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RESUMO

Reacdes multicomponentes (RMC's) sdo amplamente conhecidas como processos
em que trés ou mais substratos sdo combinados de forma direta, ou seja, sem a necessidade
de isolamento de intermediérios, para a preparacdo de uma Unica estrutura. A reacdo de
Ugi multicomponente é considerada a mais importante reacdo multicomponente baseada
em isocianetos existente, pela sua versatilidade e pela simplicidade experimental em
formar uma molécula relativamente complexa e pela economia de 4&tomos.

Cumarinas sdo consideradas uma das mais importantes moléculas heterociclicas
existentes por causa da sua versatilidade de aplicacGes em varios segmentos da ciéncia e
tecnologia, devido as suas caracteristicas fluorescentes, sua 6tima solubilidade e sua
razoavel estabilidade, além da sua facil preparacgéo.

Ao longo do projeto, foi possivel sintetizar e caracterizar um acervo de quatorze
peptodides fluorescentes utilizando cumarinas substituidas como substrato da reagédo. Estudo
metodologico de sintese de isocianetos, um substrato essencial para que ocorra reacao,
também foi realizado através de uma sintese alternativa, mais rapida e simples quando
comparadas com as usuais. Estudos das propriedades também foram feitos a fim de se
elucidar efeitos solvatocromicos desses peptoides, bem como seus mecanismos de
estabilizacdo no seu estado excitado. Por ultimo, alguns peptdides foram utilizados como
marcadores em células vivas, a fim de compreender como esses produtos se comportam no
interior dessas células. Um dos peptdides se mostrou um excelente marcador especifico

para mitocondrias.

Palavras-chave: Peptdides, Cumarinas, Reacdo de Ugi, Propriedades Fotofisicas.



ABSTRACT

Multicomponent Reactions (RMC’s) are widely known as processes in which
three or more substrates are combined directly, without isolation of intermediates, for
preparing a single structure. The Ugi reaction is considered the most important
multicomponent reaction based on isocyanides by their versatility, the experimental
simplicity to form a relatively complex molecule and atoms eficiency.

Coumarins are considered one of the most important existing heterocyclic
molecules for their versatility of application in various segments of science and technology
due to their fluorescent characteristics, optimal solubility and reasonable stability, in
addition to easy preparation.

Throughout the project, it was possible to synthesize and characterize a collection
of fourteen fluorescent peptoids using substituted coumarins as reaction substrates.
Methodological study of isocyanides synthesis, essential substrates for reactions to occur,
was also accomplished through an alternate, quicker and simpler synthesis when compared
to usual. Procedures of the optical properties were also made to elucidate solvatochromic
effects of peptoids as well their stabilization mechanisms in the excited state. Finally, some
peptoids were used as markers in living cells in order to understand how these products
behave within these cells. One of peptoids showed an excellent specific marker for

mitochondria.

Keywords: Peptoids, coumarin, Ugi reaction, photophysical properties.
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LISTA DE SIMBOLOS, NOMENCLATURAS E ABREVIACOES.

Ar - Aromatico

[bmim]BF, - Tetrafluoro borato de 1-Butil 3-metilimidazdlio
[bmim]NTf; - Imidato de 1-Butil 3-metilimidazolio bis(trifluorometanosulfonil)
C" - Carbono secundério

C'V - Carbono quaternério

CCD- Cromatografia de camada delgada

ChCl - Cloreto de colina

CSA - Acido clorosulfonico

DES - Deep Eutetic Solvent

DMF - Dimetilformamida

D-zn-A - Doador-conjugagao m-aceptor.

ESI/MS - Espectrometria de massa com ionizacao eletrospray
GRE - Grupo retirador de elétrons

HIV - Human Immunodeficiency Virus

HOMO - Orbital molecular ocupado de mais alta energia

Hz - Hertz

ICT - Transferéncia de carga intramolecular

MAI.CI - Cloreto de 1-metil-3-carboximetilimidazélio
MCF-7- Linhagem celular de adenocarcinoma da mamaria humana
MTT- 3- [4, 5-dimetiltiazol-2-il] -2, 5- difeniltetrazélio
ORTEP- Oak Ridge Thermal Ellipsoid Plot

P-3CR - Reacdo trés componentes de Passerini

PBS- Tampéo fosfato salino

ppm - Parte por milhdo

R? - Regressdo linear

RMC - Reacdo multicomponente

RMCI - Reacdo multicomponente de isocianetos

RMN *H - Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
RMN *3C - Ressonancia magnética nuclear de carbono

So -Estado singleto fundamental

S; - Primeiro estado singleto excitado



S, - Segundo estado singleto excitado

t.a - Temperatura ambiente

TEA - Trietilamina

TFA - Acido trifluoro acético

TFE -2,2,2 trifluoroetanol

TMS - Trimetilsilano

T3P - Anidrido propilfosfonico

U-4CR - Reagéo quatro componentes de Ugi

A - Comprimento de onda



1. INTRODUCAO

Reacdes multicomponentes (RMC's) sdo amplamente conhecidas como processos
em que trés ou mais substratos sdo combinados de forma direta, ou seja, sem a necessidade
de isolamento de intermediarios, para a preparagdo de uma unica estrutura, Figura 1. Esse
produto final das RMC’s quase sempre contém todos ou grande parte dos atomos dos
substratos envolvidos, em outras palavras, 0s produtos concebidos a partir das RMC's

incorporam caracteristicas dos reagentes envolvidos."

Reagente A
Reagente B + Reagente C Produto

Reagente D

Figura 1. llustracdo de uma sintese one-pot.

Atualmente, a preservacdo do meio ambiente € um assunto muito discutido em
varios ramos da ciéncia, na Sintese Organica ndao poderia ser diferente. A necessidade de se
fazer uma sintese eficiente, ou seja, com um alto indice de conversdo dos produtos e
diminuindo a utilizacdo de solventes volateis nocivos é um desafio. As RMC's sdo bastante
atrativas por serem ecologicamente amigaveis, pois ndo se faz necessario o uso de grandes
quantidades de solventes para a purificacdo de intermediarios, como acontece em sinteses
organicas convencionais. O nivel de conversao dos reagentes em produtos é bastante alto
quando se trata de RMC's, ja& que seus reagentes envolvidos sdo transformados
rapidamente em produtos.? Outra caracteristica fundamental que justifica a eficacia das
RMC’s é que o nivel de toxicidade dos subprodutos formados nessas reagdes €
extremamente baixos (muitas vezes tem-se como subproduto das RMC’s apenas agua),
seguindo assim um dos principios da Quimica Verde.?

As aplicacOes sintéticas das RMC's sdo inimeras, pelo fato de se formar uma
molécula relativamente complexa de forma convergente, onde s6 é necessaria, geralmente,

uma unica etapa de purificacdo (extracdo, coluna cromatografica, cristalizacdo, etc) e que



seus produtos, devido a sua versatilidade estrutural, sdo 6timos candidatos a possuirem
algum tipo de acdo farmacoldgica ou bioldgica, imprescindivel para os avangos da
Quimica Medicinal.?

De acordo com Ugi e Démling,® as sinteses organicas podem ser otimizadas por
alguns fatores, tais como: diminuicdo do nimero de etapas necessaria para formacdo do
produto, tempo reacional, simplicidade, custo da reagdo e o rendimento global. Ainda de
acordo com os autores, quanto maior for o nUmero de etapas reacionais, mais complexo
serd o isolamento dos seus intermediarios e com isso menor o rendimento global, maior a
quantidade de subprodutos, maior o custo e, obviamente, um tempo reacional mais
elevado. Com isso em mente, Ugi e Démling propuseram um modelo de sintese ideal
(Figura 2) em um artigo de revisdo no ano de 2000.% Nota-se que praticamente todas essas

caracteristicas de uma sintese ideal se encontram também nas reagdes multicomponentes.

Simples

Converséo

\ U y it

One pot {<———= S;(rjlg;sle C——> Segura

/HX

Alto Poder Exploratério

Alta Convergéncia Materiais de Partida

disponiveis facilmente

Ambientalmente
Amigavel
(Economia atémica,
energética, etc)

Figura 2. Modelo de Sintese ideal proposta por Ugi e Domling.?



1.1. Reagdes multicomponentes baseada em Isocianetos (RMCI)

Isocianetos sdo compostos organicos estaveis que contém um grupo funcional
com um carbono divalente, e que, em reacdes exotérmicas esse carbono secundario pode
oxidar e formar um carbono tetravalente (isocianato).* A primeira preparacdo de tais
compostos comegou com Lieke,> no ano de 1859. Ele preparou isocianetos alilicos a partir
de iodeto de alila e cianeto de prata. Mais tarde, isocianetos alquilicos foram sintetizados
por Meyer ° e tal sintese foi reproduzida por Gautier.” Hoffman ® introduziu um método
muito diferente na preparacdo de tais compostos, qual consistia em reagir aminas primarias
alilicas e aromaticas na presenca de cloroférmio em meio béasico concentrado para a
formacdo das isonitrilas. Os baixos rendimentos e o odor desagradavel fizeram com que a

quimica dos isocianetos se tornasse cada vez menos estudada.*

AgCN
aad I+ —>2 /\/NC
1 3

Isocianeto de Lieke

Br AgCN
g RO O_ .NC

RO™

4  Isocianeto de Meyer 5

PhNH, + 3KOH + CHCl; — PhNC
6 7 8 9

Isocianeto de Hoffman

Figura 3. Sintese de isocianetos pelas metodologias de Lieke, Meyer e Hofmann.?

A mais importante propriedade sintética de isocianetos sdo as reacdes com
nucleofilo e eletréfilos no atomo de carbono do grupo isocianeto. A maioria dos outros
grupos funcionais se comportam como nucletfilos e eletréfilos em centros diferentes,

apenas carbenos e o mondxido de carbono compartilham dessa propriedade.



A Figura 3 mostra a comparacdo qualitativa dos orbitais de fronteira dos grupos
isocianeto e nitrila.® Nota-se que o coeficiente do 4tomo de carbono do orbital =~ da
isonitrila € maior, fazendo com que o ataque nucleofilico se conduza no dtomo de carbono,
caracteristica semelhante & nitrila.® Além disso, interacdes eletrofilicas ocorrem no orbital
o (responsavel pelo seu carater nucleofilico) do grupo isonitrila, portanto também no
atomo de carbono. As nitrilas sofrem ataques nucleofilicos também no &tomo de carbono
(orbital ©~ maior), entretanto reagem com eletréfilos no 4tomo de nitrogénio, onde o

coeficiente orbitalar w € maior e responsavel pelo seu carater nucleofilico.?

EA ®

c R R

Figura 4. Orbitais de fronteira da isonitrila e nitrila.?

A primeira reacdo multicomponente baseada em isocianetos (RMCI) foi feita em
1921 pelo italiano Mario Passerini.’ A reacdo de Passerini (P-3CR) é composta por trés
substratos, o isocianeto, um oxo composto (aldeido ou cetona) e um acido carboxilico,
visando a forma¢do de um composto a-aciloxi carboxiamida. Solventes aproticos sao
utilizados nas P-3CR, 0 que sugere que a reacao Se processe através de um mecanismo nao
i6nico,* diferentemente das reacdes multicomponentes de Ugi, que serdo discutidas mais
adiante.

O mecanismo da reacdo (Esquema 1) inicia-se com uma interacdo do &cido
carboxilico e o grupo carbonilado, em seguida ocorre a adi¢do-o do carbono do grupo
isonitrila no carbono da carbonila, (bastante eletrofilico), e posteriormente o ataque do
oxigénio do grupo carboxilado no carbono do grupo isonitrila, ocorrendo a formacdo de
um intermediario ciclico de sete membros. O Gltimo passo da reacdo € o rearranjo do grupo

acila para formagdo do produto a-aciloxi carboxiamida. **



R
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Esquema 1. Mecanismo concertado da P-3CR.

Em 2011 Morokuma e colaboradores,*> por meio de calculos de teoria do
funcional da densidade, propuseram um novo mecanismo para P-3CR , onde uma molécula
adicional de acido carboxilico participa diretamente da reacdo. Essa contribuicdo de uma
molécula extra de &cido carboxilico diminui drasticamente as barreiras energéticas dos
estados de transicdo dos seus intermediarios aléem de facilitar o processo de rearranjo para a

formacdo da molécula final.
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Esquema 2. Mecanismo da P-3CR com a participagdo de uma molécula extra de acido carboxilico.*

O campo das RMClIs vem apresentando um grande crescimento devido as novas

descobertas de variagGes das classicas P-3CR e reacGes de Ugi (U-4CR). Além disso, as



combinagdes das RMCIs com outras reagdes proporciona uma maior diversidade
estrutural, principalmente na sintese de novas drogas, como agentes anti-virais, inibidores

enzimaticos (HIV-protease), agentes anti-maléria, anti-leshmaniose e anti-hepéticos,*®

TR oy oy

Agente anti-hepatite Agente anti-tuberculose Agente anti-malaria
Sintetizada via U-4CR Sintetizadas via U-4CR Sintetizadas via U-4CR

o}
N
= 27 o} O

Agente anti-viral e anti-leshmania
Sintetizadas via U-4CR

4 NH@ HN

Figura 5.

Cl

O OAc
OAc OAc
28 29

inibidores enzimaticos (HIV-protease)
Sintetizada via U-4CR

Figura 5. Farmacos sintetizados através de reacdes multicomponentes baseada em isocianetos.*®



1.2. Reagdes multicomponentes de Ugi (U-4CR).

Em 1959, Ugi e colaboradores'* descreveram pela primeira vez uma das mais
importantes condensagdes com quatro componentes, a reagdo quatro componente de Ugi
(U-4CR). A cléssica reacdo de Ugi® (Esquema 3) envolve uma amina primaria, um
oxocomposto (aldeido ou cetona), um &cido carboxilico e um isocianeto, para a formagéo

do produto a-acilamidoamida.

