyme Pure em presencia de 10 eq. de DIPEA. Todas as reacGes
de acoplamento foram agitadas durante 1,5 h. Apos este tempo, 0s reagentes em solucéo
foram removidos por filtracéo, a resina foi sequencialmente lavada com DCM, DMF e mais
DCM, cada lavagem foi realizada duas vezes.
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AcOAC:Pyr (1:2) OAc O AA

B e

R = -CHj; -(CH,)sCHg;
-CsHg STt

Acetilagcdo do residuo de AMBH. O grupo hidroxila no residuo de AMBH foi
acetilado utilizando 10 ml de uma mistura de piridina: anidrido acético (2:1) durante 40
min a temperatura ambiente ou sob aquecimento a 50 °C para 0s compostos que continham
o0 residuo do aduto do heptanal e do benzaldeido. Este procedimento foi realizado duas

vezes com renovagao de reagente. Seguidamente a resina foi lavada.

TFA:DCM:TIS
AA AA OAc O AA
i L gy ST 8 L 8 La X
R%H&( \é)J\H/Kfr = H e CH NH2
AA o = =-C 2)sCH3;
© 2 SSTrt

Clivagem. O peptideo linear foi clivado da resina pela acdo de 10 mL do coquetel
de clivagem (TFA: DCM: TIS; 90:8,5:1,5 (v/v/v)) sob agitacdo por 1 h a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi filtrado da resina e conservado, a resina foi lavada com 5 mL
de coquetel de clivagem por 15 min, o sobrenadante foi adicionado ao coletado inicialmente
e a resina foi adicionalmente lavada com 5 mL de TFA (3x5 ml) durante 15 min. Estas
ltimas lavagens com TFA foram também adicionadas aos sobrenadantes anteriores e
concentradas sob pressdo reduzida sem aquecimento até se obter um Oleo amarelo.
Subsequentemente, 30 mL de hexano/éter etilico gelado (1:1) foram adicionados, se
observou a formacéo de precipitado, que foi centrifugado e lavado com hexano/éter etilico

(3 x 5 mL), obtendo-se a mistura em bruto de peptideos lineares.

AA, AA,

o} o}
NH, NH NH, NH

NH AA, 1mM; THF:DCM seco NH AA,
(1:1), Et3N 3 % viv 0 0
I ta., 48 h s OHNIO
R= (:H3 ~(CH,)sCHg; N7 A
CsHes | H
R

Macrociclizagdo. A etapa de ciclizagcdo foi realizada imediatamente ap0s o

procedimento de clivagem. Para isso, a mistura em bruto de peptideos obtidos a partir da
clivagem e centrifugagéo foi secada em vacuo, pesada, solubilizada em THF:DCM seco
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(1:1) a uma concentracao préxima de 1 mM e colocada em agitacdo. Entdo, suficiente EtsN
foi adicionado gota a gota de forma que atingisse 3% v/v. A reagdo prosseguiu com agitacao
vigorosa durante 48 h a temperatura ambiente. Depois do tempo, na mistura de reacao 0s
solventes foram removidos a pressao reduzida e o produto residual foi purificado por CLAE

semi-preparativa.
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Composto (36)

O

NH,
NH o

o 09\»

HN O
LI O
(AN N~

| H
C4—"C3

Tabela 4.1. Dados espectroscopicos de RMN (DMSO-dg) para 0 composto (36).

Solido branco; 10,2 % de rendimento; EMAR (IES-TOF):
[M+H]" calculada para C26H37NsOsS 532,2588; encontrada

532,2599 e [M+Na]® calculada para CazsH3sNsNaOsS
554,2408; encontrada 554,2412.

Aminoéacido | Posicdo 81 (ppm) (multiplicidade; J (Hz)) 8¢ (ppm) COSY/TOCSY HMBC NOESY
NH 7,30 (1H; d; 7,2) - Ca,; CB Ca,; CB; CO (Ala) NH (Ala)
co - 171,79 - Co,; CB

Cys Ca 4,34 (1H; td; 9,0, 6,0 3,6) 55,05 (CH) NH; CB CO; CB
CB 2,73 (1H; dd; 13,8, 6,00) 31,68 (CHz) | NH; Ca Ca; CO; C1

2,78 (1H; dd; 13,8; 9,00) ' T
NH 7,95 (1H; d; 7,8) - Ca; CB Ca; CB; CO (Leu) NH (Cys)

Ala co - 171,49 - Ca; CB
Ca 4,09 (1H; m) 49,45 (CH) NH; CB CO; CB
CB 1,33 (3H; d; 7,2) 16,34 (CHs) | NH; Ca Ca,; CO
NH 8,07 (1H; d; 6,6) - Ca Ca; CB; CO (Phe) NH (Phe)
CO - 172,52 - Ca
Ca 4,04 (1H; m) 53,57 (CH) NH; CB CO; CB; Cy

Leu CB 1,49 (1H; m) 39,58 (CH2) | Ca; Cy; Cd1; Cd2 | Cy; Ca; Cd1; Cd2

1,73 (1H; m)
Cy 1,57 (1H; m) 24,28 (CH) C31; C82 Ca; CB
Cé1 0,84 (3H; d; 6,6) 21,53 (CHs) | CB;Cy CB; Cy; C&2
C32 0,91 (3H; d; 6,6) 22,86 (CHs) | CB;Cy CB; Cd1; Cy
NH 8,58 (1H; d; 7,8) - Ca; CB Ca; CB; CO (Aduto) C3; NH (Leu)
co - 172,32 - Co; CB
Ca 4,10 (1H; m) 55,90 (CH) NH; CB CO; Cy; CB; CO (Aduto)
CB $14(LH: d 84 24) 35,50 (CHz) | NH;Ca Ca; CO; Cm; Cy

Phe 3,15 (1H; br, s; 8,4) ' T
Cy - 138,01 Ca; CB
Co 7,29 (2H; m) 128,22 (CH) | n/o Cy
Cm 7,21 (2H; m) 129,05 (CH) | n/o Cp
Cp 7,22 (1H; m) 126,32 (CH) | nlo cm
CO - 169,08 C1;C3
C1 329 (1H: d 138) 26,40 (CH2) CO; C2; C3; CB (Cys)

3,51 (1H; d; 13,2) T

Aduto
Cc2 - 134,19 - C1;C4
c3 6,04 (1H; q; 4,0) 132,02(CH) | c4 C1; C4;CO NH (Phe)
C4 1,71 (3H; d; 6,60) 13,63 (CHs) | C3 C1; C2; C3

n/o: ndo observado.




