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Resumo

Durante o desenvolvimento tumoral, as células adquirem caracteristicas de malignidade
gue lhes permite sobreviver, proliferar e disseminar para novos tecidos, através da corrente
sanguinea ou linfatica. De modo a satisfazer as suas necessidades, a maioria das células
cancerigenas torna-se auxotrofica para nutrientes e fontes de energia, resultando na
angiogénese e sobreexpressdo de proteinas membranares de transporte, nhomeadamente
transportadores de aminoacidos catiénicos (CAs). Os radiomarcadores que alvejem
selectivamente esses transportadores sdo ainda pouco explorados, especialmente aqueles
baseados em radiometais, apesar do elevado potencial que apresentam para imagiologia ndo

invasiva e terapéutica (teranéstica) do cancro.

Neste trabalho descreve-se a sintese de um novo agente quelante bifuncional do tipo
pirazolo contendo o amino&cido histidina (His) ligada por uma cadeia espacadora alifatica com
6 carbonos (L) para preparacdo de complexos estaveis do tipo fac-[M(L*)(COs)]* (M = Re ou
®mTc). O conjugado L! foi preparado através do acoplamento do precursor N-protegido
PzCsNH2(Boc) com aminoacido com grupos protetores Fmoc-His-trt-OH, usando as condiges
e reagentes padrdo de conjugacao, seguida da hidrélise dos grupos protetores. A purificagdo
das moléculas obtidas foi realizada através de cromatografia em coluna e/ou extragéo liquido-
liquido. A caracterizacdo das moléculas sintetizadas foi realizada por espectroscopia de

ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e *C e as suas correlacdes bidimensionais.

A sintese e purificagdo dos compostos contendo a unidade pirazolo foi, no geral, bem-
sucedida, permitindo obter rendimentos superiores a 85% para a maioria dos compostos. A
partir dos espetros de RMN, evidenciou-se o grau de pureza das amostras analisadas. A
purificacdo do conjugado L! por cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (RP-

HPLC) e a posterior preparacao do complexo metdlico de Re ndo foram realizadas.

Palavras-Chave: Amino4cido, Radiomarcador, Radiometal, Terandstica, Agente quelante,

Pirazolo, Conjugacédo, Rénio
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Abstract

During the multistep development of human tumours, normal cells evolve progressively
to a neoplastic state, acquiring a succession of hallmark capabilities that allow cancer cells to
survive, proliferate, and disseminate. To fuel their metabolic needs, tumours are supplied with
nutrients through the collective processes of angiogenesis and the prodigious expression of
nutrient transporters in the plasma membranes of constituent cells, particularly, cationic amino
acids transporters (CAT). Although potentially relevant from the clinical point of view,
radiotracers targeting cationic amino acid transporters are relatively unexplored, especially,
metal-based radiotracers.

This work was to synthetize and purify a new conjugate comprising a pyrazolyl-diamine
chelating unit and the cationic amino acid histidine (His) linked by a hexyl linker (L1), following
the procedures described by the group, to prepare stable rhenium complexes of the type fac-
[M(LY)(CO3)]* (M=Re). The purification of the obtained pyrazolyl-based compounds was
performed by column chromatography and/or liquid-liquid extraction. To characterize the
obtained pyrazolyl-based compounds !H/*C NMR and bidimensional correlations were
performed. The conjugate L1 was prepared upon conjugation of the Boc-protected precursor
PzCeNH2(Boc) to Fmoc-His-trt-OH, using standard coupling reagents and conditions, followed
by hydrolysis of the protecting groups with the respective reagent.

In general, the synthesis and purification of the pyrazolyl-based molecules were
successful, with yields above 85% for most molecules. The compounds that were fully
characterized *H/*3C NMR demonstrated high purity. The purification of the conjugated L! by
reverse phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) and the preparation of Re-

complexes could not be achieved.

Keywords: Amino acid, Radiotracer, Metal-based, Chelating unit, Pyrazolyl, Conjugation,

Rhenium
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1. Introducgao
Cancro

De acordo com os dados de um relatério recente da Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
sobre cancro, uma em cada seis pessoas morrem em consequéncia de uma doenca
oncoldgica, o que constitui a segunda causa de mortalidade no mundo inteiro. S6 em 2018,
registaram-se cerca de 9,6 milhdes de mortes globalmente.!