) )(i
o)
P§ R, R,H
R OH R; R, ! 2
310 11 > R3)LI.\I N\R4
R; O
NC  gpoNH 32
R, s
13 31

Esquema 3. Reacdo cléassica U-4CR.*

A reacdo de Ugi é considerada a mais importante reacdo multicomponente
baseada em isocianetos existente, pela sua versatilidade, pela simplicidade experimental de
formar uma molécula relativamente complexa e pela economia de 4tomos,*® fundamental
para a reducéo de residuos na preparacdo de produtos quimicos.*

Solventes polares proticos, com baixa massa molecular, tais como: o metanol,
etanol e o TFE sdo frequentemente utilizados nas U-4CR.!" A justificativa da aplicacio do
solvente prético na U-4CR se da pelo fato do mecanismo da reacdo ser idnico, onde a
transferéncia de hidrogénio do solvente leva a formacdo do ion iminio entre a

cetona/aldeido e a amina (Esquema 3) que é fundamental para que a reacdo proceda. *®

O /NH2 R R H
R; R, = - |
11 solvente protico R; 33 R,

Esquema 4. Formacéo do ion iminio.

Mas, em alguns casos, a U-4CR pode se feita em solventes aproticos, ja que esses
solventes podem estabilizar intermediarios ndo carregados, através de um mecanismo
concertado ndo i6nico.™® As diferencas mecanisticas serdo discutidas mais adiante.

Zhu e colaboradores®’ demonstraram o efeito do solvente, da temperatura e da

utilizagdo de aditivos em reagdes multicomponentes de Ugi (Tabela 1). O dipeptideo 37 foi



isolado com 90% de rendimento quando utilizado tolueno como solvente aprotico e NH,4Cl
como aditivo da reagcdo. Sem o aditivo, a reacdo procedeu de forma mais lenta com apenas
17% de conversdo. Os autores reportaram ainda que, tanto o reagente 34 quanto o cloreto
de amonio sdo parcialmente sollveis em tolueno, mas tal fato ndo afetou no progresso da
reacdo, ja que ao longo do tempo reacional o isocianeto 34, foi gradualmente dissolvido,

demonstrando que 0 mesmo estava sendo consumido.

Outros aditivos também se mostraram menos eficientes que o cloreto de amdnio."’
Os autores informaram que o uso de cloreto de am6nio, promove a formacdo mais rapida
do ion iminio intermediario. Entretanto, o uso de um acido de Bronsted (CSA) forte afeta a
conversdo da reacdo, pois o &cido forte pode ceder um préton a amina, tendo como

consequéncia um sal de amdnio inerte.

Tabela 1. Efeito do solvente, temperatura e aditivo da sintese.’

O Bn

CgHiz~ "H t  CN” "COK
(@) (0] Bn (0]
35 o 34 Q% )}(@
[j 18h N
N
H

CSH13H (e}
37 CSA =
36 HO;S

O
38

Entrada Solvente édS'té\cllo) T(°C) Rendimento(%b)
1 tolueno NH,CI ta 90
2 tolueno - t.a 17
3 tolueno LiBr t.a 16
4 tolueno CSA t.a 44
5 EtOH NH,CI t.a 30

6 tolueno NH,CI 60 83



1.2.1. Mecanismos da U-4CR

Como dito anteriormente, a formagdo dos produtos da U-4CR pode ser justificada
através de dois mecanismos plausiveis, um mecanismo i6nico e outro mecanismo n&o
ionico. Neto e colaboradores™ estudaram os dois caminhos utilizando ESI/MS. Além
disso, também foi empregado liquido iénico (MAI.CI), como etiqueta para a marcacéo de
carga para favorecer a detec¢do no espectrometro de massa. O resultado foi favoravel a
adicdo nucleofilica do isocianeto, mostrando que o caminho i6nico é o mais provavel de

ocorrer, 0 que foi corroborado pelos experimentos de ESI/MS.
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Esquema 5. Propostas mecanisticas da U-4CR.*®

O primeiro passo do mecanismo se da pela formacdo da imina, como ja discutido
anteriormente. Em seguida, acontece uma transferéncia de hidrogénio do grupo carboxilico
para o0 nitrogénio da imina, formando assim o ion iminio e o composto carboxilato. A
proposta mecanistica A diz que ocorre o ataque nucleofilico do grupo isocianeto no
carbono do ion iminio e posteriormente o ataque do grupo carboxilato no carbono sp,
vizinho ao nitrogénio carregado positivamente. A proposta mecanistica B se da

primeiramente pelo ataque do grupo carboxilato no carbono eletrofilico do ion iminio, e



em seguida, insercdo do grupo isocianeto. A etapa final do mecanismo é o rearranjo do
grupo acila, conhecido como rearranjo de Mumm. 36202118

Célculos tedricos realizados por Neto e colaboradores*® indicaram a influéncia do
solvente protico, no caso MeOH, para o rearranjo de Mumm. Na auséncia de solvente, o
rearranjo nao seria muito eficiente devido a transferéncia de hidrogénio do solvente para a
estrutura em um arranjo energético baixo. J& na presenca de metanol, o rearranjo de
Mumm € altamente favoravel, pois a energia de ativacdo para esse rearranjo seria de

apenas 7,20 kcal mol™, como é mostrado na figura a seguir.

Y Energia de
; G/m’ / ativacao
- 4 \ 7.20 keal mol* ‘

/”L ",' “‘ L

-4 e "/ \

—_— \

0.00 keal mol* \

\
N, -36.32 keal mol?
N

Figura 6. Perfil energético do Rearranjo de Mumm para os compostos 42 e 32 utilizando metanol como

solvente da reacdo.™
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1.2.2. Aplicages recentes da U-4CR

Pela sua simplicidade experimental, a U-4CR vem sendo uma importante
ferramenta para a producdo de novas estruturas. Sua versatilidade permite a sintese de um
acervo infinito de produtos, por exemplo: com 40 reagentes diferentes, 2.560.000 produtos
de U-4CR podem ser formados.?

Singh e colaboradores® reportaram a sintese one-pot de um acervo de 1H-
pyrrolo[2,3-b]quinolinas funcionalizadas via U-4CR seguida por ciclizacdo da amida/arila
através de catalise com Cu'* (Esquema 5). Os derivados de pirrol[2,3-b]quinolinas tem
atividades bioldgicas interessantes, como: atividades analgésicas, anticonvulsivas, e anti-

inflamatérias.?®

CHO 0 /g
A
— HO
R N7 >cl o

1 45  MeOH, ta X
44 + > A
o 10-12h Ry N Cl \R4
/\/NHZ C\I\f) 47
46 13 Ry Cul (5%)
1,10 fenantrolina (10%)
K,CO;5 (2eq)
DMF, 120 °C
N
65-76% \/\N{
16 exemplos (6]
I
_ OH
R, N~ N
48 R

Esquema 6. Preparacéo de derivados de pirrolo[2,3-b]quinolinas através de U-4CR e ciclizagao
amida/arila.”®

J& Valverde e colaboradores,?* prepararam pseudopeptideos derivados de
benzodiazepinonas enantiopuras, uma classe de compostos interessantes pelas suas
atividades psicotropicas (sedativas e anti-convulsionantes). Os autores prepararam a classe
de compostos através de U-4CR e em seguida ciclizacdo usando duas metodologias
distintas, a primeira ciclizacdo usando a reacdo de Staudinger seguida por Aza-Wittig e a
segunda usando cloreto de estanho como agente redutor (Esquema7). Os autores ndo
explicaram o motivo da maior quantidade de produto 53A quando utilizados SnCl, e HCI,
nem a maior quantidade de produto 53B quando usado trifenilfosfina. Mas acredita-se que
0 excesso diastereoisomérico, na metodologia de SnCl, e HCI, se da pelo fato de haver

equilibrio termodindmico na formacéo do produto 53A.
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Esquema 7. Rotas sintéticas dos derivados de benzodiazepinonas enantiopuras.?

Outro exemplo importante no que tange a versatilidade da reacdo de Ugi € o
trabalho de Sharada e colaboradores.”® Os autores prepararam derivados de tetrazolil-
tetrahidroquinolinas. A reacdo envolve a classica U-4CR seguida por uma substituicdo
bimolecular interna entre o haleto pelo ion iminio formado in situ e, posteriormente, a
reacdo Ugi-azida (Esquema 8). As reacdes se processaram sem adigcdo de catalisadores e
com o6timos rendimentos (72-99%).

R2
X
o Hz~@
TS ScHo MeOH_ R A \@
54
R4\N N
NC NaN;,

Ry
13 56 57
9 exemplos (72-99%)

Esquema 8. U-4CR na preparagéo de derivados de tetrazolil-tetrahidroquinolinas.?

Démling e colaboradores® elaboraram a sintese concisa de anéis tetrazdlicos
fundidos com cetopiperazinas. Para preparar tais estruturas, os autores utilizaram a reacao
de Ugi-azida, na sintese do composto 62, seguida por uma reacdo de saponificacdo, para a
transformacdo do éster metilico em 4acido carboxilico da estrutura 63. Posteriormente
realizou-se uma desprotecdo para retirar o grupo trifenilmetila e formar uma amina
primaria, estrutura 64. Apds esse processo, realizou-se uma segunda U-4CR, desta vez

intramolecular, para a formacéo dos anéis fundidos 65. Os rendimentos das reagcdes foram



variados (20-71%). A reacdo se procedeu tanto com aldeidos/cetonas alifaticas quanto

aromaticas.
Me,
O
AN
(0] 6] OH
N o OTN-Rr 0
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Ph PhPh 62 Ph Ph
60 OH 63
(0] O R; R
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. . N/
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N- B N R
NN R N N I/\] l 15 exemplos
R Ry, &5 N-
64 ¢ 13 65 20-72%

70-95% TFE, pnO, 120°C, 30min

Esquema 9. Rota sintética dos anéis fundidos com cetopiperazinas.?

A reacdo se mostrou diastereosseletiva, onde a maioria dos produtos exibiram
grande preferéncia por apenas um diastereoisomero. Um exemplo € a estrutura de raio-x do
composto 65A (e.d = 9:1).

Figura 7. ORTEP dos compostos 63A e 65A.%

Hashemi e colaboradores?’ prepararam produtos de U-4CR na presenca de cloreto
de colina (ChCI) e uréia (Deep Eutetic Solvent-DES), uma mistura de sais fundidos que se

comporta como liquidos i6nicos (Esquema 10). Os autores descreveram uma rapida
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formacdo dos produtos (2-5 h) e com um alto rendimento. Outra vantagem do uso de DES
que os autores relataram no trabalho foi a alta eficiéncia no estudo de reciclo do solvente
(quatro ciclos de 90%, 90%, 88% e 80%).

H

66 31 Uréia/ChCl : M N )\WN\Q
S E—
2-5h, t.a. .
NC CO,H R, O
SN ¢

| OH
67 68 = SN
ChCl1 1|\1® o
Cl
70

Esquema 10. Reacdo U-4CR utilizando DES como solvente da reacéo.?’

Outro trabalho interessante de U-4CR utilizando liquido idnico como solvente da
reacdo é descrito por Park e colaboradores.?® no qual foi feito um acervo de adutos de Ugi
bioativos (Esquema 11). Os autores usaram derivados de quinolinas e cumarinas (como o
isocianeto e o acido carboxilico da U-4CR), aminas aromaticas ou benzotiazois e furanos
ou tiofenos como aldeido da reacdo. Nos testes farmacoldgicos, o produto que mais
apresentou atividade bioldgica foi a estrutura que possuia fldor como substituinte, que
apresentou concentracdo de inibicdo minima de 6,25 pg/uL para cepas Gram-positivas de
S. aureus e B.cereus, comprovando que tal composto apresenta forte acdo anti-bacteriana.
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Esquema 11. Rota sintética de produtos de Ugi de derivados de quinolina como substratos da reacéo.?®



1.3. O fendmeno da fluorescéncia e suas propriedades bésicas.

De acordo com Lakowicz, fluorescéncia é a emissao de luz de um estado singleto
excitado, onde o elétron esta desemparelhado. O fendmeno da fluorescéncia acontece pela
transicdo permitida do primeiro nivel do estado singleto excitado para seu estado
fundamental, liberando um foton de energia.?®

Os fluordforos sdo substancias com grupos que favorecem o fen6meno da
fluorescéncia. Estes absorvem energia em um determinado comprimento de onda e emitem
em um comprimento de onda maior. Em estruturas organicas, a fluorescéncia geralmente

0corre em compostos com conjugacdo 7, tais como: Quinina e a Rodamina B.%

® —~
COOH HO "I‘;If/
§ °
/\N

X
o O SE Me” \/
P . -

N
72

Rodamina B Quinina

Figura 8. Estrutura da Rodamina B e Quinina.

Os processos que ocorrem entre a absorcdo e emissdo da luz podem ser vistos
através do diagrama de Jablonski, que ilustra perfeitamente as transi¢cdes envolvidas ndo so
para o fendbmeno de fluorescéncia, mas também mostra a fosforescéncia, a conversdo
interna e 0 cruzamento intersistema. A Figura 9 mostra o diagrama de Jablonski de
maneira simplificada, onde Sy, Si. S, Ti sdo respectivamente: o estado singleto
fundamental, o primeiro estado excitado singleto, o segundo estado singleto excitado e o

primeiro estado tripleto excitado. A transicdo S;— So é o fendmeno da fluorescéncia.?

SZ = S
I
i Conversao Interna
1
| ' E— N
1 o ruzamento
Sl - A tersistema
= T1
Absor¢io Fluorescéncia
hy .{/‘
{ P
h Ay = hv,a_ ':1‘
Fosforescéncia |
2 — | —
S 1 ~— -k
(4] o X

Figura 9. Diagrama de Jablonski simplificado.?



Uma caracteristica importante do fendmeno da fluorescéncia é a energia de
emissao ser sempre menor que a energia de absor¢do (como pode ser visto no diagrama de
Jablonski), essa diferenca de energia € chamada de deslocamento de Stokes que € a
adaptacdo das estruturas moleculares excitadas através de processos de solvatacdo. O
deslocamento de Stokes é importante para evitar a sobreposicdo de bandas de emisséo e
absorcdo no espectro de fluorescéncia. Outros fatores podem mudar o deslocamento de
Stokes, tais como: formacdo de complexo, mudangas conformacionais e transferéncia de
energia.”

Outra caracteristica que é importante citar e que se observa na fluorescéncia é o
rendimento quantico, que é a razdo entre a quantidade de f6tons emitidos sobre a
quantidade de fotons absorvidos, essa caracteristica ilustra a eficacia da fluorescéncia de

determinado fluoréforo.?®
1.4. Cumarinas e derivados fluorescentes.

Cumarinas s@o consideradas uma das mais importantes moléculas heterociclicas
existentes, por causa da sua versatilidade de aplicagdes em varios segmentos da ciéncia e
tecnologia, devido as suas caracteristicas fluorescentes, sua Otima solubilidade em

solventes polares e sua razoavel estabilidade, além da sua fcil preparacéo.®

©jl O\O
73

Figura 10. Estrutura da cumarina.