Composto (37)

NH(ZY\NH

NH

)

S8de
N
j)kH

Tabela 4.2. Dados espectroscopicos de RMN (DMSO-dg) para 0 composto (37).

(e}
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Solido branco; 14,4 % de rendimento; EMAR (IES-TOF):
[M+H]" calculada para C2sHa7NsOsS 532,2588; encontrada

532,2586 e [M+Na]"
554,2408; encontrada 554,2408.

calculada paraCzsH3zsNsNaOsS

Aminoacido Posicéo 81 (ppm) (multiplicidade; J (Hz)) 8¢ (ppm) COSY/TOCSY HMBC NOESY
NH 7,78 (d; 1H; 7.,8) - Ca; CB Ca; CB; CO (Ala) | Co (Ala)
co - 171,71 - Ca; CB

Cys Ca 4,18 (1H; m) 52,80 (CH) NH; CB CO; CB
cp 2,78 (IH; dd; 12.6: 7.8) 32,76 (CH2) NH; Ca. Ca; CO; C1

2,80 (1H; dd; 12,6; 6,6) ' e
NH 8,33 (1H; d; 7,8) - Ca; CB Ca; CB; CO (Leu)
Ala co - 171,20 - Ca; CB
Ca 4,26 (1H; q; 7,2) 48,28 (CH) NH; CB CO; CB NH (Cys)
CB 1,17 (3H; d; 7,2) 16,64 (CHa) NH; Ca Ca; CO
NH 8,26 (1H; d; 7,2) - Ca; CB Ca; CB; CO (Phe) | Ca (Phe)
co - 172,29 - Ca; Cy
Ca 4,16 (1H; m) 51,24 (CH) NH; CB CO; CB; Cy
1,40 (1H; m) NH; Ca; Cy; C81; CO; Cy; Ca,; Céy;
Leu cP 1,43 (1H; m) 89,27 (CHy) 3 ! (o !

Cy 1:33 (1H; m) 23,89 (CH) Cdy; C32 Ca; CB; Cdy; C32

C8: 0,75 (3H; d; 6,6) 21,92 (CHs) CB; Cy CB; Cy; C&2

Cd2 0,83 (3H; d; 6,0) 22,68 (CHa) CB; Cy CpB; Cdy; Cy

NH 8,14 (1H; d; 7,8) Cot; CB (i €© e

co 171,67 Co; CB

Ca 4,54 (1H; ¢; 7.8) 54,47 (CH) NH; CB Eﬂu% CRCO | NH (Leu)
2;92 (1 H; dd; 13,2; 9,0)

Phe CB 2:97 (1M dd: 13.2; 6.6) 36,76 (CH2) NH; Ca Ca; CO; Cm/; Cy

cy 137,98 g;‘ Cp: Co; Cm;

Co 7,25 (2H; m) 128,03 (CH) nlo Cp; Cy

cm 7,24 (2H; m) 129,16 (CH) nlo Cp; Cy

Cp 7,18 (1H; m) 126,19 (CH) n/o Co; Cm; Cy

CcO - 168,00 C1;C3

1 3,33 (1H; d; 13,2) 27,33 (CH2) CO; C2;C3; CB NH (Phe)
Aduto 3,46 (1H; d; 13,2) (Cys)

C2 - 133,60 - C1;C3;C4

c3 6;27 (1H; 0; 7.2) 132,24 (CH) c4 C1; C2; C4; CO NH (Phe)

ca4 1,73 (3H; d; 6,6) 13,66 (CHs) c3 C1;C2;C3

n/o: ndo observado; Ha-C1: hidrogénio Ha no carbono metileno C1.




70

Composto (38)

0\\‘1 Solido branco; 7,3 % de rendimento; EMAR (IES-TOF):
NH NH
? NH [M+H]" calculada para C2sHs7NsOsS 532,2588; encontrada

(0)
S OHNTO/© 532,2588 e [M+Na]" calculada para CzsH3sNsNaOsS
e

o}

554,2408; encontrada 554,2412.

Tabela 4.3. Dados espectroscépicos de RMN (DMSO-ds) para o composto (38).