O cancro é um termo que engloba um vasto niumero de doencgas caracterizadas pelo
crescimento anormal de células e que podem invadir os tecidos circundantes, inclusivamente
outros érgdos do corpo. Sao multiplos os fatores que podem contribuir para o aparecimento
de uma doenca oncolégica, como a exposi¢do a certos agentes quimicos, hormonas e

radiacdes, influéncia genética e/ou estilos de vida, como dieta e o tabaco. 2

A nivel celular, os mecanismos regulatérios das células deixam de funcionar em prol da
homeostasia do tecido, mas a favor das suas proprias necessidades. As células cancerigenas
apresentam, deste modo, caracteristicas de malignidade que permite lhes permite sobreviver,

proliferar e disseminar para novos tecidos, através da corrente sanguinea ou linfatica.®

A reprogramacao das vias metabdlicas confere a capacidade a estas células de adquirir
nutrientes e fontes de energia de modo a suportar a sua rapida proliferacdo, como a glucose,
aminoacidos, &cidos gordos, vitaminas e micronutrientes. Os mecanismos explorados pelas
células tumorais envolvem, entre outros, a angiogénese e a sobreexpressdo de proteinas

membranares de transporte, nomeadamente, transportadores de aminoacidos.**

Os aminoacidos representam uma das classes de nutrientes mais importantes para a
sobrevivéncia das células. Apresentam, principalmente, um papel vital na sintese proteica.
Por outro lado, atuam em outros processos celulares como o metabolismo energético,
sinalizagdo celular e neurotransmisséo, e s&o utilizados como fontes carbono para o

crescimento celular.”

Todas as células mamiferas podem obter aminoacidos essenciais a partir de fontes
externas, uma vez que nado tém capacidade de sintetizar este tipo de aminoacidos. Os
aminoacidos ndo essenciais sao biosintetizados endogenamente. Contudo, no caso das
células tumorais, a capacidade de sintese destes aminoacidos ndo corresponde as suas
necessidades durante a proliferacdo celular. Como tal, necessitam de um maior fluxo destes

amino&cidos para promover o seu elevado metabolismo.8°



Transporte de Amino4cidos e Radioterandstica do Cancro

O transporte de aminoacidos € mediado por proteinas membranares codificadas por uma
série de genes pertencentes a varias familias do grupo transportador de solutos (SLC).” As
familias de transportadores de amino&cidos sédo agrupadas em sistemas de transporte que
contém varios membros. Os sistemas identificados atualmente apresentam diferentes
caracteristicas em relagdo a sua especificidade, sensibilidade ao pH, expressédo nos varios

tecidos, mecanismos regulatérios e de transporte e significancia biolégica no cancro.°

Certos transportadores de aminoacidos sao sobreexpressos em diferentes tipos de tumor.
Estudos demonstram que foi detetada a sobreexpresséo de transportadores dos aminoacidos
catiénicos (CAs) em linhas humanas de cancro da mama e colorretal. O transporte de CA tais
como a L-Arg, a L-Lys ou a L-His, é mediado por quatro transportadores diferentes, os que
pertencem a familia CAT, os membros da familia y*L e os transportadores de aminoacidos
B%* (ATB°*). As caracteristicas dos transportadores de aminoacidos cati6nicos e de

aminodacidos neutros estio listadas na Tabela 1.611-13

Tabela 1 — Caracteristicas dos Sistemas de Transporte de Amino4cidos Catiénicos.

Sistema de Nome da Nome do Substratos Mecanismo de
Transporte AA Proteina gene Primarios Transporte
CAT-1 SLC7A1
CAT CAT-2A, 2B SLC7A2 L-AA Cationicos Facilitado
CAT-3 SLC7A3
YLAT1 SLC7A7
. L-AA Antiporte Na*
yiL y'LAT2 SLC7A6 Catiénicos,
ATBO * SLC6A14 neutros Co-tra:nspo_rte
Na*e Cl

O avanco no estudo do transporte de nutrientes em diferentes tipos de tumores permitiu
constatar que o bloqueio destes transportadores levaria a privacdo de nutrientes essenciais
e, consequentemente, a diminuigdo do crescimento e morte celular. Por outro lado, uma vez
gue estes transportadores apresentam uma sobreexpressdo em células cancerigenas em
comparagdo com as células normais, afetara a atividade biolégica das células saudaveis em
menor grau.*® Desta forma, os transportadores de aminoacidos que sdo sobreexpressos em
células tumorais apresentam um elevado potencial como alvos para o diagndstico precoce e

tratamento do cancro.’



Nos dltimos anos, tem vindo a crescer o interesse no desenvolvimento de
radiomarcadores analogos a aminoacidos para o alvejamento dos transportadores, permitindo

a imagiologia ndo invasiva e terapéutica (terandstica) do cancro. 1014
Desenvolvimento de Radiofarmacos para Teranéstica do Cancro

A imagiologia molecular é definida como a visualizagdo néo invasiva, caracterizagao
e quantificacdo in vivo de processos bioquimicos e biolégicos a nivel molecular e celular
utilizando sondas especificas. As técnicas de imagiologia, atualmente, disponiveis permitem
nao s6 efetuar um diagndstico precoce de determinadas patologias, como também fazer o
acompanhamento evolutivo das terapias convencionais, como a cirurgia, a quimioterapia e a
radioterapia. A terapia através da utilizagdo de radiacdo era, inicialmente, realizada pela
exposicdo do paciente a uma fonte externa. Mais recentemente, o desenvolvimento de

radiofarmacos pode ser, em alguns casos uma alternativa a radioterapia externa.*>-’