As propriedades fluorescentes das cumarinas e derivados € o principal motivo de
estudos frequentes dessas moléculas.®! A fluorescéncia de derivados de cumarinas depende
das substituicdes moleculares, sendo influenciada pela transferéncia de carga interna
(ICT).*" As interagbes de carga interna sdo descritas como mecanismos de estabilizagdo
molecular interna onde pares de elétrons provenientes do grupo doador se deslocalizam
para 0s grupos aceptores; fendmeno chamado de push-pull.®

Moléculas push-pull ou D-n-A séo sistemas conjugados onde as substituicdes no
anel benzénico sdo constituidas por grupos doadores de elétrons (D) e grupos aceptores de

elétrons (A) que estdo conectados através da conjugagdo .%%*® O sistema push-pull junto



com as influéncias de transreferéncia de carga interna explicam a fluorescéncia das

cumarinas.

3

da

7 74

Figura 11. Sistema push-pull da cumarina.

Por exemplo, os grupos doadores de elétrons na posicao 7 e grupos retiradores de
elétrons na posicéo 3 contribuem para a alta fluorescéncia dos derivados de cumarinas.® Ja
um substituinte na posigéo 8 e retirador de elétrons pode inibir a fluorescéncia do derivado
de cumarina, entretanto pode-se ter um substituinte na posi¢do 8, contanto que se tenha um
grupo doador na posicdo 7. O trabalho de Zhang e colaboradores® elucida perfeitamente

essas transformacdes e o modelo push-pull:

Posicdo 3 e}
~SH
l 0 1. TFA, HMTA, refluxo 20 h Q R77 o
2. H,0, 2 h 30 min, 60 °C o~ »
hEah T > HO 00
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75 CHCl, HO
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™
Hexamina = N(___N
LN/
79

Esquema 12. Transformacdo do composto fluorescente para o composto ndo-fluorescente e em seguida se
tornando fluorescente.®*



1.4.1. Métodos de preparacgdo de derivados de cumarinas.

Os derivados de cumarinas sdo, geralmente, sintetizados através de procedimentos
classicos, utilizando algumas metodologias que valem a pena destacar, como as reacdes de
Pechmann, Knoevenagel e Perkins.®®> A metodologia mais comum utiliza a reagdo de
Pechmann. Essa reacdo envolve a condensacao de fendis com B- ceto ésters na presenca de
acido de Lewis. Uma das alternativas mecanisticas, de acordo com calculos teoricos de
Stirling e Daru,® envolve uma transesterificacdo e em seguida a ciclizagdo do anel na

posicao orto e finalmente uma desidratagdo.*
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Esquema 13. Mecanismo da reacdo de Pechmann na preparacéo de derivados de cumarinas.*



Cumarinas também podem ser preparadas através da condensagdo de
Knoevenagel. Essa reacdo é feita através da mistura entre derivados de salicilaldeido e
compostos p-dicarbonilados® O mecanismo da reacéo de Knoevenagel é bem similar ao da
reacdo de Pechmann, a principal diferenca estd no ataque nucleofilico do grupo hidroxila
do salicilaldeido no composto pB-dicarbonilado, seguido da transesterificacdo e da
desidratacdo ja discutida anteriormente.*”*® Outra diferenca é no uso do catalisador da
reacdo, enquanto na reacdo de Pechmann o uso de &cidos de Lewis é bastante comum, na
reacdo de Knoevenagel a catélise geralmente é feita a partir da piperidina, mas outros
catalisadores podem ser usados, como acetato de s6dio> ou anidrido acético.*
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Esquema 14. Mecanismo simplificado da reacdo de Knoevenagel na preparacdo de derivados de

cumarinas.®



A reacdo de Perkin é semelhante a reacdo de Knoevenagel, a principal diferenca é
0 uso de uma cetona como substrato e ndo um aldeido. Como a cetona é menos reativa que

0 aldeido, uma condigdo reacional mais severa é imprescindivel para que haja formacéao de

produto.®
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Esquema 15 . Reacéo de Perkin na preparacio de derivados de cumarinas.® *
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1.4.2. Recentes aplicagdes de U-4CR utilizando derivados de cumarinas.

Recentemente, Ng e colaboradores* realizaram a sintese de adutos de Ugi
contendo derivados de cumarinas em sua estrutura. A sequéncia sintética proposta foi
Knoevenagel/Ugi/Click no mesmo pote reacional e baseado em seis componentes. Os
autores conseguiram preparar um grande acervo desses produtos (17 exemplos) com

grande apelo farmacoldgico, de maneira facil, e com 6timos rendimentos.
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R, =H, NO, ou OMe
R; =H, Me, Cl ou OMe

R4 = Ciclohexila, tert -butila, 1,1,3,3 tetrametilbutila ou benzila
Rs = Benzila, 3-FC¢H4CH, 3-NO,C¢H, ou OMe

Esquema 16. Rota sintética baseada em seis componentes one-pot para a preparagdo de produtos de Ugi.*?

Outro trabalho importante de se citar é o de Moghaddam e colaboradores.** Os
autores prepararam um vasto acervo de produtos de Ugi utilizando um derivado de
cumarina (3-acido carboxilico-cumarina), anilina, derivados de benzaldeido e isocianetos
como substratos da reacdo, a temperatura ambiente, fornecendo 0s respectivos produtos em
altos rendimentos. Alguns desses compostos produzidos apresentaram fluorescéncia na

faixa de 535-547 nm em cloroférmio.



109 31 104 110 17 exemplos a-p
(75-93%)

Ar=Ph, 2-MeOCgH,-, 4-MeOC¢H, 4,5,6-(MeO);CH,-, 4-Me-CgH,-, 4-i-pr-CgHy-, 2,4,6-(Me);CH,-,
2-O,N-CgHy-, 3-O,N-CgHy-, 4-O,N-C¢H,- ou 2-(prop-2-ynyloxy)-CgH,-

Rl = Ph, 4-C1-C6H4- ou 2,4-(C1)2C6H3-

R, = butila, tert-butila ou ciclohexila

Esquema 17. Reacdo U-4CR utilizando 3 acido carboxilico-cumarina como reagente.*®

Yang e colaboradores™ sintetizaram um grande acervo dos derivados de
cromeno[3,4-c]pirrol-3,4-dionas através de U-4CR e posterior adicdo intramolecular de
Michael em um mesmo pote reacional em bons rendimentos com apenas nitrogénios nas
posicdes orto e para. Utilizando um nitrogénio na posi¢do meta a adicdo de Michael ndo
ocorria e, portanto, ndo aconteceria ciclizacdo do intermediario. Inicialmente eles
pensaram que a forte tendéncia de formar enolatos com o nitrogénio nas posicdes orto e
para explicava a formacdo do produto ciclizado, ao passo que com nitrogénio na posicdo
meta essa tendéncia era prejudicada. Entdo houve a permuta dos aldeidos com nitrogénios
orto e para por 2-nitrofenil-aldeido e 4-nitrofenil-aldeido, mas ndo houve formacao de

produtos sob varias condicdes reacionais, concluindo que esse efeito ndo € o principal fator

da ciclizagéo.
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Esquema 18. Rota sintética para a preparacdo de derivados de cromeno[3,4-c]pirrol-3,4-dionas.*



2. OBJETIVOS

2.1. GERAIS

Os objetivos gerais do projeto baseiam-se na sintese e estudos fotofisicos e de

imageamento celular dos peptdides fluorescentes sintetizados via reagdo multicomponente
de Ugi (U-4CR).

2.2. ESPECIFICOS

1.

Sintese e caracterizacdo de isocianetos por vias alternativas ao uso de derivados
fosforados, que serdo usados como substratos da reacdao de Ugi.

Sintese e caracterizacdo de derivados de cumarinas que serdo utilizados como o
acido carboxilico da reagéo de Ugi.

Sintese e caracterizacdo de peptdides via U-4CR.
Anaélise fotofisica dos produtos de Ugi sintetizados.

Testes de imageamento celular utilizando alguns dos compostos sintetizados.



3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A proposta inicial da pesquisa foi seguir as caracteristicas de uma sintese ideal
proposta por Ugi e Domling. Além de seguir esses conceitos de sintese ideal, ja discutido
anteriormente, outro argumento que motivou essa pesquisa foi o fato de haver poucos
artigos que mostravam a reacdo multicomponente de Ugi utilizando derivados de
cumarinas. E por ultimo, e talvez a mais importante, € a potencial atividade bidlogica dos
derivados de cumarinas além do grande poder exploratério das reacdes baseadas em
isocianetos, especialmente a reagéo de Ugi.

Com essas motivacbes em mente, um acervo consideravel de peptdides
fluorescentes foi preparado através de U-4CR. Além disso, foi necessaria a sintese de
alguns isocianetos, fundamental para que ocorresse a reacao, e a preparacao de derivados

de cumarinas como componente acido carboxilico na U-4CR:
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Esquema 19. Rotas sintéticas propostas para a sintese de peptdides.



3.1 Sintese de isocianetos.

A sintese de isocianetos se mostrou necessaria, ja que 0s custos da compra desses
reagentes sdo elevados. Com isso foi feita a busca de métodos alternativos para tal sintese,
pois 0s isocianetos sintetizados a partir da desidratacdo de formamidas, apresenta um
tempo reacional elevado. Encontrou-se, entdo, um artigo de Weber e colaboradores,* onde
se utiliza a metodologia de carbilamina de Hoffman, uma sintese one-pot, que leva apenas
algumas horas para ser feita. Essa reacdo envolve uma amina e cloroférmio (materiais
facilmente encontrados no laboratério) como reagentes da sintese, além de um meio
extremamente béasico. O primeiro passo do mecanismo é a formacdo do carbendide,*
através de uma a-eliminacdo de um atomo de hidrogénio do cloroférmio, essa etapa é feita
com auxilio de um catalisador de transferéncia de fase, que funciona como facilitador da
migracao dos ions hidroxidos, que estdo na fase aquosa, para a fase organica. Em seguida,
ha o ataque da amina priméaria nesse carbenoide, e finalmente a saida dos outros dois

atomos de cloro para a formacéo do grupo isonitrila.
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Esquema 20. Mecanismo proposto da reagdo de Hofmann.*



Alguns isocianetos foram preparados através da metodologia de Hofmann:
isocianeto de butila, isocianobenzeno e (R)-isocianoetilbenzeno. O odor extremamente
desagraddvel era um Otimo indicio que os isocianetos estavam sendo formados. Tais
isocianetos foram purificados via coluna cromatogréfica utilizando diclorometano como
eluente e caracterizados através de ressonancia magnética nuclear de **C e *H.

Algumas desvantagens na preparacdo desses isocianetos foram observadas, tais
como: baixos rendimentos depois da purificagéo e a retirada parcial do solvente utilizado
na purificacdo. A destilacdo com coluna de Vigreux ou o uso de evaporador rotatério nao
se mostraram efetivos na tentativa de remocdo do solvente. Entdo foi decidido utilizar os

isocianetos em excesso para reagdes posteriores.
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Esquema 21. Isocianetos sintetizados

Para o composto 13C, Pelo espectro de RMN *H, pode-se observar a presenca de
trés multipletos, onde o triplo tripleto (J;= 6,7Hz e J,= 1,9Hz) com deslocamento quimico
3,39 ppm se refere aos dois hidrogénios vizinhos ao grupo isonitrila, j& o multipleto em
1,66 e o sexteto (J= 15,1Hz) em 1,47 ppm representam os quatro hidrogénios a e § da
cadeia. E por ultimo, tem-se um tripleto (J= 7,3Hz) em 0,90 ppm que sdo 0s trés

hidrogénios terminais da cadeia.
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Figura 12. Espectro de RMN *H600 MHz (CDCls) do isocianeto de butila.

Tabela 2. Hidrogénios correspondentes ao isocianeto de butila.

Hidrogénios
6 (ppm) Integragéo Multiplicidade Correspondentes J(Hz)
3,39 2 Triplo tripleto 1 6,7;1,9
1,66 2 Multipleto 2 -
1,47 2 Sexteto 3 15,1
0,9 3 Tripleto 4 7,3

O espectro de RMN *3C se tornou necessério para uma melhor caracterizaco,

Agora se pode ter certeza da formac&o do grupo isonitrila justamente por causa do carbono

em 155,6 ppm referente ao carbono do grupo isonitrila e os sinais 12,7 ppm, 19,2 ppm,

30,7 ppm e 40,9 ppm sdo os carbonos carbono terminal, vy, B, a, , respectivamente. Nota-se
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um fato interessante, no espectro de carbono desse isocianeto. A presenca de um tripleto na

faixa de 40,9 ppm, que talvez corresponda ao acoplamento *3C-'N.
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Figura 13. Espectro de RMN *C 150 MHz (CDCls,) do isocianeto de butila.

Tabela 3. Carbonos correspondentes ao isocianeto de butila.

Carbonos
d (ppm) Multiplicidade Correspondentes

155,6 Singleto 1
40,9 Tripleto 2
30,7 Singleto 3
19,2 Singleto 4
12,7 Singleto 5

Outra caracterizacdo interessante de se citar € a do (R)-isocianoetilbenzeno. Pelo

RMN *H foi possivel encontrar todos os hidrogénios presentes na molécula. O multipleto



na faixa de 7,33 ppm representa os cinco hidrogénios aromaticos. O sinal em 4,77 ppm é o

hidrogénio do centro estereogénico e o pico em 1,61 ppm do grupo metila.
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Figura 14. Espectro de RMN *H 600 MHz (CDCls) do (R)-isocianoetilbenzeno.

Tabela 4. Hidrogénios correspondentes ao (R)-isocianoetilbenzeno.

Hidrogénios
6 (ppm) Integ racdo Multiplicidade Correspondentes

7,33 5 Multipleto Aromaticos
Centro
4,77 1 Multipleto estereogénico

1,61 3 Multipleto Metila




Novamente a técnica de RMN *3C se fez necessério para se ter a plena certeza do

desempenho da sintese. Pelo espectro do produto chegou-se a conclusdo, que de fato, era

um grupo isonitrila, ja que o sinal em 156 ppm representa tal grupo.
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Figura 15. Espectro de RMN **C 150 MHz (CDCI5) do (R)-isocianoetilbenzeno.

Tabela 5. Carbonos correspondentes ao (R)-isocianoetilbenzeno.