Aminoacio Posicéo 81 (ppm) (multiplicidade; J (Hz)) 8c (ppm) COSY/TOCSY HMBC NOESY
NH 7,60 (1H; d; 7,2) - Co; CB Ca; CB; CO (Ala)
co - 171,75 - Co; CB
Cys Co 3,99 (1H; m) 54,73 (CH) NH; CB CO; CB
CB 2,84 (18 m) 31,07 (CH2) NH; Ca CO; Ca; C1
2,87 (1H; m)
NH 8,00 (1H; d; 9,0) - Ca; CB Ca; CB; CO (Leu)
Ala co - 171,70 - Co,; CB
Ca 4,19 (1H; qt; 8,4, 7,2) 49,21 (CH) NH; CB CO; CB
cp 1,30 (3H; d; 6,6) 17,15 (CHs) | NH;Ca Ca; CO
NH 8,27 (1H; d; 7,8) - Ca; CB Ca; CB; CO (Phe)
CO - 171,98 B Ca
Co 4,02 (1H; m) 51,89 (CH) NH; CB CO; CB; Cy
Leu CB 1,33 (1H: m) 39,39 (CH2) Ca; Cd1; Co2 Cy; Ca; Cd1; C32
1,40 (1H; m)
Cy 1,02 (H1; m) 23,61(CH) Cd1; C62 Ca; CB; Cd1
Cd1 0,67 (3H; d; 6,6) 21,09 (CH3) Cao; Cy CB; Cy; Cd2
Cdz 0,75 (3H; d; 6,6) 23,06 (CHs) | Co;Cy CB; C51
NH 8,50 (1H; d; 5,4) - Ca; CB Ca; CB; CO (Aduto) C3
CO - 171,98 - Ca; CB
Co 4,39 (1H; g; 7,2) 56,09 (CH) NH; CB CO; Cy; CB
CB 289 (18 m) 36,63 (CH2) NH; Ca Ca; CO; Cm; Cy;
Phe 3,00 (1H; dd; 13,2; 7,2) ' ' ' Y
Cy - 137,25 Co; Ca; CB
Co 7,27 (2H; m) 128,10 (CH) | nlo Cy
cm 7,25 (2H; m) 129,15 (CH) | nlo Cp
Cp 7,20 (1H; m) 126,29 (CH) n/o CB; Cm
CO - 169,18 Cl1,C3;C4
c1 8,40 (1H; d: 12,60) 27,14 (CH) CO; C2; C3; CB (Cys)
3,49 (1H; d; 12,60) e
Aduto
C2 - 132,85 - Cl; C4
C3 6,28 (1H; q; 7,2; 6,6) 132,64 (CH) C4 C1;C4; CO NH (Phe)
C4 1,74 (3H; d; 6,6) 13,63 (CHa) C3 CO; C1; C2

n/o: ndo observado; gt: quinteto.




Composto (39)

o}
NHzﬁiNHY
NH
O)‘\“
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Solido branco; 2,7 % de rendimento; EMAR (IES-TOF):
[M+H]" calculada para C2sH37NsOsS 532,2588; encontrada

e}
s N0 532,2589 e [M+Na]" calculada para CazsH3zsNsNaOsS
j)LNT/C 554,2408; encontrada 554,2407.
H
Tabela 4.4. Dados espectroscopicos de RMN (DMSO-dg) para 0 composto (39).
Aminoacido | Posicdo | 8w (ppm) (multiplicidade; J (Hz)) 8¢ (ppm) COSY/TOCSY HMBC NOESY
NH 7,21 (1H; d; 8,4) - Ca; CB Ca; CB; CO (Ala)
CcOo - 171,75 - Ca; CB
Cys Ca 4,20 (1H; m) 52,12 (CH) | NH;CB CO; CB
CB 272 (1H: dd; 114; 5.4) 33,10 (CH2) | NH;Ca CO; Ca; C1
2,85 (1H; dd; 12,0; 8,4) ' ' T
NH 8,55 (1H; d; 6,6) B Ca; CB Ca,; CB; CO (Leu) Ca (Leu)
Ala CcO - 171,75 - Cp
Ca. 4,03 (1H; t; 6,6) 49,83 (CH) | NH;CB CB
Cp 1,23 (3H; d; 7,2) 17,00 (CHs) | NH; Ca Ca; CO
NH 7,56 (1H; d; 7,2) - Ca; CB Ca; CO (Phe) NH (Phe)
CcOo - 171,22 - Ca.
Ca 4,33 (1H; m) 51,60 (CH) | NH;CB CO; CB; Cy NH (Ala)
Leu (o] 146 (1H: m) 41,32(CHz) | Ca; C81;C82 | Cy; Ca; C31; CS2
1,51 (1H; m) ' T T
Cy 1,46 (H1; m) 24,42 (CH) | C31; Cé2 Ca; CB; Cd1; Cd2
Cd1 0,87 (3H; d; 6,6) 22,50 (CHs) | CB;Cy CB; Cy; C&2
Cd2 0,92 (3H; d; 6,0) 22,73 (CHs) | CB; Cy CB; Cd1;Cy
NH 8,25 (1H; d; 8,4) - Ca; CB Ca; CB; CO (Aduto) C3; NH (Leu)
Cco - 171,29 - Ca; CB
Co. 4,37 (1H; m) 56,13 (CH) | NH;CB CO; Cy
CB 2,98 (1H; dd; 138, 11.4) 37,00 (CHz) | NH;Ca Ca; CO; Cm; Cy;
Phe 3,04 (1H; dd; 13,8; 4,8) ' ' P
Cy - 138,04 Co; Ca; CB
Co 7,27 (2H; m) 128,19 (CH) | nlo Cy
Cm 7,23 (2H; m) 128,92 (CH) | nlo Cp
Cp 7,20 (1H; m) 126,36 (CH) | nlo CB; Cm
Cco - 167,81 C1;C3; C4
C1 3,38 (1H; bs) 26,98 (CH2) CO; C2; C3; CB (Cys)
Aduto
C2 - 134,15 - C1;Cc4
C3 6,06 (1H; q; 7,2; 6,6) 130,65 (CH) | C4 C1; C4; CO NH (Phe)
c4 1,71 (3H; d; 6,6) 13,55 (CHs) | C3 CO; C2; C3

n/o: ndo observado; bs: simpleto largo.
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Composto (40)

O

NH?Y\NHY
NH

\\\\\

o)

o

S OHNTO
NIz

j)LH

Solido branco; 14,8 % de rendimento; EMAR (IES-TOF):
[M+H]" calculada para Co2sH37NsOsS 532,2588; encontrada

Tabela 4.5. Dados espectroscopicos de RMN (DMSO-dg) para 0 composto (40).