Os radiofarmacos sdo compostos organicos ou inorganicos que apresentam na sua
composi¢cao um elemento radioativo associado, um radioisotopo, sendo concebidos de forma
a direcionar a radioatividade para 6rgaos ou tecidos alvo no paciente. Este tipo de compostos
é utilizado em Medicina Nuclear para diagnéstico e terapia de diversas patologias, como o
cancro. Sao administrados, na sua maioria, por via intravenosa e, dependendo das suas
caracteristicas, podem ser classificados como radiofarmacos de perfuséo (1A) ou especificos
(1B). Um radiofarmaco de perfusédo apresenta uma biodistribuicdo que depende das suas
propriedades fisico-quimicas tais como o peso molecular, carga e lipofilia. J& um radiofarmaco
especifico apresenta na sua constituicdo um vetor biolégico que determina o0 seu

encaminhamento e interagdo com um alvo especifico *1°

A

LIGANDO

ESPACADOR

Figura 1. 1 - Representacdo esquematica de um radiofarmaco: perfusao (A) e especifico (B).



Recentemente, o rumo da investigacao nesta area tem sofrido alteracées, focando-se
no desenvolvimento de radiofarmacos especificos contendo um radionuclideo metalico.
Apesar dos radiometais serem pouco explorados para estes fins, apresentam um elevado
interesse no desenvolvimento de radiofdrmacos devido as suas diversas propriedades
nucleares, como o tempo de semi-vida (t12), 0 tipo de energia de radiacdo que emite, para
além de apresentarem uma quimica de coordenacgdo variada. Neste tipo de radiofarmacos, o
radionuclideo é estabilizado por um ligando bifuncional (LB) permitindo a ligacdo a uma
biomolécula especifica (BM) que direciona o radionuclideo para o alvo molecular. Pode ser
adicionada, como demonstrado na Fig.1B, uma cadeia espacadora de natureza variada entre
a BM e o LB. Esta cadeia espacadora contribui para a modelagdo da farmacocinética do
radiofarmaco e permite o afastamento do fragmento metalico da BM, evitando que esta perca

especificidade para o alvo molecular. °

Os radiofarmacos especificos devem apresentar elevada afinidade e especificidade
para o alvo, o que permite visualizar alvos moleculares expressos ou sobreexpressos num

determinado tecido.*®

Quanto a sua aplicagdo médica, os radiofarmacos dividem-se em agentes de
diagnostico ou agentes terapéuticos. Os radiofarmacos com aplicagdo em diagndéstico clinico
sdo moléculas marcadas com isGtopos radioativos emissores de radiagdo gama (y), utilizados
em tomografia computorizada por emissao de fotao Unico (SPECT) ou tomografia por emissdo
de positrdo (PET). Este tipo de radiomarcadores ndo apresentam efeito terapéutico. Através
da acumulagéo do radiofarmaco num determinado alvo, permite fazer a quantificagdo in vivo
dos alvos moleculares bem como obter informacdo funcional do sistema que estd a ser

analisado. 1920

Para terapia, os radiofarmacos apresentam na sua constituicdo radiois6topos que
distribuem pequenas doses de radiagdo ionizante, a ou 37, para um 6rgao ou tecido especifico.
Idealmente, a dose deve ser suficiente de modo a, por um lado, induzir a morte celular de
tecidos malignos, e por outro, ser removida rapidamente da corrente sanguinea e dos tecidos

saudaveis para minimizar qualquer tipo de danos. 1°16.1°

Assim, o desenvolvimento de radiofarmacos permite resolver necessidades néo
atendidas da prética clinica através da concec¢do de novas biomoléculas radiometaladas para

terandstica do cancro.



Complexos fac-[M(L)(COs)]* (M=Re, ®™Tc) com Ligandos Contendo a Unidade 3,5-

Dimetil-1H- Pirazolo

No desenvolvimento de radiofarmacos, sdo utilizados radionuclideos adequados ao
tipo de aplicacdo médica a que se destina. Portanto, deve-se ter em consideracao parametros
importantes na escolha do radionuclideo como o tiz, a energia das particulas e/ou radiacéo
eletromagnética emitidas, a disponibilidade e custo do radionuclideo. Por outro lado, a

natureza do metal e a sua quimica de coordenacéo irdo determinar a escolha do ligando. *°

O interesse na quimica do tecnécio demonstra a importancia deste radioisétopo, *°™Tc,
no desenvolvimento de radiofarmacos para diagnéstico médico. De facto, em SPECT sédo
utilizados complexos ou radiofarmacos especificos marcados com Tc. O uso de Tc
generalizou-se pela sua facilidade de producéo a partir de um gerador de **Mo/*®"Tc, pelas
suas propriedades nucleares (t12. = 6,0h, E, = 140 keV), e pela sua quimica variada. O seu ti,
permite que o radiofarmaco seja sintetizado e administrado no paciente, de modo a obter uma
imagem. Por outro lado, € suficientemente curto para minimizar a dose de radiacéo fornecida
ao paciente. A energia da radiacdo y € adequada para detecdo pelas camaras gama