Carbonos
d (ppm) Multiplicidade Correspondentes

156 Singleto Isonitrila
138,2 Singleto Aromatico
128,6 Singleto Aromatico
127,9 Singleto Aromatico

125 Singleto Aromatico

53,4 Quarteto Centro estereogénico
24,7 Singleto Metila




3.2 Sintese de derivados de cumarinas.

Para a preparacdo dos derivados de cumarinas foi necessario primeiramente a
obtencédo do acido de Meldrum, um composto bastante atrativo em sintese orgéanica, devido
a sua alta acidez, rigidez estrutural e sua capacidade de eliminar acetona na presenca de
calor e formar ceteno. Esse reagente foi preparado através da condensacdo de acido
maldnico e acetona, na presenca de anidrido acético, além de catalise 4cida.*’ O
rendimento da sintese foi satisfatorio com 62%.
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Esquema 22. Sintese do &cido de Meldrum.*’

A caracterizacdo foi feita através de RMN de *H e '*C, e andlise é bastante
simples ja que a molécula apresenta simetria e, por isso, ha poucos sinais no espectro. Pelo
espectro RMN de 'H pode-se referenciar todos os hidrogénios presentes na molécula: O
singleto em 1,8 ppm representa os seis hidrogénios das duas metilas presentes na molécula
e o singleto em 3,63 ppm sdo os dois hidrogénios do carbono entre as duas carbonilas. Ja
no espectro de carbono, os sinais correspondentes ao acido de Meldrum sdo: O pico em
27,5 ppm que representa os dois carbonos das duas metilas, o pico em 36,2 ppm que
representa o carbono CH, entre as duas carbonilas, o pico em 106,3 ppm que representa o
carbono quaternario do composto e por ultimo o pico em 163,1 ppm que referencia as duas

carbonilas.
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Figura 16. Espectro de RMN *H600 MHz (CDCls) do cido de Meldrum.

Tabela 6. Hidrogénios correspondentes ao acido de Meldrum.

Hidrogénios
o (ppm) Integracao Multiplicidade Correspondentes

1,80 6 Singleto Metilas

4,77 2 Singleto a-carboxilas
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Figura 17. Espectro de RMN **C 150 MHz (CDCl5) do &cido de Meldrum.

Tabela 7. Carbonos correspondentes ao acido de Meldrum.

Carbonos
o (ppm) Correspondentes

163,12 Carboxilas
106,3 Quaternario
36,1 a-carboxilas
27,5 Metilas

Para a sintese de derivados de cumarinas foi utilizada a reacdo de Knoevenagel.
Essas estruturas foram facilmente preparadas utilizando o salicilaldeido (10 mmols) ou o
seu derivado 4-N,N-dietilaminosubstiuido e um excesso de &cido de Meldrum (12 mmols)
em H,0, no caso do composto 102A e EtOH no caso de 102B, ja que o salicilaldeido

analogo néo é soltvel em agua.



Outro fato importante citar é o tempo reacional na preparacdo dos dois compostos,
enquanto a estrutura 104A tem um tempo de preparacdo de apenas uma hora 0 composto
104B precisou de 24h para um rendimento aceitdvel. Essa diferenca talvez possa ser
explicada pelo grupo substituinte utilizado no composto 102B, sendo ele um grupo doador
de elétrons o mesmo deixa o derivado de salicilaldeido menos reativo, necessitando um

tempo consideravelmente maior.
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+ »
102a 103 104a, 86%
0 (0)
H o>(0 EtOH, NH4OAC‘ MOH
N >
J 10 103 J10ab, 73%

Esquema 23. Preparacéo de derivados de cumarinas utilizadas no projeto de pesquisa. *®

O mecanismo da formacdo do derivado de cumarina se da pela condensacao de
Knoevenagel e pode ser visto logo abaixo. O primeiro passo do mecanismo € a perda de
um préton do carbono o do acido de Meldrum. Em seguida, ha a adicdo do enolato na
carbonila do salicilaldeido e a desidratacdo do intermedidrio. O ultimo passo do
mecanismo € a ciclizacdo da estrutura proveniente da perda de uma molécula de acetona

para formar o derivado de cumarina.*
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Esquema 24. Mecanismo da reacdo de Knoevenagel para a preparagdo de derivados de cumarinas utilizando
salicilaldeidos e acido de Meldrum.*®

Os derivados foram obtidos com timo grau de pureza e caracterizados via RMN
'H e 3C. No espectro de hidrogénio do derivado de cumarina sem substituicdo no anel

aromatico é possivel observar um singleto em 8,96 ppm, sinal mais importante do espectro,



pois representa o Unico hidrogénio da insaturacdo, na posi¢do 4 da cumarina. A presenca
desse sinal mostra que ocorreu a formagdo do produto. Os multipletos entre 7,52 e 7,48
ppm e entre 7,82 e 7,77 ppm representam os quatro hidrogénios aromaticos da molécula e

o singleto largo em 12,2 ppm é o hidrogénio do &cido carboxilico.
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Figura 18. Espectro de RMN *H 300 MHz (CDCls) da 3-4cido carboxilico cumarina

Tabela 8. Hidrogénios correspondentes a 3-acido carboxilico cumarina

Hidrogénios
o (ppm) Integracao Multiplicidade Correspondentes

12,24 1 Singleto acido carboxilico
8,96 1 Singleto Hy

7,79 2 Multipleto Hse H;
7,49 2 Multipleto Hse Hg
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Ja no espectro de '*C os sinais em 164,0 e em 162,4 ppm correspondem aos
grupos carbonila do &cido e da lactona respectivamente, o que corrobora com a formagéo
do produto. Os picos restantes foram atribuidos aos demais carbonos da estrutura.
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Figura 19. Espectro de RMN **C 75 MHz (CDClIs) da 3 4cido carboxilico-cumarina.

Tabela 9. Carbonos correspondentes a 3-acido carboxilico cumarina

Carbonos
o (ppm) Correspondentes
164,0 Acido Carboxilico
162,0 Lactona
154,5 Aromatico
151,5 Aromatico
136,7 Aromatico
130,4 Aromatico
126,6 Aromatico
118,4 Aromatico
117,2 Aromatico

114,9 Aromético




Nota-se, pelo espectro de RMN *H do composto 3-4cido carboxilico-7-dietilamino
- cumarina, que o sinal antes em 8,96 ppm visto anteriormente esta agora mais blindado, na
faixa de 8,68 ppm, esta blindagem pode ser explicada pela presenga do grupo doador de

elétrons da molécula, que deslocaliza os elétrons e blindam o hidrogénio.

Co
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AN o0 0 - AN O "0
) 104b / 126

Esquema 25. Deslocalizacao da carga na estrutura do derivado 104b.

O tripleto (J=7,2Hz) entre 1,27 ppm sao atribuidos aos seis hidrogénios terminais
do grupo dietilamino. J& o quarteto (J=7,1Hz) em 3,50 ppm representa 0s quatro
hidrogénios vizinhos ao nitrogénio do grupo dietilamino. O duplo dubleto (J;= 9,2Hz e J,=
2,6Hz) em 6,71 ppm ,0 dubleto (J= 9,2Hz) em 7,46 ppm, o dubleto (J= 2,6Hz) em 6,53
ppm sdo os hidrogénios aromaticos do derivado. O singleto em 12,23 representa o

hidrogénio do acido carboxilico da estrutura.

Saulo_cumarina n,n.001.esp Saulo_cumarina n,n.001.esp

—127

Saulo_cumarina fgn.001.esp
i

.72

—128
—126
ﬁs 7
671
| Fen
_6
-

1.04
6.00 s
e 670 665 660 655
1.300 1.275 1.250 Chemical Shift (ppm)

128
126

Chemical Shift (ppm) N
|

He H, O A A 3

1.03

Saulggcumarina n,n.001.esp
T

Hg S OH I § i
7.450 7.425
N o o) Chemical Shi...
oo

Saulo_cumarina n,n.001.esp

2 2
- %l
T)'

8.66

—351
—3.
746
[ 745

™
|

4.15

351
348

——654
53

— T
3.500 3.475 3.450 Q
Chemical Shift (ppm)

.72

1 JIL .lJ\u L
5
1.00 0.98 1.031.04 1.02 4.15 6.00
— [ I I I H Il
16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 o} -1

Chemical Shift (ppm)

Figura 20. Espectro de RMN *H 600 MHz (CDCls) de 7-(dietilamino)-cumarina- 3-4cido carboxilico.
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Tabela 10. Hidrogénios correspondente a 7-(dietilamino)-cumarina- 3-acido carboxilico

Hidrogénios
6 (ppm) Integragéo Multiplicidade Correspondentes J (H2)

12,23 1 Singleto Acido Carboxilico -

8,66 1 Singleto Hy -

7,46 1 Dubleto Hs 9,2

6,71 1 Duplo dubleto He J1=9,2e J,=2,6
6,53 1 Dubleto H- 2,6

3,50 4 Quarteto a-nitrogénio 7,1

1,27 6 Tripleto B-nitrogénio 7,2

No espectro de **C os picos que demonstram a formagdo do composto sdo os que
se referem as carboxilas do acido carboxilico e da lactona, que sdo, respectivamente, 0
sinal em 165,5 ppm e o sinal em 164,5 ppm. Os picos em 45,3 ppm e 12,4 ppm sdo dos

grupos etilas presentes e os demais sdo caracterizados pelos carbonos aromaticos.
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Figura 21. Espectro de RMN **C 150 MHz (CDCl5) da e 7-(dietilamino)-cumarina- 3-acido carboxilico.

Tabela 11. Carbonos correspondente a 7-(dietilamino)-cumarina- 3-&cido carboxilico

o (ppm) Carbonos Correspondentes
165.5 Acido carboxilico
164.4 Lactona

158 Aromatico
153,7 Aromatico
150,3 Aromatico
1319 Aromatico
110,8 Aromatico
108,5 Aromatico
105,9 Aromatico
96,9 Aromatico
45,3 a-nitrogénio

12,4 B-nitrogénio




3.3 Sintese de peptoides fluorescentes.

As primeiras tentativas de obtencdo dos peptdides foram feitas com o auxilio de
um equipamento de micro-ondas. Nessas sinteses foram testados dois derivados de
cumarina, a 3-acetil cumarina, como componente cetona na U-4CR, ja preparada
anteriormente pelo grupo de pesquisa, e a 3-acido carboxilico cumarina, para atuar como
componente 4&cido carboxilico da reagdo. Foram utilizados também isocianeto de n-butila
e a benzilamina como reagentes para a sintese. Essas primeiras tentativas foram frustadas,
j& que, com 60 minutos de irradiacdo de micro-ondas, nenhum reagente tinha sido

consumido, comprovado por cromatografia de camada delgada.
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Esquema 26. Primeira tentativa de preparacdo do peptdide com o auxilio de micro-ondas.
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Esquema 27. Segunda tentativa de preparacdo do peptdide com o auxilio de micro-ondas.

Diante dessas tentativas de preparacdo frustradas foi optado pela ndo utiliza¢do da
3-acetil-cumarina nos testes de reacdo, e foram usados aldeidos, pois 0s mesmos sdo mais
reativos que cetonas. Também foi testada uma amina diferente (terc-butilamina) e
diferentes isocianetos preparados anteriormente.

A metodologia convencional da reacdo de U-4CR consiste em reagir
primeiramente o aldeido ou cetona com a amina para a formagdo da imina e depois fazer
adicdo dos outros reagentes. Mas, em muitos casos ndo foi efetivo, ndo ocorrendo
formacdo dos produtos. Alguns exemplos dessas tentativas frustradas podem ser vistas

abaixo:
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Esquema 28. Tentativas de preparacdo de peptéides utilizando o método convencional de sintese.

Resolveu-se entdo testar as sinteses em outro solvente, no caso os liquidos idnicos
[bmim]BF, e [bmim]NTf,. Esses liquidos idnicos imidazolicos possuem caracteristicas
Unicas: sdo otimos solventes, funcionam bem como catalisadores, ndo sdo inflamaveis, tem
uma pressdo de vapor desprezivel e talvez a mais importante, a sua capacidade de
organizacdo estrutural, formando canais ibnicos através de ligacbes de hidrogénio e
interacdes couldmbicas, muito importante para reacdo de Ugi, onde seu mecanismo €
puramente idnico.*

Com tantas caracteristicas positivas dos liquidos i6nicos como
solventes/catalisadores, era necessario testar para as sinteses trabalhadas. Com isso vieram
alguns problemas: alguns reagentes solidos usados nas reacdes de U-4CR ndo eram
soltveis no liquido iénico, além disso, a grande viscosidade do liquido idnico atrapalhava
constantemente a agitacdo magnética. Entdo, mais uma metodologia na tentativa de

formacdo do produto foi descartada.
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Esquema 29. Tentativas de preparacédo de peptoides utilizando liquidos idnicos como solvente

Diante das vérias tantas tentativas sem éxito, foi resolvido novamente fazer a
permuta do grupo amina, anteriormente foi utilizado a terc-butilamina, a benzilamina e a
n-butilamina no procedimento convencional. Foi constatado empiricamente que essas trés
aminas ndo foram bons substratos para a U-4CR. Foi decidido apenas utilizar anilina como
amina da reacéo.

Com a anilina destilada em maos, foi preferido o uso de aldeidos aromaticos, para
garantir a rigidez dos produtos, também se optou pelo emprego de isocianetos alquilicos,
no caso o isocianeto de terc-butila e o isocianeto de n-butila, além dos dois derivados de
cumarinas ja sintetizados e caracterizados. Com isso foi possivel a preparacdo de 14

compostos inéditos na literatura através da U-4CR. Foram eles:
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Esquema 30. Peptdides sintetizados e caracterizados.

A metodologia para a preparacdo desses produtos consistia em, primeiramente,
adicionar 1,0 mmol da amina em uma solugdo de 1,0 mmol do aldeido em 20 ml de
metanol sem prévio tratamento, por uma hora, jA que era necessaria primeiramente a
formacdo da imina. Em seguida foram adicionados 1,0 mmol do derivado de cumarina e,

depois de 15 minutos, foi realizada a adi¢do de 2,0 mmol do isocianeto correspondente. A



mistura foi agitada vigorosamente entre 6 e 72h. Em alguns casos foi necessario um maior
tempo de reacéo, por exemplo quando foi utilizado a cumarina 104B. Em muitos casos o
método de purificacdo consistia em uma simples recristalizacdo em acetona/agua, mas em
outros foi preciso usar a técnica de coluna cromatografica (40% acetato/diclorometano)
para separar o produto e a sobra de derivado de cumarina que nao reagiu.