532,2587 e [M+Na]" calculada para C2sH3sNsNaOsS 554,2408;
encontrada 554,2405,

Aminoéacido | Posicéo 81 (ppm) (multiplicidade; J (Hz)) 8¢ (ppm) COSY/TOCSY HMBC NOESY
NH 7,61 (1H; d; 9,0) - Ca; CB Ca; CB; CO (Phe)
[¢0) - 171,78 - Ca; CB
Cys Ca 4,40 (1H; td; 9,0; 3,6) 55,62 (CH) NH; CB Ca; CO
Cp 2,76 (1H: dd; 13,8; 3,0) 31,54 (CHy) NH; Ca. C1; Ca; CO
2,88 (1H; dd; 13,8; 9,6) ' T
NH 7,81 (1H; d; 8,4) - Ca; CB Ca; CB; CO (Leu)
CcO - 170,60 - CB
Ca 4,34 (1H; ddd; 14,4, 6,0, 4,2) 54,92 (CH) NH; CB CB; Cy
2,94 (1H; dd; 13,8; 10,8)
Phe Cp 3,21 (1H: dd: 13.8: 4.2H) 36,22 (CH2) NH; Ca Ca; Cm; Cy; CO
Cy - 137,95 Ca; CB; Co; Cp
Co 7,27 (2H; m) 128,22 (CH) | nlo Cy
Cm 7,21 (2H; m) 128,91 (CH) | nlo Cp; CB
Cp 7,20 (1H; bs) 126,32 (CH) | nlo Cy; Cm
NH 7,90 (1H; d; 7,2) - Ca; CB Ca; CB; CO (Ala)
co - 172,60 - Ca; CB
Co. 4,02 (m; 1H) 53,26 (CH) NH; CB; C81; C82 | CB; Cy; CO
Leu CB 1,21 (1H; m) 39,63 (CHz) | Ca; Cdy; Cd2 Ca,; Cy; C8y1; C82; CO
1,44 (1H; m) ' ' U ' '
Cy 1,43 (1H; m) 24,22 (CH) Cd1; C82 Ca; Cp; Cd1; C2
Cd1 0,74 (3H; d; 6,0) 21,61 (CHs) | Cy Cd2; Cy; CB
C32 0,80 (3H; d; 6,0) 22,62 (CHs) | Cy Cdy; Cy; CB
NH 8,64 (1H; d; 6,6) - Co; CB Ca; CB; CO; CO (Aduto) C3
Ala CO - 173,16 - Ca; CB
Ca 3,92 (1H; qt; 7,2) 50,65 (CH) NH; CB CB; CO; CO (Aduto)
CB 1,37 (3H; d; 7,2) 16,80 (CHa3) NH; Ca Co; CO
CO - 169,35 C1;C3
C1 334 (1H: d, 13:2) 26,78 (CH2) CB (Cys); CO; C2; C3 ca
3,53 (1H; d; 13;8) T
Aduto
Cc2 - 134,31 - C1; C4
c3 6,39 (1H; q; 7,2; 6,6) 132,78 (CH) | c4 C4; C1;CO NH (Ala)
c4 1,78 (3H; d; 7,2) 13,70 (CHs) | C3 CO; C1; C2; C3

n/o: ndo observado; gt: quinteto; bs: simpleto largo.
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Composto (41)
ﬁi Solido branco; 11,8 % de rendimento; EMAR (IES-TOF):
NH NH
o i NH, [M+H]* calculada para CsiH47NsOsS  602,3371;

S OHNTO/Q encontrada  602,3358 e [M+Na]* calculada para

\/\/j)Lﬁ C31H46NsNaOsS 624,3190; encontrada 624,3174.

Tabela 4.6. Dados espectroscopicos de RMN (DMSO-dg) para 0 composto (41).

Aminoécido Posicéo 8 (ppm) (multiplicidade; J (Hz)) 8c (ppm) COSY/TOCSY HMBC NOESY
NH 7,60 (IH; d; 7.,2) ; Co: CB (C/g?a)cﬁ? co Hb-C1
co - 171,70 - Ca; CB

Cys Ca 3,99 (1H; m) 5467 (CH) | NH;CP co; Cp
cp 2.85 (1H; m) 31,27 (CH2) | NH;Ca Ca; CO; C1

2,87 (1H; m) ’ T
NH 8,00 (1H: d; 8,4) ; Co; CB (CLZ;u;:B; co Ca (Leu);

Ala co - 171,77 - Ca; CB
Ca 4,20 (1H; qt; 7.,2) 49,19 (CH) | NH;CB co; cp
cp 1,30 (3H; d; 7,2) 1717 (CHs) | NH; Ca Ca; CO

Ca; CB; Cy; Céy; 1 CB; Ca. (Phe);
NH 8,25 (1H; d; 7,8) s B; Cy; Cd1 E;?]e)CB co & (Phe)
co - 171,99 - Ca; Cp
Ca 4,02 (1H; m) 51,88 (CH) | NH;CB CO; CB; Cy NH (Ala)
1,33 (1H; m) NH; Cos; Cy; Cs;

Leu cp 0, B5LEH) | o 1 COL co; Ca; Gy
Cr 1,00 (1H; m) 2358 (CH) | Coy Cos Ca; Cb1; C5 NH
Co1 0,67 (3H; d; 6,6) 21,10 (CHs) | Cy CP; Cy
C52 0,75 (3H; d; 6,6) 2307 (CHs) | Cy CP; Co1; Cy
NH 8,50 (1H; d; 6,0) Coi: CB %ﬁ)? co Ha-C1; C3
co - 171,96 - Ca; CB
Ca 4,38 (1H; g; 7,2) 56,13 (CH) NH; CB CO; CB NH (Leu)

2,91 (1H; m)
Phe cp 300 (M 06 3272) 36,63 (CHs) | NH; Ca CO; Ca; Cy; Cm
cy - 137,26 - Co; CB;
Co 7,26 (2H; m) 128,08 (CH) n/o CB; Cy
Cm 7,25 (2H; m) 129,19 (CH) n/o Cp
Cp 7,20 (1H; m) 126,30 (CH) | nlo cm
co - 169,15 - cL;c3
3,38 (1H; d; 12,0) - CO; C2;C3;C NH (Phe)
ct 3,48 (1H; d; 12,6) 27,42 (CH) 1 (Cys) ’ NH (Cys)
c2 - 131,75 - C1; Ca
c3 6,21 (1H; t; 7.8) 137,96 (CH) | C4 CI; C4 C6;CO | NH (Phe)