localizadas nos centros hospitalares.518

Os compostos de *™Tc¢ ndo sdo obtidos em concentragdes que permitam fazer a sua
caracterizacdo quimica usando as técnicas habituais. Deste modo, o desenvolvimento de
novos complexos de Tc é precedido, normalmente, pela sintese dos complexos analogos de
rénio (Re). O Re é um metal do mesmo grupo da tabela periddica (grupo 7) e, devido a
contracdo dos lantanideos, apresentam algumas propriedades semelhantes, como o
tamanho, caracteristicas fisico-quimicas e geometria de coordenacgdo. A principal diferenca
reside no facto de os complexos de Re serem cineticamente mais inertes do que os analogos

de Tc.'®

De entre os varios estados de oxidagéo disponivei (- I a VII), o Tc (I) e Re(l) tém uma
configuracdo eletrénica d® e a sua estabilizacdo é conseguida por ligandos que contenha

atomos doadores como oxigénio, azoto ou enxofre.

Recentemente, foi descrita a sintese dos precursores fac-[M(CO)3(H20)3]* (M = Re,
Tc) (figura 2) renovando o interesse no desenvolvimento de radiofarmacos contendo
radionuclideos metalicos de estado de oxidacao baixo, devido a sua preparacdo simples, a
robustez quimica da unidade fac-[M(COs)]" e a labilidade das moléculas de agua presentes
na esfera de coordenacédo. Por outro lado, as unidades fac-[M(CO)s]* (M = Re, *"Tc)
apresenta dimensdes reduzidas, 0 que permite a marcacéao radioisotdpica de biomoléculas

de baixa peso molecular, sem que haja perdas de especificidade e atividade.1821.22
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Figura 1.2 - Representacdo do precursor fac-[M(1)(CO)3(H20)s]* (M=Re, Tc).
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A disponibilidade de sistemas de coordenacdo € outro fator importante para o
desenvolvimento de novos radiofarmacos especificos de Tc (I) ou Re (l). Os agentes
quelantes devem ser altamente estaveis, de tamanho reduzido, com lipofilia adaptavel e de
facil funcionalizacdo. As trés moléculas de &agua que pertencem ao precursor fac-
[M(CO)3(H20)s]* séo ligandos labeis, podendo ser substituidas por ligandos mono, bi ou
tridentados e, em alguns casos, derivatizados com grupos funcionais que permitem a ligacao
a determinadas BM. Com isto, varios ligandos bidentados e tridentados tém sido avaliados
como potenciais agentes quelantes para a marcacdo de biomoléculas de interesse com
fac-[M(CO3)]" (M = Re, ®™Tc)., 18192124

Devido ao interesse nesta éarea de investigacdo, o Grupo de Ciéncias
Radiofarmacéuticas do C2TN tem vindo a sintetizar e analisar o comportamento biolégico de
complexos organometdlicos de Re (I) e Tc (I). Concretamente, tem sintetizado ligandos que
estabilizem os fragmentos metalicos fac-[M(CO3)]* (M = Re,*®™Tc), avaliando a possibilidade
de os funcionalizar e ligar a biomoléculas, para imagiologia molecular. Neste ambito, foram
descritos complexos estaveis do tipo fac- [M(L)(CO3)]*, em que L é um agente quelante que
combina uma unidade heterociclo 3,5-dimetil-1H-pirazolo com aminas alifaticas e/ou 4acidos

carboxilicos (Figura 1.3). %

/ Y = NH; (A), CO.H (B)

Figura 1.3 - Ligando tridentado assimétrico do tipo pirazolo-diamina (A) ou pirazolo-aminocarboxilato

(B). Os sitios possiveis para a conjugacao de BM estao assinalados.



O ligando do tipo pirazolo-diamina é muito versatil podendo ser derivatizado no anel,
na amina central ou terminal da unidade pirazolo-diamina, o que permite a ligacéo de cadeias
espacadoras e/ou agentes biologicamente ativos (Fig.1.3A). Por outro lado, coordena

eficazmente com os precursores tricarbonilo através do conjunto de &tomos doadores Ns.

Como referido anteriormente, estudos tém revelado que radiomarcadores anélogos a
amino&cidos apresentam um elevado potencial para radioterandstica do cancro, uma vez que
conseguem alvejar seletivamente transportadores de CAs sobreexpressos em células
tumorais. Contudo, este tipo especifico de radiomarcadores sédo ainda pouco explorados,
especialmente aqueles baseados em radiometais, com excecdo de compostos do tipo fac-
[**"Tc/Re(CO)s(L)]*, descritos pelo grupo, em que L é um agente quelante do tipo pirazolo-
diamina contendo um CA pendente, L-Arg (Figura 1.4). Verificou-se que estes compostos
conseguem acumular-se em varios tipos de células tumorais humanas, sendo que 0s
resultados experimentais sugeriam que 0 seu transporte para o interior das células era

mediado por transportadores de CAs.1°
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Figura 1. 4 - Sintese do complexo do tipo fac-[M(CO)s(L)]* (M = Re, %"Tc), sendo L um agente quelante
do tipo pirazolo-diamina contendo L-Arg ligada por uma cadeia espagadora alifatica (n = 1,4). (i) indica
as condicdes de acoplamento de N-a-Boc-L-Arg com o precursor N-protegido pz-CeNHz(Boc); (ii) e (iii)

indicam as condi¢cfes de remocao dos grupos protetores. (Esquema retirado da referéncia 10)