Os peptdides foram caracterizados utilizando técnicas de RMN 'H e *C. O
principal sinal no espectro de hidrogénio seria um singleto entre 6,5 e 6,0 ppm no qual é
representado pelo hidrogénio do centro estereogénico formado na reacao.

Pode-se notar no espectro de hidrogénio do composto 110B os sinais
caracteristicos da formacgdo do produto, o singleto em 6,07 ppm € atribuido ao hidrogénio
do centro estereogénico. Além disso, é possivel perceber os singletos intensos em 1,47
ppm e 2,89 ppm, que sdo respectivamente os nove hidrogénios do grupo terc-butila
(proveniente do isocianeto) e os seis hidrogénios das duas metilas do grupo dimetilamino.
Os demais sinais séo provenientes dos hidrogénios aromaticos (14 hidrogénios entre 7,74 e
6,51 ppm).
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Figura 22. Espectro de RMN *H 600 MHz (CDCls) do composto 110B.



Também é importante comentar sobre o espectro de carbono do composto 110B.
Os principais sinais que caracterizam a formagdo do produto séo os das duas carbonilas das
amidas (166,8 e 165,2 ppm), o sinal em 66,0 ppm que representa o carbono do centro
estereogénico e, por fim, o sinal em 51,7 ppm que representa a ligagdo C-N, também
ligado ao grupo terc-butila. Os demais picos sdo referentes aos anéis aromaticos do
composto.
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Figura 23. Espectro de RMN **C 150 MHz (CDCls) do composto 110B.

Na caracterizacdo do composto 110E, o espectro de hidrogénio mostra algumas
diferencas, por exemplo, a presenca de um quarteto entre 3,43 e 3,40 ppm, um quinteto em
1,62 e 1,57 ppm e um sexteto 1,40 e 1,36 ppm e também a presenca de um tripleto entre
0,95 e 0,92 ppm que sdo os nove hidrogénios do grupo butila (Nota-se que no espectro
anterior esses nove hidrogénios sdo representados por apenas um singleto intenso). Outra
caracteristica peculiar desse composto é o sinal do centro estereogénico se apresentar mais
desblindado, na faixa de 6,31 ppm e ainda a presenca de um singleto largo em 6,76 ppm
que talvez possa ser o hidrogénio da ligacdo N-H da substancia, ndo sendo visto
anteriormente. No espectro de carbono a presenca do sinal em 65,9 ppm confirma a

formacéo do produto pois esse é o hidrogénio do centro estereogénico.
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A Figura 26 mostra o espectro de hidrogénio do peptoide 1101 e pode-se observar
um singleto em 1,47 ppm que representa os nove hidrogénios do grupo terc-butila e um
tripleto 1,17 ppm que s&o os seis hidrogénios terminais do grupo dietilamino substituido.
Ainda na Figura 26 nota-se um quarteto em 3,36 ppm que é proveniente dos quatro
hidrogénios restantes dos grupo N,N-dietilamino substituido. O hidrogénio do centro
estereogénico esta na faixa de 6,29 ppm e os demais sinais sdo o0s hidrogénios aromaticos
do composto 110L.

Ja no espectro de **C, o sinal do centro estereogénico fica na faixa de 66,2 ppm e
0s sinais das trés carbonilas tém ressonancia em 168,5 ppm, 167,4 ppm e 159,2 ppm. Os

sinais sdo atribuidos aos carbonos aromaticos e aos carbonos alifaticos provenientes do
grupo terc-butila e N,N-dietilamino substituido.
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Figura 27. Espectro de RMN **C 150 MHz (CDCls) do composto 110l.

E por altimo, a caracterizacdo do composto 110N, onde o hidrogénio do centro
estereogénico agora esta na faixa de 6,34 ppm, além de um singleto em 5,82 ppm que
representa os dois hidrogénios do grupo CH; ligado aos dois oxigénios do grupo piperonal.
Outros sinais importantes sdo os multipletos em 3,44 ppm que sdo os sinais referentes a
dois hidrogénios do grupo butila e em 3,37 ppm que séo o0s quatro hidrogénios do grupo
N,N-dietilamino substituido. Pode-se notar ainda o hidrogénio N-H da amida representado

por um singleto largo em 7,52 ppm onde anteriormente ndo era possivel observar.
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Figura 28. Espectro de RMN *H 600 MHz (CDCl5) do composto 110N.

A Figura 29 mostra o espectro de carbono do composto 110N, no qual o sinal do
estereocentro estd em 65,3 ppm e 0 CH;, do grupo piperonal em 100,1 ppm, a comprovacao
da formacdo da molécula também se da pelos picos em 169,3 ppm e 167,0 ppm que sdo as
carbonilas das amidas da substancia. O restante dos picos sdo carbonos aromaticos e

alifaticos provenientes dos grupos butila e N,N-dietilamino substituido.
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3.4 Anélise Fotofisica.

As propriedades fotofisicas de seis compostos (110 I-N) foram analisadas através
de técnicas de espectrofotometria de absor¢do molecular UV-VIS e espectrofluorimetria de
emissdo molecular. Oito solventes com diferentes polaridades (acetato de etila, acetonitrila,
cloroférmio, diclorometano, etanol, hexano, metanol, tolueno) foram utilizados para a
investigacdo dos efeitos solvatocrémicos.

Para as leituras de absorcéo e emissdo, foram feitas solucdes estoques de 102 mol
L™ em diclorometano, aliquotas de 3 pL dessas solugdes eram retiradas com auxilio de
micropipeta (1-5uL) e colocadas em uma cubeta, em seguida 3 mL do solvente eram
colocados na mesma cubeta, obtendo-se uma solucdo final de 10° mol L™. Os dados
fotofisicos podem ser observados na Tabela 12.

Tabela 12. Dados fotofisicos de absorcdo e emissdo maxima e deslocamento de Stokes.

. Rendimento
.. Amax(abs) Amax(émi) Deslocamento e
Peptdide Solvente (nm) Log e (g) (nm)  de Stokes (nm) Quz(alqr:)tlco

Acetato de etila 396 4,5548 (35880) 455 59
Acetonitrila 405 3,9956 (9900) 464 59
Clorof6rmio 408 4,3736 (23640) 452 44

1101 Diclorometano 409 4,3741 (23670) 459 50 0,12
Etanol 404 4,0591 (11460) 467 63
Hexano 388 3,7596 (5750) 418 30
Metanol 406 4,5294 (33840) 470 64
Tolueno 399 4,3771 (23830) 444 45
Acetato de etila 391 5,4189 (262380) 452 61
Acetonitrila 403 4,6493 (44600) 463 60
Clorof6rmio 404 4,6501 (44680) 448 44

110J Diclorometano 406 4,7557 (56990) 453 47 0,20
Etanol 404 5,2393 (173530) 463 59
Hexano 386 3,8366 (6865) 417 31
Metanol 401 5,4582 (287250) 470 69
Tolueno 396 4,4620 (28980) 440 44
Acetato de etila 396 4,6712 (46910) 453 57
Acetonitrila 405 4,6962 (49690) 467 62

Cloroformio 407 4,5631 (36570) 454 47



110K Diclorometano 409 4,7376 (54660) 457 48 0,67
Etanol 404 4,3615 (22990) 465 61
Hexano 388 4,6390 (43560) 418 30
Metanol 406 4,6342 (43080) 470 64
Tolueno 398 4,4630 (28980) 445 47
Acetato de etila 397 4,0021 (10050) 455 58
Acetonitrila 405 3,9576 (9070) 465 60
Cloroformio 411 3,7134 (5170) 453 42
110L Diclorometano 412 3,8932 (7820) 460 48 0,20
Etanol 405 3,7965 (6260) 465 60
Hexano 388 4,3544 (22620) 418 30
Metanol 407 3,8555 (7170) 469 67
Tolueno 399 3,7908 (6180) 441 42
Acetato de etila 397 5,2711 (186700) 456 59
Acetonitrila 404 5,4320 (270430) 467 63
Cloroférmio 406 5,2321 (170670) 458 52
110M Diclorometano 408 5,4489 (281180) 465 57 0,27
Etanol 406 5,2730 (187500) 459 53
Hexano 388 3,8555 (7170) 419 31
Metanol 405 4,8765 (75260) 460 55
Tolueno 398 4,5788 (37920) 447 49
Acetato de etila 396 3,6954 (4960) 453 57
Acetonitrila 403 3,9552 (9020) 464 61
Clorof6rmio 411 3,4830 (3041) 454 43
110N Diclorometano 410 4,1714 (14840) 460 50 0,27
Etanol 405 3,9024 (7988) 467 62
Hexano 388 4,1357 (13670) 417 29
Metanol 407 3,9111 (8150) 472 65
Tolueno 400 3,7283 (5350) 444 44

Para o célculo de rendimento quantico utilizou-se uma solugdo 102 mol.L™ de
sulfato de quinina em acido sulfurico 1 M. Sabe-se que o rendimento padréo do sulfato de
quinina, quando excitado em 366 nm, equivale a 0,53.>

Com isso, as areas do sinal do sulfato de quinina em solucdo de H,SO, e dos
fluor6foros em acetonitrila (esse solvente foi escolhido porque possui 0 mesmo indice de
refracdo da solucdo &cida) foram comparadas e 0s rendimentos quanticos dos produtos
foram calculados.

I n?
(I) = (I)ref I .2

2
Iref nref

Como n? e nf, sdo iguais:



_ I
¢ - ¢refl_

ref

¢ = rendimento quantico a ser calculado;

&, = rendimento quéntico da referéncia;

I e I..¢ = reas dos sinais da fluorescéncia do fluoréforo e da referéncia.

Pode-se notar que o deslocamento de Stokes &€ mais pronunciado quando 0s

peptoides sdo solubilizados em solventes mais polares, no caso metanol, etanol e

acetonitrila. Esse aumento de deslocamento deve-se ao fato dos peptdides estarem

melhores estabilizados no seu estado excitado nesses solventes por ligacdes de hidrogénio

e por interacOes dipolo-dipolo.
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Figura 30. Espectros de absorcéo (esquerda) e emisséo (direita) dos compostos 1101-N.

Todas as andlises tiveram como resultados deslocamento de Stokes entre 30 e 69
nm, ndo se podendo concluir ainda que a estabilidade dos compostos possa ser devida ao
processo de transferéncia de carga interna (ICT). Para se chegar a um resultado mais
confiavel, foram tracados gréficos de Lippert-Mataga,”®> onde o deslocamento de Stokes
estd no eixo y e o eixo x é o pardmetro de polaridade de Reichardt (E*).>® Esse grafico
prediz efeitos fisico-quimicos entre os solventes e 0s compostos excitados e mede sua

sensibilidade em relaco a polaridade do solvente.>



Tabela 13. Par@metro de polarizacdo de Reichardt utilizados nas aquisi¢es dos gréficos de Lippert-Mataga.

Solvente

Acetato de etila
Acetonitrila
Cloroférmio

0,228
0,460
0,259

Diclorometano 0,309
Etanol 0,654
Hexano 0,009
Metanol 0,762
Tolueno 0,099
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Figura 31. Graficos de Lippert-Mataga (Deslocamento de Stokes vs. Parametro de polaridade do solvente)

dos compostos 1101-N.

Os fluoroforos mais estabilizados por ICT sdo 0s que menos apresentam variagoes
no seu momento dipolo.>® Em aspectos préticos, sdo os fluoréforos que apresentam uma
maior valor de R? nos graficos de Lippert-Mataga, pois tal valor elucida uma tendéncia dos

fluordforos interagirem com os solventes em questao.

Tabela 14. Valores de R? dos compostos 110I-N.

Peptoide R?
1101 0,59
110J 0,53
110K 0,58
110L 0,65
110M 0,11
110N 0,63

As estruturas analisadas apresentaram valores razodveis de R?, entretanto na
literatura, ndo foi encontrado um valor minimo de R? que institua o processo de
estabilizacdo do fluoroforo ser por transferéncia de carga intramolecular. Mas valores de
R? acima de 0,7 indicam 6timas estabilizacdes por tal mecanismo.”® Com isso se pode
concluir que o processo de ICT é coerente para os fluor6foros estudados. Entretanto, o
processo pode ndo ser o principal mecanismo de estabilizacdo, pois, provavelmente,
existam significativas interagdes dos fluor6foros com os solventes estudados. Valores de
R? apenas razoaveis indicam algum tipo de variagdo significativa da geometria no seu

estado excitado, como consequéncia da sua modificacdo do momento dipolar.



3.5 Imageamento Celular.

Todos os peptoides produziram sinais de fluorescéncia na faixa do azul e os melhores
resultados foram obtidos em comprimentos de onda de emisséo entre 420-460 nm.” Para
todos os péptidos testados, nenhuma fotodegradacdo foi detectada nas condicGes de
operagdo normais durante o processo de aquisicdo das imagens . O sinal de fluorescéncia
produzido pelos peptoides 1101, 110L e 110N foi distribuidos por todo o citoplasma,
concluindo-se que ha uma tendéncia destes marcadores se acumularem na regido
perinuclear, como se observa na Figura 32 marcados pelas setas amarelas (imagens A e C).
As células em todas as amostras testadas mostram aspectos morfoldgicos normais como foi
observado por microscopia de contraste de fase, imagens B e D, 0 que sugere ndo haver

efeitos citotoxicos produzidos pela incubacéo das células com os peptoides.

Figura 32. Perfil de fluorescéncia de células MCF-7 ( linhagem celular de adenocarcinoma da mamaria
humana) incubadas com peptoides 110L (superior esquerdo), 110N (superior direito) e 1101 (inferior). As
Imagens A e C sdo amostras de células vivas e fixas, respectivamente. As imagens B e D mostram 0s
aspectos morfoldgicos normais das amostras através de microscopia de contraste de fase . Setas amarelas
indicam o padréo de coloracdo fluorescente (azul) com propagacdo através do citoplasma da célula com o
acumulo perto do ntcleo. Nenhum sinal fluorescente pode ser detectado dentro dos ndcleos celulares “N”.
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O peptoide 110K contém caracteristicas fluorescentes distintas. Esta molécula
produziu maior intensidade de fluorescéncia que foi acumulada perto dos ndcleos de
células em uma regido definida acentuada (Figura 33, setas amarelas da imagem A) . Este
padréo de fluorescéncia foi consistente em todos 0s ensaios e demonstrou uma coloragao
especifica para as mitocdndrias. Nenhuma coloracdo foi detectada dentro dos ndcleos das
células. Embora os peptdides tenham dimensdes que permitam a passagem dos mesmos
através de poros nucleares nenhuma das quatro moléculas testadas se comportaram desta
forma. Este resultado sugere que ndo ha afinidade entre os peptoides testados e moléculas

no interior dos nicleos.