Aduto ca 212 (2H; q: 7.2) 27,67 (CH2) | C3;C5;C6 C2;C3;C5
cs 1,29 (2H; m) 2840 (CHy) | C4 c6; C7
C6 1,37 (2H; m) 2840 (CHy) | C4,C7 C5; C7
c7 1,26 (2H; m) 3L,11(CHz) | C9,C6 cs
cs 1,28 (2H; m) 22,04 (CHy) | C9 Co
co 0,87 (3H; t; 6.6) 13,96 (CHs) | C7:C8 c7ic8

n/o: ndo observado; Ha-C1: hidrogénio Ha no carbono metileno C1; Hb-C1: hidrogénio Hb no carbono

metileno C1; gt: quinteto.



74

Composto (42)

Solido branco; 4,7 % de rendimento; EMAR (IES-TOF):
[M+H]" calculada para C31Ha7NsOsS 602,3371; encontrada

602,3378 e [M+Na]® calculada para CsiHsNsNaOsS
624,3190; encontrada 624,3199.

Tabela 4.7. Dados espectroscépicos de RMN (DMSO-ds) para o composto (42).

Aminoacido | Posicdo | 8w (ppm) (multiplicidade; J (Hz)) 8¢ (ppm) COSY/TOCSY HMBC NOESY

NH 7,21 (1H; d; 8,4) - Ca; CB Ca; CP; CO (Ala)

CO - 171,77 - Ca; CB
Cys Ca 4,19 (1H; dt; 8,4; 4,8) 52,12 (CH) NH; CB CO; CB

cp 271 (1H; dd: 11,4 5.4) 33,25 (CH2) | Ca;NH CO; Ca

2,83 (1H; dd; 12,0; 8,4)

NH 8,56 (1H; d; 6,6) - Ca; CB Ca; CB; CO (Leu) Ca (Ala)
Ala CO - 171,81 - Ca; CB

Ca 4,03 (1H; qt; 7,2) 49,88 (CH) NH; CB CO; CB

CB 1,23 (3H; d; 7,2) 17,00 (CHs) | NH; Ca Ca; CO

NH 7,57 (1H; d; 7,2) - Ca; CB Ca; CO (Phe) NH (Phe)

CO - 171,26 - CB

Ca 4,33 (1H; m) 51,67 (CH) NH; CB CO; CB; Cy NH (Ala)
Leu cp 1,46 (1H; m) 41,33 (CHz) | NH; Ca; C81; C32 | Cas Coy: G2

1,53 (1H; m)

Cy 1,47 (1H; m) 24,46 (CH) Cdy; C32 Ca,; CO; Cdy; Cd2

Cd1 0,88 (3H; m) 22,77(CHs) Cy; CB CB; Cy

C32 0,92 (3H; d; 6,0) 22,51 (CHs) | Cy;CB CB; Cd1; Cy

NH 8,20 (1H; d; 8,4) - Ca; CB Ca; CB; CO (Aduto) C3; NH (Leu)

CO - 171,32 - Co

Ca 4,35 (1H; m) 56,15 (CH) NH; CB CB; Cy; CO (Aduto)

cp 2,99 (1H; 0d, 132, 108) 36,98 (CHz) | NH; Co Ca; Cy
Phe 3,05 (1H; dd; m; 13,8; 4,8) ' '

Cy - 138,06 Cao; CB; Co

Co 7,26 (m) 128,16 (CH) | nlo Cm; Cy

cm 7,23 (m) 129,01 (CH) | nlo Cp; CB

Cp 7,19 (m) 126,38 (CH) | n/o Cm

CO - 167,97 C1;C3

C1 3,36 (2H; bs) 27,34 (CHy) CO; C2;C3; CB (Cys) | C4

c2 - 133,17 (CH) C1;C4

C3 591 (1H; t; 7,8) 135,99 (CH) | C4;C6 C1; C4; C6; CO NH (Phe)
Aduto c4 2,08 (2H; m) 27,34 (CHz) | C3;C6 C2;C3;C5 c1

c5 1,25 (2H; m) 28,29 (CHz) | C6 C1;C8

C6 1,32 (2H; m) 28,51 (CH2) | C4;C5 C5; C7

c7 1,25 (2H; m) 31,10 (CHz) | C9 C6; C9

c8 1,27 (2H; m) 22,07(CHz) | C9 C5; C7;C9

C9 0,87 (3H; 1) 13,98 (CHs) | C6;C7;C8 C7;C8

n/o: ndo observado; dt: duplo-tripleto; gt: quinteto.




Composto (43)

Tabela 4.8. Dados espectroscopicos de RMN (DMSO-ds) para 0 composto (43).
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Solido branco; 7,6 % de rendimento; EMAR (IES-TOF):
[M+H]" calculada para CzsHs7NsOsS 532,2588; encontrada
532,2587 e [M+Na]*
554,2408; encontrada 554,2413.