Para a sintese destes compostos é necessaria a utilizagdo de grupos protetores de
aminas, garantindo que as reag0es ocorram apenas nos locais de interesse. O grupo protetor
amplamente usado em sintese orgénica para grupos amina é o tert-butoxicarbonil (Boc).
Partindo de um composto do tipo pirazolo N-protegido, pz-CsNHz(Boc), é possivel derivatizar
a amina central, adicionando uma cadeia espac¢adora alifatica com o tamanho adequado. Com
este agente quelante, realiza-se o acoplamento do amino&cido contendo grupos protetores
utilizando reagentes e condi¢des padrédo para o acoplamento, seguido da hidrélise dos grupos

protetores (Figura 1.4).

A B C

Sy L o

Figura 1. 5 - Grupos utilizados para protecdo de aminas (N-protetores): A-Fmoc, B- Boc e C-Trt.

Para além do grupo Boc, também sao utilizados os grupos N-protetores Fmoc e Tritil
(Trt) (Figura 1.5). O Fmoc é pode ser facilmente removido em condi¢des basicas utilizando
piperidina, sendo um grupo labil. A labilidade deste acido deve-se a estabiliza¢do da sua base
conjugada por ressonancia quando se remove o hidrogénio. O grupo Tritil (Trt) € removido,
posteriormente, juntamente com o grupo Boc, em condicbes basicas utilizando acido
trifluoracético (TFA).?’



2.0bjetivos

O trabalho desenvolvido no @mbito deste projeto consistira na sintese e caracteriza¢ao
de um conjugado pirazolo—amino&cido catidnico que ir4 ser utilizado na preparacao de novos
complexos metdlicos (Re e **"Tc) para alvejamento dos transportadores de CAs. Deste modo,
primeiramente, serd sintetizado um novo agente quelante do tipo pirazolo contendo um CA
diferente, L-His, ligado por uma cadeia espacadora alifatica com 6 carbonos — conjugado L?
(Figura 2.1), a partir dos procedimentos descritos pelo grupo.

A purificagdo das moléculas obtidas pela via de sintese seré realizada através de
cromatografia em coluna e/ou extragéo liquido-liquido. A caracterizagdo destes compostos
sera realizada por espectroscopia de infravermelho (IR), ressonancia magnética nuclear
(RMN) de H e 3C e as suas correlacées bidimensionais, por espectrometria de massa (ESI-
MS) e HPLC.

HN NH,

Figura 2.2 — Conjugado L* (n=4).

Posteriormente, serd preparado o respetivo complexo radiometalado do tipo fac-
[Re(CO)s(L)]*, analogos dos complexos radioativos de Tc (I), que sera caracterizado pelas

técnicas descritas.



3. Parte Experimental

3.1 Materiais e Técnicas de Purificacdo e Caracterizacdo Quimica?

= Solventes e Reagentes
Todos os reagentes quimicos e solventes utilizados eram de qualidade pro-
analise, foram adquiridos a Sigma-Aldrich, Alfa Aesar, Fluka Chemika, Basic Scharlau,
Honeywell e Nova Biochem e foram utilizados sem qualquer purificacéo adicional, exceto
o0 solvente dioxano que foi pré-seco em CaCls.

= Cromatografia em Camada Fina (TLC)
As reagfes quimicas foram monitorizadas por TLC, utilizando tiras de silica-gel
0,20 mm, em suporte de aluminio, com indicador de fluorescéncia da marca Macherey-
Nagel. Os cromatogramas foram revelados com radiagdo ultravioleta (UV) ao

comprimento de onda de 254 nm e/ou com recurso a uma camara de iodo.

= Cromatografia em Coluna
As cromatografias em coluna foram realizadas utilizando silica-gel, com
granulometria 0,060 mesh da marca . O empacotamento das colunas foi realizado com
uma mistura de silica-gel e eluente, escolhido de acordo com o composto em estudo.
Apo6s a aplicacao da amostra no topo da coluna, a eluicéo foi feita por acéo da gravidade
e 0s compostos recolhidos em fracfes de volume adequado. As fragbes recolhidas foram

analisadas por TLC para determinar as que correspondiam aos produtos pretendidos.