Figura 33. Perfil de fluorescéncia de células MCF-7 incubadas com peptéides 110K. As Imagens A e C sdo
amostras de células vivas e fixas, respectivamente. As imagens B e D mostram os aspectos morfoldgicos
normais das amostras através de microscopia de contraste de fase. Setas amarelas indicam o padrdo de
coloragdo fluorescente (azul) com propagacdo através do citoplasma da célula com o acimulo perto do
nucleo . Nenhum sinal fluorescente pode ser detectado dentro dos nucleos celulares “N”.

O padréo de fluorescéncia observado nas células de mamiferos a partir de péptido
110K ¢ idéntico ao padrdo de fluorescéncia obtido a partir de ensaios de coloracdo do
marcador comercial Mitotracker™. Tanto com o peptdide 110K quanto para
Mitotracker ™ se observaram actimulos de coloracéo perto dos nucleos e ligeira coloragéo
no citoplasma, ocorrendo uma distribuicdo mitocondrial tipica desta linhagem celular. Os
resultados obtidos pelo marcador Mitotracker™ confirmaram a expectativa de que o
peptdide 110K poderia marcar mitocondrias seletivamente. A Figura 34 (imagens A e C)
mostra a distribuicdo de fluorescéncia no citoplasma quando corado com peptoide 110K
(azul) e Mitotracker ™ (vermelho), respectivamente. A imagem D mostra a sobreposic&o

de canal de fluorescéncia de ambos 0s compostos. As setas amarelas sdo indicacfes de
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acumulo de coloracdo na regido do citoplasma das células, a mesma regido observada
quando utilizado o Mitotracker™. A distribuicdo da fluorescéncia foi idéntica em ambos
os marcadores, as imagens dos dois marcadores foram sobreposicionadas e, como
resultado, obteve-se uma cor purpura clara. Estes resultados demonstram que o peptdide
110K eleva-se como um inédito e potente marcador mitocondrial permeéavel para a
membrana celular. Foram feitas imagens de contraste de fase para todas as amostras
(imagem B) geradas para verificar aspectos morfologicos das células e ndo foi observada

alteracdo nas células MCF-7.

Figura 34. Perfil de fluorescéncia de células MCF-7 incubadas com peptéide 110K e Mitotracker™ .
Imagens de A e C mostram padrdo de fluorescéncia de células incubadas com o peptdide 110K e
Mitotracker ™ respectivamente. As setas amarelas indicam o acimulo na regido do citoplasma em ambos
os marcadores. A imagem D foi produzida pela sobreposicéo das imagens de fluorescéncia azul e vermelha, a
cor purpura clara produzida demonstra que ha uma sobreposicdo de coloracdo no citoplasma da célula. A
imagem B mostra os aspectos morfoldgicos das amostras por microscopia de contraste de fase. Os nucleos
sdo identificados pela letra "N".



O ensaio de viabilidade celular ndo apresentou nenhum efeito citotoxico em
células MCF-7 para os peptoides testados. Nenhum efeito nocivo as células foi observado
mesmo quando essas foram incubadas numa solugdo altamente concentrada, dez vezes
mais concentradas em comparagdo aos ensaios de coloracdo. A auséncia de citoxicidade
foi concluida por meio de um ensaio MTT (Figura 35), um ensaio colorimétrico, onde as
moléculas de MTT sofrem redutase mitocondrial e precipitam como cristais de Formazam.
A quantidade de Formazam formado é diretamente proporcional ao numero de células

viaveis, sendo quantizados por espectrofotometria de absorcao.

NNeo _NH
| y N\( REDUTASE MITOCONDRIAL N|
7 9 / >
N N
Br SI N// \(/ N
S_/
MTT FORMAZAN

100

~J
<]

Viabilidade (%)
tn S

CN DMSO 110L 110N 1101 410K

Figura 35. Viabilidade celular apds 24 horas de incubacdo com peptoides 110L , 110N, 110l e 110K em
500 ng / mL . Nenhum efeito citotdxico pode ser observado nas amostras testadas . CN = controle negativo ,
DMSO = dimetilsulféxido.



4. MATERIAIS E METODOS

RMN de 'H e °C: Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometro Bruker
Ascend (600 MHz para *H e 150 MHz para **C) e Varian Mercury Plus (300 MHz para
'H e 75 MHz para **C). Foi utilizado TMS (trimetilsilano) como referéncia interna. As
abreviacdes das multiplicidades dos sinais nos espectros de RMN *H foram utilizadas
segundo a convencdo: s (singleto), sl (singleto largo), d (dubleto), t (tripleto), g
(quadrupleto), gt (quintupleto), st (sextupleto), m (multipleto), dd (duplo dubleto), ddd
(duplo duplo dubleto) e tt (triplo tripleto)

Pontos de Fusdo: Foram medidos com um aparelho 1A9000 Eletrotermal.

Espectrofotdmetro de absorcdo: Os espectros de absorcdo foram obtidos em um
espectrofotometro CaryWin 50 Varian.

Espectrofotdmetro de fluorescéncia: Os espectros de emissdo foram obtidos em um
espectrofotobmetro Cary Eclipse Spectrophotometer Varian. As medidas foram
realizadas com slit de excitacdo e emissdo 5 e 2,5 (para a analise do peptoide 110M em

etanol).

Solventes: Apenas diclorometano, acetato de etila e hexano foram destilados

previamente. Outros solventes foram utilizados sem prévio tratamento.
Reagentes liquidos: Todos os reagentes liquidos foram destilados antes do uso.

Métodos cromatograficos: Foram utilizadas placas de cromatofolhas de aluminio
revestidas com silica gel 60 F254 Merck, no acompanhamento das reacGes por
cromatografia em camada delgada. Quando necessaria a purificacdo dos compostos, foi
utilizada cromatografia de adsorcédo e coluna, sendo a fase estacionaria silica gel (70-

230 mesh) e a fase moével descrita posteriormente.

Cultura de células: O MCF-7 (células de adenocarcinoma mamario humano) foi
mantido em meio de cultura apropriado, tal como recomendado pela ATCC (American
Type Culture Collection), suplementado com 10% de soro fetal bovino acrescido de
100 U.I/ mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina a 37°C , em 5% atmosfera de
CO..



e Ensaio de fluorescéncia: As células foram semeadas em Iaminas de vidro redondas de
13 mm na parte inferior de uma placa de 24 cavidades e deixadas para adsor¢ao durante a
noite. Lavou-se trés vezes com meio isento de soro para a remocdo das células ndo
aderentes. Depois de atingir a confluéncia, as células foram separadas em duas amostras
(amostras vivas e amostras fixas). As amostras vivas foram incubadas durante 30 minutos
em 50 ng/mL com um dos peptoides identificados como solu¢do 110L, 110N, 1101 e 110K
a 37°C. Estas amostras foram lavadas trés vezes com tampdo fosfato salino (pH 7,4) a
temperatura ambiente e fixados em formaldeido a 3,7% durante 30 minutos. As amostras
foram novamente lavadas trés vezes com tampédo (pH 7,4) a temperatura ambiente e as
laminas foram montadas sobre ldminas de vidro usando ProLong Gold Antifade
(Invitrogen, OR, EUA). As amostras fixadas foram lavadas trés vezes em PBS (pH 7,4) e,
em seguida, 3,7% de formaldeido durante 30 minutos. Ap0s o procedimento, as amostras
foram lavadas trés vezes em PBS (pH 7,4) a temperatura ambiente e incubadas durante 30
minutos em 50 ng/mL com uma solugdo de peptoOides, a temperatura ambiente. As
amostras foram lavadas trés vezes em PBS (pH 7,4) a temperatura ambiente e as laminas
foram montadas sobre lamina de vidro usando ProLong Gold Antifade (Invitrogen, OR,
EUA). O controlo negativo foi realizado por incubacdo de amostras em 1% de DMSO
(dimetil suféxido), usado como solvente. As amostras foram analisadas usando uma Leica
SP5 microscopia confocal TCS e excitado usando comprimento de onda de 405 nm. Todos
os ensaios foram realizados em triplicata e foram feitas trés repeti¢ces para cada amostra

celular e condicao experimental.

e Ensaio de viabilidade celular: As células MCF-7, foram incubadas com o péptido
110K a 50 ng / ml durante 24 horas e analisadas por ensaio com padrdo de MTT (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio), seguindo as recomendacdes do fabricante (R & D
System Inc, MN, EUA). Resumidamente, 3x10° células foram semeadas em placa de 96
cavidades e mantidas durante a noite a 37 °C. Estas amostras teste foram incubadas em
solucdo 500 ng/mL de peptoides 1101, 110L, 110N e 110K durante 24 horas. As células
incubadas com DMSO nas mesmas condi¢cdes e células mantidas apenas em meio de
cultura foram utilizadas como controle positivo e negativo, respectivamente. As amostras
foram incubadas com 150 pL de solu¢do de MTT (0,5 mg/mL) em meio de cultura de
células durante 4 horas, no escuro, a 37 °C. MTT é reduzido por células metabolicamente

ativas para cristais roxos de Formazan insollveis que foram acumulados no interior do
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citoplasma das células. A solu¢do de MTT foi removida e foram adicionados 200 uL de
DMSO em todas as amostras, a fim de solubilizar os cristais de Formazan. A placa foi
colocada no espectrofotdometro Spectramax M5 (Molecular Devices, CA, EUA) e o
comprimento de onda 6timo para a absorbancia foi de 570 nm. O ensaio de MTT foi
realizado em triplicata e foram feitos trés ensaios independentes. A inibic&o da viabilidade
celular foi determinada por avaliacdo do resultado de MTT obtidos para as amostras de
teste, em comparacdo com as amostras de controle nas mesmas condicfes, apds a
expressdo [Sobrevivéncia% = [(Amostra testada - Branco) / (Amostra Controle - Branco)]
x 100. Os resultados foram submetidos a ANOVA com pds-teste de Bonferroni utilizando
GraphPad Prism verséo 5.00 para Windows, GraphPad Software, (San Diego CA, EUA).

Ensaio de sobreposicdo do peptdide 110K e Mitotracker™: A fim de confirmar a
evidéncia morfolégica de que o peptdide 110K € acumulado nas mitocondrias, foi
realizado um ensaio de sobreposicdo com 110K e o marcador de mitocondrias comercial
Mitotracker™ (ThermoFisher Scientific, Nova lorque, EUA). Resumidamente, 3 x 10°
celulas MCF-7 foram semeadas em laminas de vidro redondas de 13mm sobre o fundo de
uma placa de 24 cavidades, deixou-se aderir durante a noite e lavou-se trés vezes com meio
isento de soro para a remocao de células ndo aderentes. Depois de atingir a confluéncia, as
amostras foram incubadas durante 30 minutos a 37 °C com 10 ng/mL de 110K mais 100
nM de Mitotracker™. As amostras foram lavadas trés vezes em PBS (Tampdo de fosfato
salino), pH 7,4 a 37 °C e as células foram fixadas em solucdo de formaldeido a 3,7%
durante 30 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram lavadas trés vezes em PBS
e as laminas foram montadas sobre laminas de vidro usando ProLong Antifade (Invitrogen,
OR, EUA). O controle negativo foi realizado por incubacdo de amostras em 2% de DMSO.
As amostras foram analisadas usando uma Leica SP5 microscopia confocal TCS. Todos 0s

ensaios foram realizados em triplicata e foram feitos em trés repetic6es independentes.
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¢ Procedimento geral para a sintese de isocianetos:

Em um baldo de 500 mL contendo 30 mL de H,O, adicionou-se 0,75 mols de
NaOH sob agitacdo magnética. Uma mistura de 0,2 mols da amina, 0,1 mols de
cloroférmio e 0,90 mmols de cloreto de tetraetilam6nio em 30 mL de diclorometano foi
adicionada a solucdo gota a gota com auxilio de um funil de adi¢do. A mistura foi colocada
sob refluxo durante 2 h e mais 1 h sob agitacdo magnética. A reacdo foi diluida em 80 mL
de agua gelada. A fase organica foi separada e retida, enquanto que a fase aquosa foi
extraida com 10 mL de diclorometano (trés vezes) e depois lavada com 10 mL de &gua e
10 mL de brine. Posteriormente, a fase extraida foi seca com sulfato de sodio e o0 agente de
secagem foi removido por filtragio. Os produtos foram purificados via coluna

cromatografica, sendo a fase movel diclorometano.

Isocianobenzeno (13A)

SN

Obteve-se o isocianeto 13A, seguindo o procedimento geral para
sintese de isocianetos, utilizando-se anilina (0,2 mols). O composto 13A foi obtido em
43% de rendimento, apds purificacdo em coluna cromatografica (CH,Cl,). como um

liquido amarelo
RMN *H (300 MHz; CDCls): & 7,40 a 7,36 [m, 5H]
RMN *3C (75 MHz; CDCly): 6 163,7; 146,3; 129,3; 129,1; 128,3; 118,4; 115,0.
(R)-isocianoetilbenzeno (13B)
NC
Obteve-se o isocianeto 13B, seguindo o procedimento geral para sintese de
isocianetos, utilizando-se (R)-(-)-o-metilbenzilamina (0,2 mols). O composto 13B foi

obtido em 39% de rendimento, obteve-se liquido amarelo ap6s purificacdo em coluna

cromatografica (CH,Cl,).

RMN H (300 MHz; CDCl3): & 7,44 a 7,35 [m, SH]; 4,84 [sl, 1H]; 1,69 a 1,65 [m,
3H].

RMN *3C (75 MHz; CDCls):  156,0; 138,2; 128,6; 127,9; 125,0; 118,4; 24,7.



Isocianeto de butila (13C)

<Ne Obteve-se o isocianeto 13C, seguindo o procedimento geral para sintese de
isocianetos, utilizando-se butilamina (0,2 mols). O composto 13C foi obtido em 48% de
rendimento, obteve-se um liquido incolor apds purificagdo em coluna cromatografica
(CH.CL,).