calculada para C2sH3sNsNaOsS

Aminoacido Posicéo 81 (ppm) (multiplicidade; J (Hz)) 8¢ (ppm) COSY/TOCSY HMBC NOESY
NH 7,74 (1H; d; 7,2) - Co; CB Ca; Cp; CO (Phe)
co - 171,63 - Co; CB
Cys Ca 4,00 (1H; ddd; 9,0; 7,2; 4,2) 54,48 (CH) NH; CB CB; CO; CO (Phe)
cp 2.84 (1H; dd; 13,2 9,0) 31,06 (CH2) | NH;Ca C1; Ca; CO
2,88 (1H; dd; 13,2; 4,8)
NH 8,00 (1H; d; 9,0) - Co; CB Ca; CO (Ala)
co - 170,74 - Co; CB
Ca 4,28 (1H; m) 55,33 (CH) NH; CB CB; Cy; CO NH (Ala)
2,99 (1H; dd; 13,8; 11,4)
Phe CB 3.15 (1H: dd; 13.8: 4.2) 36,30 (CH2) NH; Ca Ca; Cm; Cy; CO
Cy - 138,02 Co
Co 7,27 (2H; m) 128,14 (CH) | nlo Cy
cm 7,21 (2H; m) 129,00 (CH) | n/o Cp; Cp
Cp 7,20 (1H; bs) 126,24 (CH) | nlo cm
NH 8,44 (1H; d; 6,6) - Ca; CB Ca; CB; CO (Leu) | Ca (Phe)
co - 172,43 - Ca; CB;
Ala Ca 3,94 (H; q; 6,6) 49.85(CH) | NH:Cp (CL‘Z?U(;O? co
CB 1,03 (3H; d; 7,2) 16,83 (CHa) NH; Ca Ca; CO
NH 8,17 (1H; d; 6,0) - Ca; CB Ca; CO (Aduto) C3
CcO - 172,98 - Ca; CB
Ca 4,30 (1H; m) 52,10 (CH) NH; CB; C51; C52 (C,A[?dlig) Co; co
Leu cp 1; 8: 2; 39,96 (CH) | Cp; Ca; Coyi G, | S @ C0 C0%
Cy 1,63 (1H; m) 24,30 (CH) Cd1; Cd2 Ca,; CB; Cdy; Cd2
C51 0,88 (3H; d; 6,6) 21,75 (CHs) | Cy C55; Cy; CB
Cs2 0,90 (3H; d; 6,6) 23,03 (CHs) | Cy Cd1; Cy; CB
Cco - 168,72 - C1;C3
3,44 (1H; d; 13,2) CB (Cys); CO;
Aduto cl 3,55 (1H; d; 13,2) 26,96 (CH2) Cg;(cg )
C2 - 132,85 - Cl;C4
c3 6,37 (1H; q; 7,2) 132,55 (CH) | c4 C4; C1; CO C4; NH (Leu)
C4 1,73 (3H; d; 6,6) 13,55 (CHa) C3 CO; C1; C2; C3 C3

n/o: ndo observado; bs: simpleto largo
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4.6.8 Ensaios de atividade sobre Staphylococcus aureus e fibroblastos humanos

Ensaio 1. Determinacdo da concentragéo inibitéria minima (MIC). A atividade
antibacteriana de cada ciclopeptideo foi avaliada contra duas cepas de referéncia de
Staphylococcus aureus: S. aureus ATCC 25923 e S. aureus ATCC 29213. O teste de
microdiluicdo foi realizado de acordo com o protocolo M07-A do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) [59], utilizando o meio MHB-II (Sigma-Aldrich). Uma solucéo
estoque de 20 mM em DMSO de cada analogo (oito compostos) foi usada para preparar
diluicdes por duplicado numa faixa de concentracdo entre 300 e 0,3 uM. O DMSO foi
utilizado como controle para garantir que ndo interferisse no crescimento bacteriano. As
microplacas foram inoculadas com 5 x 10° UFC/mL da cepa e incubadas a 37 ° C por 24
h. Apds esse periodo, a MIC, definida como a menor concentracdo que inibiu

completamente o crescimento de bactérias quando detectado a olho nu.

Ensaio 2. Avaliacdo da atividade hemolitica de S. aureus ATCC 25923 em &gar
sangue. A metodologia utilizada foi adaptada de Nakayama et al. 2009 [51].
Resumidamente, 5 pl de trés concentragdes de cada ciclopéptido em DMSO (300 pM, 1
mM e 20 mM) foram colocadas sobre uma placa de agar sangue de carneiro e deixadas
secar. DMSO (5 uL) foi utilizado como controle de solvente. Entdo, sobre cada local de
aplicacdo anterior, 1 pL de um indculo de S. aureus ATCC 25923, previamente preparado
a partir de coldnias frescas e padronizado para uma DOsgo igual a 0,1 (aproximadamente
1x108 UFC/mL), foi adicionado. Um ponto de controle de apenas 1 pL do indculo também
foi usada para observar o halo da hemolise produzido pela cepa. Cada placa foi incubada a
37 °C durante 20-24 h. A presenca ou auséncia de halos de hemolise em torno dos pontos
de aplicacéo da foram observadas e fotografadas. Devido aos resultados alcangados, os
compostos (40) ou (42) foram ent&o testados em concentragdes mais baixas (5, 10, 50, 100

e 300 uM). Dois experimentos independentes foram realizados, cada um em duplicado.

Ensaio 3. Ensaio de hemdlise utilizando glébulos vermelhos humanos (hRBCs).
Utilizaram-se colbnias frescas de S. aureus ATCC 25923 para preparar um inoculo com
uma DOeoo igual a 0,1. Os compostos (40) e (42) foram testados em diferentes
concentragdes (10, 50, 100 e 200 puM). Resumidamente, 2 pL de solucdo de concentracéo
100x (1 mM, 5 mM, 10 mM e 20 mM em DMSO do composto (40) ou (42)) foram
adicionados a 198 pL do inoculo preparado. Foram utilizados dois controlos positivos, 2



77

puL de DMSO em 198 de inoculo e 200 pL de apenas inoculo. A incubacédo a 37 °C por 7
horas aconteceu, e depois disso, 100 puL de cada suspensdo bacteriana foram diretamente
adicionados a 100 pL de uma suspensédo ao 2% de hRBC. Previamente, sangue humano foi
coletada em EDTA (1,8 mg/mL), lavado trés vezes e novamente suspendida em PBS (pH
7,4), para depois ser diluido até 2% em PBS. As misturas de suspensdo de bactérias e 0s
hRBCs foram incubadas por 30 min a 37 °C e depois por outros 30 min a 4 °C [52]. Entéo,
eles foram centrifugados a 1000xg por 5 min e a absorbancia (Abs) do sobrenadante foi

lida a 420 nm. Dois experimentos independentes foram realizados, cada um em duplicado.