= Espetroscopia de Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espetros de RMN de *H e *Capr foram efetuados em cloroférmio deuterado
(CDCls) e registados num espetrofotometro (Bruker Avance 300) 300 MHz. Os desvios
quimicos (8) séo apresentados em ppm e foram referenciados a partir das ressonancias
do solvente residual relativamente ao tetrametilsilano, SIMes (TMS). A descricdo dos
espetros cumpre o seguinte formato: desvio quimico de cada sinal (multiplicidade do sinal,
intensidade relativa de cada sinal (nUmero de protdes, nH), atribuicdo na molécula
segundo a numeracao apresentada (Hx). Nos espetros de *C-RMN apenas se apresenta
o desvio quimico e a respetiva atribuicdo (CX). Foram realizadas experiéncias 2D (*H —'H
COSY, 'H — 13C HSQC) para melhor atribuicéo dos sinais.

1 Para a caracterizagdo quimica ndo foi possivel recorrer a espetrometria de massa (MS), uma vez que o
equipamento se encontrava em manutencao. Também nao foi possivel recorrer a espetroscopia de infravermelho
(IV), que seria um dos objetivos finais do Projeto, devido a situagéo atual de Pandemia.
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3.2 Sintese do Conjugado L?

Para sintetizar o conjugado L! foram utilizados os procedimentos desenvolvidos pelo
grupo na sintese do ligando analogo com L-Arg, comecando pela sintese do anel pirazolo, 2-
(3,5-Dimetil-1H-pirazol-1-il)etanol (1) até ao ligando pirazolo-diamina, tert-butil 2-((6-
aminohexil)(2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-ilo)etil)amino)-etilcarbamato(6). Este composto possui
um grupo protetor, Boc, no grupo amina que pertence a unidade quelante, uma cadeia
espacadora carbonada e uma funcdo amina que devera reagir com o grupo carboxilico do
aminacido estudado neste trabalho, His. Deste modo, procedeu-se a conjugacéo do ligando

pirazolo-diamina com Fmoc-His-Trt-OH, seguida da hidrélise dos grupos protetores.

3.2.1 PzOH (1)

b
I N/\C/OH
_/

Uma solugao de 2-hidroxietilhidrazina (16,9 g, 0,2 mol) em etanol absoluto (20 ml), foi
adicionada, gota a gota, a 10°C, a uma solucéo de 2,4 — pentanodiona (20,0 g, 0,2 mol) em
etanol absoluto (60 ml). Apés a adi¢do, a mistura foi agitada a temperatura ambiente durante
1 h. O solvente foi, entédo, removido a presséao reduzida. Ao liquido amarelado foi adicionada
a uma mistura de acetona/éter dietilico (10 ml/200 ml). O baléo foi armazenado no congelador,
formando, assim, um sélido branco amarelado. Os cristais formados foram filtrados e lavados

com éter etilico frio e seco sob vacuo.

Rendimento: 22.9 g, 82 % de agulhas brancas amareladas

IH RMN (300 MHz, CDCls) &: 5,78 (s, 1H, Ha), 4,02 (t, 2H, Hb), 3,91 (t, 2H, Hc), 2,21 € 2,17 (s,
3H, CHa), 2,14 (s,3H, C3HsO)

13C RMN (300 MHz, CDCls) &: 147,71 e 139,32 (CCHs),105,01 (Ca), 61,64 (Cc), 49,86 (Cb),
13,40 e 11,05 (CHs)

3.2.2 PzSO0;(2)

a
Il 1
N—N o—s & 7
b ¢ 0] 4 5
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Cloreto de tosilo (9.5 g, 50.0 mmol) e 1 (7.0 g, 50.0 mmol) e foram suspensos em acetona
(70 ml) e &gua (50 ml) e arrefecidos com um banho de gelo (T<10°C). A esta mistura foi
adicionada, gota a gota, uma solucao de NaOH (2.0 g, 50.0 mmol) em agua destilada (25 ml),
previamente colocada a uma temperatura de 0°C. Em seguida, deixou-se a mistura reacional
sob agitacdo a temperatura ambiente, durante 1 h. Decorrido esse tempo, 0 solvente foi
evaporado na linha de azoto e o precipitado que se formou foi filtrado, lavado com &gua

destilada e seco sob vacuo.
Rendimento: 7,8 g, 65 % de solido branco

IH RMN (300 MHz, CDCls): 7,62 (d, 2H, Ha4), 7,27 (d, 2H, Hss), 5,73 (s,1H,Ha), 4,32 (t, 2H,
Heo), 4,22 (t, 2H, Hb), 2,42 (s, 3H, H7), 2,21 e 2,10 (s, 3H, CHs)

13C RMN (300 MHz, CDCls): 148,11 e 140,51 (CCHs), 145,03 (C1), 132,33 (Cs),129,94 (Csys),
127,95 (Ca.4), 105,44 (C.), 68,89 (Ce), 47,21(Cy), 21,74 (C-), 13,35 e 11,06 (CHs)

3.2.3 EnBoc (3)
d H
N

HzN/\/ \Boc

e

Uma solucéo de dicarbonato de di-terc-butilo (Boc2O) (6,5 g, 30,0 mmol) em dioxano (40
ml) foi adicionada, gota a gota, durante 1,5 h e a 15°C, a uma solucdo de 1,2-diaminoetano
(12,0 g, 200 mmol) em dioxano seco (20 ml). A mistura foi deixada em agitacéo durante 22h
e o0 solvente foi evaporado a presséo reduzida. Ao residuo obtido adicionou-se agua (50 ml)
e o filtrado foi extraido com CHCIs; (4 x 60 ml). Secou-se a fase orgéanica MgSO., e foi

evaporada sob vacuo.