RMN 'H (300 MHz; CDCl3): & 3,39 [tt, 2H, 6,7 ¢ 1,9 Hz]; 1,69 a 1,63 [m, 2H];
1,50 a 1,44 [sx, 2H]; 0,95 [t. 3H, J= 7,3 Hz]

RMN %3C (75 MHz; CDCls): § 155,7; 41,2; 31,0; 19,3; 12,9

e Procedimento para a sintese do acido de Meldrum:

>

o 0

P

malbnico e 80 mL de anidrido acético. A suspensdo foi resfriada a 0 °C e adicionou-se 1,5

O Em um baldo de 500 mL foram adicionados 0,5 mol de &cido

mL de &cido sulfurico sob forte agitacdo magnética. A temperatura foi elevada entre 15 e
17 °C e entdo foram colocados 38 mL de acetona gota a gota. A mistura foi colocada em
repouso no freezer durante 16 h. Os cristais obtidos foram filtrados sob vacuo e lavados
com acetona e agua gelada. O filtrado foi novamente levado ao freezer durante 8 h e foram
tratados com o mesmo procedimento. O produto foi purificado via recristalizacdo em

acetona e foram obtidos cristais incolores (p.f.= 92 a 96 °C) em 62% de rendimento.
e Procedimento geral para a sintese dos derivados de cumarina:

Em um baldo de 50 mL contendo uma suspensdo de 1 mmol do salicilaldeido
correspondente em 10 mL de agua foram adicionados 1,2 mmol do acido de Meldrum e
0,20 mmol de acetato de amdnio. A mistura foi agitada em temperatura ambiente entre 1 h
e 24 h, dependente do substituinte do salicilaldeido. O precipitado formado foi seco a
vacuo e lavado com 4gua e etanol gelado. Quando necesséario, a purificacdo foi feita

utilizando a técnica de recristalizagdo em metanol.



e Procedimento geral para a reacdo de Ugi:

Em um baldo de 50 mL contendo uma soluc¢do de 1,0 mmol da amina em 20 mL
de metanol foi adicionado 1,0 mmol do aldeido correspondente, agitando-se a mistura
durante 1 h em temperatura ambiente. ApOs esse tempo, 1,0 mmol do derivado de
cumarina foi adicionado e, ap6s 15 min. Foi adicionado 1,0 mmol do isocianeto. A mistura
foi agitada em temperatura ambiente entre 6 h e 72 h. A mistura foi concentrada sob vacuo
e purificada via recristalizacdo em &gua/acetona. Quando pertinente, a técnica de

cromatografia em coluna foi utilizada, gerando os respectivos peptoides puros.
3-4cido carboxilico-cumarina (104A)
o)
@Cfo“
o~ ~o

sintese de derivados de cumarinas, utilizando-se o aldeido 103A (1,0 mmol). Apés 1h sob

Obteve-se o derivado 104A, seguindo o procedimento geral para

agitacdo em temperatura ambiente um solido branco (p.f.= 190 a 194°C) foi obtido com

86% de rendimento, ndo sendo necessario purificacdo.

RMN H (300 MHz; CDCly): & 12,24 [sl, 1H]; 8,96 [s, 1H]; 7,82 a 7,77 [m, 2H];
7,52 a 7,48 [m, 2H];

RMN C (75 MHz; CDCls): & 164,0; 162,4; 154,6; 151,5; 135,7; 130,5; 126,2;
118,5; 117,2; 114,9.

7-(dietilamino)-cumarina- 3-acido carboxilico (104B)

0
~N o0 o
) Obteve-se 0 derivado 104B, seguindo o procedimento geral

para sintese de derivados de cumarinas, utilizando-se o aldeido 103B (1,0 mmol). Apos 24
h sob agitacdo em temperatura ambiente um sélido laranja (p.f.= 220 a 224°C) foi obtido

com 73% de rendimento apos recristalizacdo com metanol.



RMN *H (600 MHz; CDCls): & 12,24 [sl, 1H]; 8,66 [s, 1H]; 7,46 [d, 1H, J= 9,2
Hz]; 6,72 [dd, 1H, J=9,2 e 2,6 Hz]; 6,54 [d, 1H, J= 2,6 HZz]; 3,50 [q, 4H, J=7,1
Hz]; 1,28 [t, 6H, J= 7,2 Hz].

RMN *3C (150 MHz; CDCly):  165,5; 164,4; 158,0; 153,7; 150,3; 131,9; 110,9;
108,6; 105,7; 96,9; 45,3; 12,4.

Peptoide 110A

N
NN 7<

para a reacdo de Ugi, utilizando-se benzaldeido (1,0 mmol), anilina (1,0 mmol), derivado

Obteve-se 0 peptdide 110A, seguindo o procedimento geral

de cumarina 104a (1,0 mmol) e isocianeto de terc-butila (1,0 mmol). Apos 6h sob agitacao
em temperatura ambiente um sélido branco (p.f.= 135 a 141°C) foi obtido com 62% de

rendimento apos recristalizagdo com agua/acetona.

RMN 'H (300 MHz; CDCly): & 7,76 [s, 1H]; 7,49 a 7,46 [m, 1H]; 7,41 [dd, 1H, J=
7,7 e 1,5 Hz]; 7,24 a 7,18 [m, 8H]; 7,13 [sl, 2H]; 7,05 a 7,03 [m, 3H]; 6,37 [s,
1H]; 6,19 [s, 1H]; 1,44 [s, 9H].

RMN C (75 MHz; CDCls): & 168,1; 165,4; 158,0; 153,7; 142,0; 139,1; 134,2;
132,4; 130,4; 129,9; 128,6; 128,4; 128,3; 128,2; 128,1; 125,9; 124,7; 118,0;
116,7; 66,4; 51,9; 28,7.

Peptdide 110B

O H
N

NN <
©\/O\/\K;\Ph0

a reacdo de Ugi, utilizando-se N,N-dimetil benzaldeido (1,0 mmol), anilina (1,0 mmol),

Obteve-se 0 peptoide 110B, seguindo o procedimento geral para

derivado de cumarina 104A (1,0 mmol) e isocianeto de terc-butila (1,0 mmol). Apds 24h
sob agitagdo em temperatura ambiente um solido amarelo (p.f.= 165 a 169°C) foi obtido

com 91% de rendimento apds recristalizacdo com agua/acetona.



RMN *H (300 MHz; CDCly): & 7,74 [s, 1H]; 7,47 a 7,44 [m, 1H]; 7,39 [dd, 1H, J=
7,7e15Hz]; 7,22a7,17 [m, 4H]; 7,06 a 7,01 [m, 6H]; 6,53 a 6,51 [m, 2H]; 6,07
[s, 1H]; 2,89 [s, 6H]; 1,41 [s, 9H].

RMN *C (75 MHz; CDCls): & 168,8; 165,2; 158,0; 153,6; 150,2; 141,7; 139,4;
132,2; 131,2; 130,1; 129,1; 128,8; 128,4; 128,3;: 128,2; 127,9; 126,0; 124,6;
121,2; 118,0; 116,6; 113,7; 112,3; 111,9; 66,0; 51,7; 40,2; 28,7.

Peptoide 110C

NO,
% H

COLNs
Ph O . : .
0" "0 Obteve-se 0 peptdide 110C, seguindo o procedimento geral para a

reacdo de Ugi, utilizando-se para-nitrobenzaldeido (1,0 mmol), anilina (1,0 mmol),

derivado de cumarina 104A (1,0 mmol) e isocianeto de terc-butila (1,0 mmol). Apds 6h

sob agitacdo em temperatura ambiente um sélido amarelo (p.f.= 198 a 200°C) foi obtido

com 60% de rendimento apos recristalizacdo com agua/acetona.

RMN H (300 MHz; CDCls): & 8,06 a 8,04 [m, 2H]; 7,85 [s, 1H]; 7,52 [ddd, 1H,
J=84;72¢e 1,7 Hz] 7,46 [dd, J= 1H, 7,7 e 1,5 Hz]; 7,42 [d, 2H, 8,4 Hz]; 7,28
[dd, 1H, J= 7,5 e 0,9 Hz]; 7,22 [d, 1H, J= 8,4 Hz]; 7,09 [m, 6H]; 6,32 [s, 1H];
1,50 [s, 9H].

RMN *C (75 MHz; CDCls): & 166,9; 165,7; 158,2; 147,4; 142,9; 141,6; 138,6;
133,0; 131,5; 129,4; 129,1; 128,7; 128,6; 125,3; 125,0; 123,2; 117,9; 116,9; 65,4;
52,4, 30,9; 28,7.



Peptoide 110D

0\

0]

O H
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a reacdo de Ugi, utilizando-se piperonal (1,0 mmol), anilina (1,0 mmol), derivado de

Obteve-se 0 peptdide 110D, seguindo o procedimento geral para

cumarina 104A (1,0 mmol) e isocianeto de terc-butila (1,0 mmol). Apds 6h sob agitacdo
em temperatura ambiente um solido branco (p.f.= 110 a 113°C) foi obtido com 85% de

rendimento apos recristalizacdo com agua/acetona.

RMN *H (300 MHz; CDCly): & 7,76 [s, 1H]; 7,49 a 7,41 [m, 2H] 7,24 a 7,07 [m,
7H]; 6,71 a 6,63 [m, 3H]; 6,41 [sl, 1H]; 6,08 [s, 1H]; 5,88 [s, 2H]; 1,44 [s, 9H].

RMN 3C (75 MHz; CDCly): 5 168,2; 165,4; 161,3; 147,5; 142,1; 139,0; 132,5;
130,0; 128,7; 124,7; 124,5; 118,0; 116,7; 113,8; 110,7; 108,0; 101,1; 66,0; 52,0;
28,7.

Peptdide 110E
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o0 Ph O

para a reacdo de Ugi, utilizando-se benzaldeido (1,0 mmol), anilina (1,0 mmol), derivado

Obteve-se 0 peptdide 110E, seguindo o procedimento geral

de cumarina 104A (1,0 mmol) e isocianeto de butila (2,0 mmol). Apds 6h sob agitacdo em
temperatura ambiente um soélido branco (p.f.= 202 a 205°C) foi obtido com 85% de

rendimento apos recristalizagdo com agua/acetona.

RMN *H (600 MHz; CDCl5): & 7,79 [s, 1H]; 7,50 a 7,47 [m, 1H]; 7,42 [dd, 1H, J=
7,7 e 1,1 Hz]; 7,25 a 7,20 [m, 5H]; 7,19 a 7,03 [m, 7H]; 6,76 [sl, 1H]; 6,31 [s,
1H]; 3,43 a 3,40 [m, 2H]; 1,59 [qt, 2H, J= 7,3HZz]; 1,41 a 1,35 [m, 2H]; 0,93 [t,
3H, J=7,5 Hz].



RMN *C (150 MHz; CDCls): & 168,9; 165,4; 158,2; 153,7; 142,2; 139,0; 133,9;
132,5; 130,5; 128,6; 128,4; 128,3; 128,1; 125,9; 124,7; 118,0; 116,7; 66,0; 39,9;
31,4; 20,1; 13,7

Peptoide 110F
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para a reagdo de Ugi, utilizando-se N,N dimetil benzaldeido (1,0 mmol), anilina (1,0

Obteve-se 0 peptdide 110F, seguindo o procedimento geral

mmol), derivado de cumarina 104A (1,0 mmol) e isocianeto de butila (2,0 mmol). Apos
24h sob agitacdo em temperatura ambiente um solido amarelo (p.f.= 155 a 159°C) foi
obtido com 52% de rendimento apds recristalizacdo com agua/acetona.

RMN *H (600 MHz; CDCls): & 7,76 [s, 1H]; 7,49 a 7,45 [m, 1H]; 7,40 [d, 1H, J=
7,7 Hz]; 7,24 a 7,14 [m, 4H]; 7,04 [t, 5H, J= 7,9 HZz]; 6,55 [s, 2H]; 6,36 [s, 1H];
6,18 [s, 1H]; 3,37 [t, 2H, J=6,2 Hz] 2,89 [s, 6H]; 1,58 a 1,52 [m, 2H]; 1,39 a 1,33
[m, 2H]; 0,93 a2 0,91 [m, 3H].

RMN **C (150 MHz; CDCls): § 169,7; 165,3; 158,1; 153,7; 142,0; 139,4; 132,3;

131,4; 130,1; 128,5; 128,4; 128,0; 128,1; 126,1; 124,7; 118,1; 116,7; 65,7; 40,4;
39,8; 31,5; 20,1; 13,7.

Peptdide 110G

0\
O
o H
©\/YLN No~~"
00 Ph O

para a reacdo de Ugi, utilizando-se piperonal (1,0 mmol), anilina (1,0 mmol), derivado de

Obteve-se 0 peptdide 110G, seguindo o procedimento geral

cumarina 104A (1,0 mmol) e isocianeto de butila (2,0 mmol). Apés 24h sob agitacdo em
temperatura ambiente um sélido branco (p.f.= 164 a 168°C) foi obtido com 51% de

rendimento apos recristalizacdo com agua/acetona.



RMN *H (600 MHz; CDCls): § 7,79 [s, 1H]; 7,50 a 7,42 [m, 2H]; 7,25 a 7,07 [m,
7H]; 6,78 a 6,62 [m, 4H]; 6,20 [s, 1H]; 6,55 [s, 2H]; 5,88 [s, 2H]; 6,18 [s, 1H];
3,42 23,39 [m, 2H]; 1,62 a 1,58 [m, 2H]; 1,41 a 1,37 [m, 2H]; 0,94 [t, 3H, J=7,3
Hz].

RMN °C (150 MHz; CDCly): & 168,9; 165,4; 153,7; 147,5; 142,2; 138,9; 132,5;

130,0; 128,7; 128,4; 128,2; 127,5; 125,8; 124,8; 124,5; 118,0; 116,7; 110,7;
65,6; 40,0; 31,4; 20,1; 13,7.

Peptoide 110H
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para a reacdo de Ugi, utilizando-se para-nitrobenzaldeido (1,0 mmol), anilina (1,0 mmol),

Obteve-se 0 peptdide 110H, seguindo o procedimento geral

derivado de cumarina 104A (1,0 mmol) e isocianeto de butila (2,0 mmol). Apds 24h sob
agitacdo em temperatura ambiente um solido branco (p.f.= 158 a 161°C) foi obtido com

40% de rendimento apds recristalizacdo com agua/acetona.