Ensaio 4. Ensaio de viabilidade celular em fibroblastos humanos. Os
fibroblastos humanos (linhagem Detroit 551) foram comprados do Banco de Células do
Rio de Janeiro (BCRJ, Brasil). As células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, Vitrocell, Brasil) suplementado com 1% de solucéo antibidtica
(5.000 U/mL de penicilina e 5mg/mL de estreptomicina, LGC Biotecnologia, Brasil) e 10%
de soro bovino fetal inativado pelo calor (LGC Biotecnologia, Brasil) a 37 °C e 5% de CO>
em atmosfera imida. As células foram semeadas em placa de cultura de 96 po¢os a uma
densidade de 5x10° e mantidas durante 24 h a 37 °C e 5% de CO-. O tratamento foi realizado
com 100 pl de diferentes concentra¢fes dos compostos (40) (200 a 6,25 uM) e (42) (300 a
9,38 uM) preparados por diluicbes em série em DMEM contendo 0,5% de DMSO. As
placas foram incubadas por 24 e 48 h.

A viabilidade celular foi avaliada pelo método de reducdo de corante MTT (brometo
de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio, Sigma-Aldrich, EUA), de acordo com
Dos Santos et al. 2018 [60]. Apds o tempo de exposicdo, 0 meio foi removido e foi
adicionada uma mistura 15 pL de solucao de MTT em PBS (5 mg/mL) e 85 pL de DMEM
em cada pogo. A placa foi incubada durante 2 h a 37 °C e 5% de CO, em atmosfera umida,
entdo subsequentemente o meio com MTT foi removido e foram adicionados 100 pL de
DMSO para dissolver os sais de formazan produzidos pelas células vivas. A absorbancia
foi medida a 595 nm utilizando um leitor de microplacas SpectraMax® Plus 384
(Molecular Devices, USA).

Os valores de absorbancia foram convertidos em porcentagem usando a ferramenta
de transformacdo do GraphPad Prism versdo 6.0 (GraphPad Softwares, USA). A
viabilidade celular foi avaliada por analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de
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comparacdo mdltipla de Bonferroni para verificar diferencas estatisticas entre 0s grupos
tratados e o grupo controle DMEM. A ANOVA two-way seguida pelo teste de comparacao
multipla de Bonferroni foi empregada para comparar as médias entre o tempo de exposi¢éo
24 e 48 h. Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM) da
quintuplicada e as diferencas entre as médias foram consideradas estatisticamente

significantes quando p < 0,05.
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ANEXO I: Dados de caracterizagdo para o acido de Meldrum e acido mono tert-butil malénico (34)
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ANEXO II: Dados de caracterizacdo para os AMBH e &cidos do AMBH
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Espectro de RMN-H de (44a) em CDCls
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Espectro AR-MS/MS de (44a)
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Espectro de RMN-3C de (45) em CDCl3
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Espectro de RMN-3C de (45a) em CDCl;3

171.37
141.96
127.61

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90
f1 (ppm)

80

s

[a)

@]

o O MmO O om O

=~ Mmoo NN N

N emAQN X

[ NNy L/

memmmmwmwmmmmwwmmmﬂwmmm
70 40 30 20



Espectro AR-MS/MS de (45a)
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Espectro de RMN-H de (46) em CDCls
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Espectro de RMN-3C de (46) em CDCl3
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Espectro de RMN-H de (46a) em CDCls
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Espectro de RMN-3C de (46a) em CDCl3
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ANEXO I11: Dados de caracterizacao para os compostos peptidomimeticos

Dados de caracterizacdo para o composto (36).
Espectro de RMN-H de (36) em DMSO-ds
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Espectro de RMN-3C de (36) em DMSO-ds
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Espectro HSQC de (36) em DMSO-ds
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Espectro HMBC de (36) em DMSO-ds
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Espectro COSY de (36) em DMSO-ds
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Espectro TOCSY de (36) em DMSO-ds
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Espectro NOESY de (36) em DMSO-ds
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Espectros EMAR-IES-TOF, AR-MS/MS, IV-ATR e perfil de CLAE para o composto (36)
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Dados de caracterizacdo para o composto (37)
Espectro de RMN-tH de (37) em DMSO-ds
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Espectro de RMN-3C de (37) em DMSO-ds
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Espectro HSQC de (37) em DMSO-ds
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Espectro HMBC de (37) em DMSO-ds
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Espectro COSY de (37) em DMSO-ds
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Espectro TOCSY de (37) em DMSO-ds
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Espectro NOESY de (37) em DMSO-ds
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Espectros EMAR-IES-TOF, AR-MS/MS, IV-ATR e perfil de CLAE para o composto (37)
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Dados de caracterizacdo para o composto (38)
Espectro de RMN-'H de (38) em DMSO-ds
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Espectro de RMN-3C de (38) em DMSO-ds
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Espectro HSQC de (38) em DMSO-ds
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Espectro HMBC de (38) em DMSO-ds
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Espectro COSY de (38) em DMSO-ds
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Espectro TOCSY de (38) em DMSO-ds
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Espectro NOESY de (38) em DMSO-ds
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Espectros EMAR-IES-TOF, AR-MS/MS, IV-ATR e perfil de CLAE para o composto (38)
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Dados de caracterizacdo para o composto (39)
Espectro de RMN-'H de (39) em DMSO-ds
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Espectro de RMN-3C de (39) em DMSO-ds
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Espectro HSQC de (39) em DMSO-ds
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Espectro HMBC de (39) em DMSO-ds
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Espectro COSY de (39) em DMSO-ds
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Espectro TOCSY de (39) em DMSO-ds
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Espectro NOESY de (39) em DMSO-ds
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Espectros EMAR-IES-TOF, AR-MS/MS, IV-ATR e perfil de CLAE para o composto (39)
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Fragmentacdes caracteristicas observadas no IES-MS/MS para os compostos (36), (37), (38) e (39)
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Chemical Formula: CgH3gN505S* Chemical Formula: CpH35N405S™ Chemical Formula: CosH35N;,04S™
Exact Mass: 532,2588 Exact Mass: 515,2323 Exact Mass: 487,2374
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Dados de caracterizacdo para o composto (40)
Espectro de RMN-tH de (40) em DMSO-ds
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Espectro de RMN-3C de (40) em DMSO-ds
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Espectro HSQC de (40) em DMSO-ds
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Espectro HMBC de (40) em DMSO-ds
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Espectro COSY de (40) em DMSO-ds
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Espectro TOCSY de (40) em DMSO-ds
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Espectro NOESY de (40) em DMSO-ds
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Espectros EMAR-IES-TOF, AR-MS/MS, IV-ATR e perfil de CLAE para o composto (40)
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Fragmentag®es caracteristicas observadas no IES-MS/MS para o composto (40)