Rendimento: 5,7 g, 96% de 6leo transparente

3.2.4 PzNBoc (4)
b H .
N \d/\NHBoc

rc
N

a/

—_—

Uma solucédo aquosa de NaOH (0,5 g, 12,5 mmol) foi adicionada, lentamente, a 3 (2,0 g,
12,5 mmol) em THF (20 ml). Adicionou-se, gota a gota, uma solucdo de 2 (2,7 g, 9,2 mmol)
em THF (15 ml) & mistura anterior, a temperatura ambiente. Apds a adigcdo completa dos

reagentes, levou-se a mistura a refluxo durante 24 h. O produto obtido foi purificado por
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cromatografia em coluna (CH2Cl, (100-90%) / MeOH (0-10%)). As fracbes foram analisadas
por TLC (MeOH (20%) /CH2Cl (80%)) e as que correspondiam ao produto foram transferidas
para um baldo redondo para a remocdo do solvente a pressdo reduzida. Posteriormente,
dissolveu-se o produto obtido em CHCI3 (50 ml) e extraiu-se o produto com agua destilada (3

X 60 ml). Secou-se a fase organica MgSO. e foi evaporada sob vacuo.

Rendimento: 2,3 g, 87 % de 6leo amarelo alaranjado

3.2.5 Precursor | (5)

C

BocH

O composto 4 (1,4 g, 5,1 mmol) foi dissolvido em dioxano seco (10 ml). Foi preparada uma
mistura de N-(3-Bromohexil)ftalimida (3,9 g, 12,7 mmol), carbonato de potassio (K.COs3 1,7 g,
12,7 mmol) e iodeto de potassio (KI, 10%) em dioxano seco (50 ml). Fez-se a adicdo de 4,
gota a gota, e levou-se a mistura a refluxo durante a noite. O produto obtido foi purificado por
cromatografia em coluna (n-hexano (100-0%)/ EtOAc (0-100%)). As fracdes recolhidas foram
analisadas por TLC (30% n-Hexano/ 70% EtOAc) e as que apresentavam produto foram
colocadas num bal&o redondo para remocao do solvente a pressao reduzida. Posteriormente,

colocou-se na linha de véacuo.

Rendimento: 0,8 g, 31 % de éleo amarelado

3.2.6 Precursor Il (6)

BocH
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Uma solugéo de hidrazina mono-hidratada (2,31 g, 30,0 mmol) em MeOH (20 ml) foi
adicionada a uma solucéo de 5 (0,81g, 1,58 mmol) em MeOH (20 ml). Apés a adicdo completa
dos reagentes, levou-se a mistura a refluxo durante a noite, a uma temperatura de 90°C. Antes
da remocao do solvente, foi adicionada a mistura uma solu¢do aquosa de HCI 1M (40 ml) até
pH 4,0, formando-se um precipitado branco que foi removido por filtragdo. A solucéo obtida
foi transferida para um baldo redondo e neutralizada com uma solugéo aquosa de NaOH 1M.
Posteriormente, procedeu-se a extracdo do produto usando CH:Cl; (3 x 70 ml). Secou-se a

fase organica MgSO. e foi seca a pressao reduzida.

Rendimento: 0,33 g, 65% de 6leo amarelado

327 Conjugado L?

HN NH,

Fmoc-His-trt-OH (0,14 g, 0,22 mmol) e HBTU (0,08 g, 0,22 mmol) foram dissolvidos em
diclorometano (5 ml) e a mistura resultante foi agitada 1 h a temperatura ambiente. Em
seguida, adicionou-se DIPEA (0,26 g, 2,00 mmol) e 6 (0,07 g, 0,20 mmol) em CH2Cl>(1 ml) e
deixou-se a mistura reacional sob agitacdo a temperatura ambiente, durante 4h. Foi feita uma
monitorizacdo da mistura reacional através de TLC (MeOH (20%) / CH.CI, (80%)).
Posteriormente, dissolveu-se o produto em diclorometano (30 ml) e extraiu-se o produto
usando agua destilada (3x10ml). Secou-se a fase organica MgSO. e foi evaporada a presséo

reduzida.

Para a hidrolise dos grupos protetores, dissolveu-se o produto obtido numa solucdo de
piperidina (2 ml) em CH2Cl, (10 ml). A mistura resultante foi agitada durante 30 min. O solvente
foi evaporado na linha de azoto. O 6leo obtido foi dissolvido numa soluc¢éo de TFA (4,75 ml),
Tis (0,12ml) e agua destilada (0,12 ml) e colocou-se a mistura sob agitacdo durante 1 h. O

solvente foi removido na linha de azoto e o produto foi armazenado num local frio.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Sintese e Caracterizacéo de ligandos pirazolo-diamina (1-6)

No decorrer da parte experimental, seguindo os procedimentos descritos pelo grupo,
0s compostos 1 a 6 foram obtidos de acordo com a via de sintese apresentada no Esquema
4.1. A aparéncia dos produtos obtidos e os respetivos rendimentos de cada reacao estdo
descritos na tabela 2. Foi realizada, apenas, a caracterizagdo completa dos compostos 1 e 2

através de espetroscopia RMN de H e *3C. ?