RMN H (600 MHz; CDCls): 5 8,04 a 8,03[m, 2H]; 7,88 [s, 1H]; 7,53 [ddd, 2H,
J=8,57,2e 15 Hz]; 7,47 [dd, 1H, J= 7,9 e 1,3 Hz]; 7,43 a 7,41 [m, 2H]; 7,30 a
7,27 [m, 2H]; 7,22 [d, 1H, J= 8,4 Hz]; 7,10 a 7,08 [m, 4H]; 6,44 [s, 1H]; 3,48 a
3,45 [m, 2H]; 1,68 a 1,63 [m, 2H]; 1,46 a 1,40 [m, 2H]; 0,97 [t, 3H, J= 7,3 Hz].

RMN **C (150 MHz; CDCls): § 167,6; 165,6; 158,5; 153,7; 147,4; 143,1; 141 4;
138,5; 133,0; 131,5; 129,4; 129,3; 129,1; 128,7; 125,3; 125,1; 124,0; 123,2;
121,0; 117,8; 116,8; 65,0, 40,0; 31,3; 20,1; 13,7.



Peptoide 1101
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para a reacdo de Ugi, utilizando-se benzaldeido (0,5 mmol), anilina (0,5 mmol), derivado

Obteve-se o0 peptoide 1101, seguindo o procedimento geral

de cumarina 104B (0,5 mmol) e isocianeto de terc-butila (0,5 mmol). Apds 24h sob
agitacdo em temperatura ambiente um solido verde (p.f.= 209 a 213°C) foi obtido com
82% de rendimento apds recristalizacdo com agua/acetona.

RMN *H (600 MHz; CDCls): § 7,72 [s, 1H]; 7,20 a 7,15 [m, 7H]; 7,07 a 7,00 [m,
6H]; 6,52 [dd, 1H, J=9 e 2,4 HZz]; 6,31 [d, 1H, J=2,6 HZz]; 6,29 [s, 1H]; 3,36 [q,
4H, J= 7,3 Hz]; 1,47 [s, 9H]; 1,17 [t, 6H, J= 7,2 Hz].

RMN **C (150 MHz; CDCls): 6 168,5; 167,0; 159,1; 156,8; 151,4; 143,6; 139,6;
134,7; 130,5; 129,7; 129,6; 128,2; 128,0; 127,8; 127,4; 109,1; 97,0; 66,2; 51,9;

44.8; 28,7; 12,3.

EMAR (ISE) m/z: calculado para [M+H]" CsH3sN304: 526,2700; encontrado:
526,2706.

Peptdide 110J
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para a reacdo de Ugi, utilizando-se N,N dimetil benzaldeido (0,5 mmol), anilina (0,5

Obteve-se 0 peptdide 110J, seguindo o procedimento geral

mmol), derivado de cumarina 104B (0,5mmol) e isocianeto de terc-butila (0,5mmol). Apos
72h sob agitacdo em temperatura ambiente um solido amarelo (p.f.= 102 a 105°C) foi

obtido com 35% de rendimento apds coluna cromatografica (40% AcOEt/DCM).



RMN *H (600 MHz; CDCls): § 7,64 [s, 1H]; 7,16 [d, 1H, 9,2 Hz]; 7,05 a 7,00 [m,
6H]; 6,67 [d, 1H, 8,1 Hz]; 6,62 [d, 1H, 8,4 Hz]; 6,52 a 6,48 [m, 3H]; 6,31 [d, 1H,
J= 2,2 Hz]; 6,13 [s, 1H]; 3,35 [q, 4H, 7,0 Hz]; 2,86 [s, 6H]; 1,43 [s, 9H]; 1,16 [t,
6H, J= 7,0 Hz].

RMN *3C (150 MHz; CDCly): & 169,1; 166,7; 143,2; 131,3; 129,9; 129,5; 128,2;
127,4;112,4; 112,0; 109,0; 107,5; 97,0; 66,0; 51,7; 44,8; 40,4; 28,8; 12,4.

Peptoide 110K
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para a reacdo de Ugi, utilizando-se piperonal (0,5 mmol), anilina (0,5 mmol), derivado de

Obteve-se 0 peptoide 110K, seguindo o procedimento geral

cumarina 104B (0, 5mmol) e isocianeto de terc-butila (0,5 mmol). Apo6s 72h sob agitacao
em temperatura ambiente um solido amarelo (p.f.= 225 a 230°C) foi obtido com 36% de

rendimento apos coluna cromatogréafica (40% AcOEt/DCM).

RMN H (600 MHz; CDCls): 5 7,70 [s, 1H]; 7,19 [d, 1H, J= 8,8 Hz]; 7,07 a 7,02
[m, 6H]; 6,70 a 6,67 [m, 2H]; 6,60 [d, 1H, J= 8,8 Hz]; 6,52 [dd, 1H, J= 9,0 e 2,4
Hz]: 6,31 [d, 1H, 2,2 Hz]; 6,20 [s, 1H]; 5,85 [q, 2H, J= 1,5 Hz] 3,36 [q, 4H, J=
7,0 Hz]; 1,47 [s, 9H]; 1,16 [t, 6H, J= 7,2 Hz].

RMN 3C (150 MHz; CDCls): 5 168,5; 167,0; 159,2; 156,8; 151,5; 147, 3; 143,6;
129,7; 128,4; 127,6; 124,5; 117,9; 110,9; 109,2; 107,9; 101,0; 97,0; 65,9; 51,9;
44.9; 28,7; 12,4.

EMAR (ISE) m/z: calculado para [M+H]" Cs3H3sN306: 570,2599; encontrado:
570,2593.



Peptoide 110L
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geral para a reacdo de Ugi, utilizando-se benzaldeido (0,5 mmol), anilina (0,5mmol),

Obteve-se 0 peptoide 110L, seguindo o procedimento

derivado de cumarina 104B (0,5 mmol) e isocianeto de butila (1,0 mmol). Ap6s 24h sob
agitacdo em temperatura ambiente um solido verde (p.f.= 197 a 199°C) foi obtido com

70% de rendimento apds recristalizacdo em agua/acetona.
RMN *H (600 MHz; CDCls): & 7,75 [s, 1H]; 7,50 [sl, 1H]; 7,22 a 7,13 [m, 6H];
7,05 26,99 [m, 5H]; 6,53 [dd, 1H, J=9 e 2,4 Hz]; 6,42 [s, 1H]; 6,20 [s, 1H]; 3,49
a 3,41 [m, 2H]; 3,36 [q, 4H, J= 7,0 Hz]; 1,41 a 1,38 [m, 2H]; 1,17 [t, 6H, J= 7,0
Hz]; 0,96 [t, 3H, J= 7,3 Hz].
RMN **C (150 MHz; CDCls): 6 169,3; 167,0; 159,4; 156,8; 151,5; 143,8; 139,5;
134,5; 130,5; 129,8; 129,6; 128,3;128,1; 127,9; 127,5; 109,5; 97,2; 65,8; 45,0;

39,8; 31,4, 20,2; 13,8; 12,3.

EMAR (ISE) m/z: calculado para [M+H]" CsH3sN304: 526,2700; encontrado:
526,2699.

Peptdide 110M
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geral para a reagdo de Ugi, utilizando-se N,N dimetil benzaldeido (0,5mmol), anilina (0,5

Obteve-se 0 peptoide 110M, seguindo o procedimento

mmol), derivado de cumarina 104B (0,5 mmol) e isocianeto de butila (1,0 mmol). Apés
24h sob agitacdo em temperatura ambiente um sélido amarelo (p.f.= 170 a 176°C) foi

obtido com 37% de rendimento apds coluna cromatografica (40% AcOEt/DCM).



RMN H (600 MHz; CDCls): 5 7,68 [s, 1H]; 7,46 [d, 1H, 9,2 Hz]; 7,18 [d, 1H, 8,8
Hz]; 7,13a 7,07 [m, 2H]; 7,05a 7,00 [m, 5H]; 6,52 a 6,50 [m, 3H]; 6,31 [d, 1H,
J=2,2 Hz]; 6,26 [s, 1H]; 3,40 a 3,38 [m, 2H]; 3,36 [m, 4H]; 2,87 [s, 6H]; 1,61 a
1,58[m, 2H]; 1,40 a 1,36 [m, 2H]; 1,16 [t, 6H, J= 7,0 Hz]; 0,93 [t, 3H, J= 7,5 Hz].

RMN *3C (150 MHz; CDCly): & 169,9; 166,9; 159,3; 158,1; 156,7; 153,8; 151,3;
150,3; 143,4; 134,5; 132,0; 131,4; 129,8; 129,7; 128,3; 128,2; 127,4; 110,9;
109,1; 107,5; 97,0; 65,6; 45,3; 44,8; 39,8; 31,5; 20,2; 13,8; 12,4.

Peptdide 110N
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geral para a reacdo de Ugi, utilizando-se piperonal (0,5 mmol), anilina (0,5 mmol),

Obteve-se 0 peptdide 110N, seguindo o procedimento

derivado de cumarina 104B (0,5 mmol) e isocianeto de butila (1,0 mmol). Apds 24h sob
agitacdo em temperatura ambiente um soélido amarelo (p.f.= 200-202°C) foi obtido com
35% de rendimento apos coluna cromatografica (40% AcOEt/DCM).

RMN *H (600 MHz; CDCls): 5 7,68 [s, 1H]; 7,46 [d, 1H, 9,2 Hz]; 7,18 [d, 1H, J=
8,8 Hz]; 7,13 a 7,07 [m, 2H]; 7,05 a 7,00 [m, 5H]; 6,52 a 6,50 [m, 3H]; 6,31 [d,
1H, J= 2,2 Hz]; 6,26 [s, 1H]; 3,40 a 3,38 [m, 2H]; 3,36 [m, 4H]; 2,87 [s, 6H];
1,61 a 1,58[m, 2H]; 1,40 a 1,36 [m, 2H]; 1,16 [t, 6H, J= 7,0 Hz]; 0,93 [t, 3H, J=
7,5 Hz].

RMN **C (150 MHz; CDCls): § 169,2; 167,0; 159,4; 156,8; 147,3; 147,2; 143,7;
139,4; 129,8; 129,6; 128,4; 128,2; 127,6 124,5; 110,9; 107,8; 101,0; 65,3; 45,1;
39,9; 31,4, 20,2; 13,8; 12,3.

EMAR (ISE) m/z: calculado para [M+H]" Cs3H3sN306: 570,2599; encontrado:
570,2598.



5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Um acervo considerdvel de catorze peptoides, foram preparados através de uma
sintese relativamente simples e limpa. Todos os produtos sintetizados sdo inéditos na
literatura até o presente momento.

Também foram realizados estudos fotofisicos a fim de determinar parametros de
fluorescéncia, bem como entender as estabilizagfes dos compostos em seu estado excitado,
como por exemplo o mecanismo de transferéncia de carga intramolecular (ICT). As
estruturas analisadas apresentaram valores razoaveis de R?, entretanto na literatura néo foi
encontrado um valor minimo de R? que institua o processo de estabilizacdo do fluoréforo
ser por transferéncia de carga intramolecular. Mas valores de R? acima de 0,7 indicam
Otimas estabilizacGes por tal mecanismo. Com isso se pode concluir que o processo de ICT
é coerente para os fluoroforos estudados. Entretanto, o processo pode ndo ser o principal
mecanismo de estabilizacdo, pois provavelmente exista significativas interagdes dos
fluordforos com os solventes estudados.

Para finalizar o projeto, estudos de imageamento celular com alguns peptdides
preparados foram feitos em parceria com o professor Dr. José Raimundo Corréa. Os testes
superaram as expectativas, ja que o peptdide 110K se mostrou um excelente marcador
seletivo para mitocdndrias, além de ndo apresentar citotoxicidade.

As perspectivas do projeto serd comprovar o mecanismo de ICT atraves de

calculos teoricos de DFT. Além da publicacdo dos resultados.
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Anexo 7. RMN *H 600 MHz (CDCl,) do 4cido de Meldrum.
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Anexo 9. RMN *H 600 MHz (CDClI,) da 3-4cido carboxilico cumarina.
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Anexo 10. RMN *3C 150 MHz (CDCl5) da 3-4cido carboxilico cumarina.
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Anexo 11. RMN *H 600 MHz (CDCls) da 7-(dietilamino)-cumarina- 3-acido carboxilico.
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Anexo 12. RMN *3C 150 MHz (CDCl5) da 7-(dietilamino)-cumarina- 3-acido carboxilico.
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Anexo 13. RMN *H 300 MHz (CDCls) do peptdide 110A.
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Anexo 14. RMN *3C 75 MHz (CDCls) do peptéide 110A.
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Anexo 15. RMN *H 300 MHz (CDClIs) do peptéide 110B.
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Anexo 16. RMN *3C 75 MHz (CDCls) do peptdide 110B.
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Anexo 17. RMN *H 300 MHz (CDCls) do peptdide 110C.
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Anexo 21. RMN *H 600 MHz (CDClIs) do peptéide 110E.
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Anexo 22. RMN *3C 150 MHz (CDCl5) do peptéide 110E.
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Anexo 23. RMN *H 600 MHz (CDCls) do peptdide 110F.
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Anexo 24. RMN *3C 150 MHz (CDCI3) do peptdide 110F.
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Anexo 26. RMN *3C 150 MHz (CDCl5) do peptéide 110G.
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Anexo 27. RMN *H 600 MHz (CDClIs) do peptéide 110H.
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Anexo 28. RMN *3C 150 MHz (CDCl5) do pept6ide 110H.
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Anexo 29. RMN *H 600 MHz (CDCls) do peptéide 1101.
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Anexo 32. RMN *H 600 MHz (CDCls) do peptéide 110J.
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Anexo 36. EMAR (ISE) e EM/EM do peptoide 110K.
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Anexo 37. RMN *H 600 MHz (CDClIs) do peptéide 110L.
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Anexo 38. RMN *3C 150 MHz (CDCl5) do peptdide 110L.
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Anexo 39. EMAR (ISE) e EM/EM do peptoide 110L.
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Anexo 40. RMN *H 600 MHz (CDCls) do pept6ide 110M.
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Anexo 41. RMN *3C 150 MHz (CDCl;) do peptéide 110M.
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Anexo 42. RMN *H 600 MHz (CDCls) do pept6ide 110N.
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Anexo 43. RMN *3C 150 MHz (CDClI3) do peptdide 110N.
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Anexo 44. EMAR (ISE) e EM/EM do peptoide 110N.
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