NH X< _NH
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| H |
M+H]* M-NH,]* [M-NH5-COJ*

Chemical Formula: CpgH3gN505S*
Exact Mass: 532,2588

Chemical Formula: CogH3sN405S™
Exact Mass: 515,2323

Chemical Formula: CysH35N40,4S*
Exact Mass: 487,2374
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Chemical Formula: Co5H3,N304S*

Exact Mass: 470,2108 Chemical Formula: CpsH3sN404S*

Exact Mass: 487,2374
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| W Exact Mass: 323 1424 Chemical Formula: C1oH1,NO,S"* Chemical Formula: CgH1,NOS
Exact Mass: 210,0583 Exact Mass: 182,0634
Chemical Formula: Cy4H3,N303S*
Exact Mass: 442,2159

Chemical Formula: C45H23N,0,S*
Exact Mass: 295,1475
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[M-NH3-CO-COT*
Chemical Formula: Co4H35N403S*
Exact Mass: 459,2424
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Dados de caracterizacdo para o composto (41)
Espectro de RMN-'H de (41) em DMSO-ds
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Espectro de RMN-3C de (41) em DMSO-ds
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Espectro HSQC de (41) em DMSO-ds
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Espectro HMBC de (41) em DMSO-ds
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Espectro COSY de (41) em DMSO-ds
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Espectro TOCSY de (41) em DMSO-ds
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Espectro NOESY de (41) em DMSO-ds
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Espectros EMAR-IES-TOF, AR-MS/MS, IV-ATR e perfil de CLAE para o composto (41)
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Dados de caracterizacdo para o composto (42)
Espectro de RMN-'H de (42) em DMSO-ds

9P-OSINa

bt

ove'L
0S¢’
Lsc'L

c9C’L
89G°L
0LS°L

€6L'8~,
L0287
955'8

Bm‘wv

il

T

A

L

- 80
T
Feevrr
F veg

e

L2'g

[45'
oLl
ecl
oLl
[45%4

e

f

oty
et}
2o

= 60l

F zoq

= GOl

= 90l

= 00l

1.0 05 0.0

50 45 40

65 6.0

00 95 90 85 80

-1.

-0.5

30 25 20 15

3.5

5.5

7.0

7.5

1 (ppm)
-Hept_DMSO Exp 2 600.1.fid

JoseB_D12D



Espectro de RMN-3C de (42) em DMSO-ds
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Espectro HSQC de (42) em DMSO-ds
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Espectro HMBC de (42) em DMSO-ds
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Espectro COSY de (42) em DMSO-ds
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Espectro TOCSY de (42) em DMSO-ds
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Espectro NOESY de (42) em DMSO-ds
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Espectros EMAR-IES-TOF, AR-MS/MS, IV-ATR e perfil de CLAE para o composto (42)
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Fragmentacdes caracteristicas observadas no IES-MS/MS para os compostos (41) e (42)
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[M+H]* [M-NH]" [M-NH,-COJ*
Chemical Formula: C31H4gN505S* Chemical Formula: C31Hg5N405S* Chemical Formula: C3gH45N404S*

Exact Mass: 602,3371 Exact Mass: 585,3105 Exact Mass: 557,3156
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Dados de caracterizacdo para o composto (43)
Espectro de RMN-'H de (43) em DMSO-ds
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Espectro de RMN-3C de (43) em DMSO-ds
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Espectro HSQC de (43) em DMSO-ds
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Espectro HMBC de (43) em DMSO-ds
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Espectro COSY de (43) em DMSO-ds
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Espectro TOCSY de (43) em DMSO-ds
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Espectro NOESY de (43) em DMSO-ds
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Espectros EMAR-IES-TOF, AR-MS/MS, IV-ATR e perfil de CLAE para o composto (43)
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Fragmentag®es caracteristicas observadas no IES-MS/MS para o0 composto (43)
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[M+H]* [M-NH;]" [M-NH5-COJ*
Chemical Formula: CogH3gN505S* Chemical Formula: CogH35N405S* Chemical Formula: C5H35N40,S*
Exact Mass: 532,2588 Exact Mass: 515,2323 Exact Mass: 487,2374
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Chemical Formula: Co5H3N30,4S*
] +
Exact Mass: 470,2108 Chemical Formula: CpsHasN;04S* . [M-NH3-CO-CO] X
Exact Mass: 4872374 Chemical Formula: Co4H35N403S
+ Exact Mass: 459,2424

\\

i 1* ~ LA . L
el T ST = -

Chemical Formula: C1gH1gNOS™*

I H Chemical Formula: Cy3H1gNO,S* i . -
Exact Mass: 323‘1424 I ula: Cq3M1gNO2 Chemical Formula: C4,H1gNOS Exact Mass: 198,0947

Exact Mass: 252,1053 Exact Mass: 224,1104
Chemical Formula: Cp4H3,N303S*
Exact Mass: 442,2159
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