H S OH o_4
N NN e
HNT " Son —— _ ) — P? 5
i i = 2
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N
HZN"A\.// H‘Iiut v
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0 N 5] .
Mo A B
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N - - —
P :r’““v“ ~~""“NHBoe vi. " 1
— N 5
vii)
i. EtOH, 10°C, 1h, T.A.
viii) ii.  CsHsO /(CaHs)2, 82 %
iii. CsHsO/H20, NaOH 2M, T<10°C, 65 %
NH, iv. Boc20, dioxano seco,15°C, 22h, 96,4%
v. THF, NaOH, refluxo, 24h, 87 %
} vi. Dioxano seco, K2COs, KI, refluxo, 1 noite, 31 %
N vii. MeOH, NH2NH2.H20, refluxo, 1 noite
viii. HCI 1M, NaOH 1M, 65 %
N
/ P;qu mmilio::
B

Figura 4. 1 - Sintese do precursor pirazolo-diamina N-protegido contendo uma cadeia espacadora

alifatica (n=4), PzCsNH2(Boc) (6) e condi¢des das reacdes da via de sintese (i a viii).

2 Devido a situacdo da pandemia Covid-19, ndo foi possivel proceder a caracterizacdo completa dos restantes
produtos por RMN, uma vez que as instalagdes do Centro de Ciéncias e Tecnologias Nucleares do Instituto

Superior Técnico se encontravam encerradas.
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Tabela 2 — Quadro resumo das caracteristicas dos compostos sintetizados e respetivos rendimentos.

Composto Estado Fisico Rendimento (%)
1 Agulhas brancas amareladas 82,1%
2 Sélido Branco 64,6%
3 Oleo amarelado 96,4%
4 Oleo amarelo alaranjado 86,9%
5 Oleo amarelado 31,1%
6 Oleo amarelado 65,0%

4.1.1 PzOH (1)

De modo a incorporar a unidade heterociclo 3,5-dimetil-1H-pirazolo num ligando de
maior dimensdo, foi preparado, primeiramente, o composto PzOH (1). Este N-
hidroximetilpirazolo foi sintetizado através de uma ciclocondensacéo de 2-hidroxietilhidrazina
com 2,4-pentanodiona, em etanol absoluto (EtOH) a uma temperatura abaixo dos 15°C
(Figura 4.1.1). Obtiveram-se cristais brancos amarelados, cuja forma se assemelhava a

agulhas, com um rendimento de 82 %.

H
0 0 EtOH
N—NH, ( _~_OH
HO™ > \j“\)J\ T<15°C 7 }\‘ + 2H,0
HOz OH OH
NH e —_ ’) —_ H
o ~ @ N
N @ e HN)/NH N o
OH W
OH H

Figura 4.1.4- Mecanismo de sintese do composto PzOH (1).

No espetro *H-RMN, a presenca do sinal de protdo aromatico (a) a 5,78 ppm e 0s
sinais a 2,21 e 2,17 ppm referentes aos protbes equivalentes a cada um dos grupos metilo
ligados ao anel pirazolilo, evidencia a presenca do composto. Entre 3,91 e 4,04 ppm, séo
observados os sinais correspondentes a cadeia alifatica presente no composto (b e c,
respetivamente). O desvio entre os tripletos é expectavel de acordo com os dados obtidos em
experiéncias anteriores e dada a diferente vizinhanca de cada conjunto de protbes. Uma vez
que o grupo hidroxilo apresenta um protédo labil, ou seja, a permuta do protdo pelo deutério,

nao se observa o sinal correspondente a este protao.
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Através das correlagbes 2D conseguiu-se atribuir todos os sinais de protao,
inequivocamente, a exce¢do dos protdes correspondentes aos grupos metilo do anel. A
correlagdo HMQC (H-C até 1 ligagédo) contribui para a associacdo de protdes a carbonos,
através da comparacéao dos sinais individuais de cada um dos espetros de RMN *H e *C com
os dados da correlagéo, facilitando assim a leitura do espetro de carbono treze. A partir desta
correlacdo foi possivel atribuir, deste modo, os protdes b e c. Para a distincdo dos sinais dos
protdes dos carbonos primarios correspondentes aos metilos do anel no *H RMN, seria
necessario realizar uma correlacdo HMBC (H-C até 3 a 4 ligacdes). Este tipo de correlacédo

permite obter informag&o sobre os carbonos quaternarios

No espetro RMN de protéo, também foi verificada a presenca de um pico a 2,14 ppm,
ndo correspondente ao composto caracterizado. Segundo a literatura®®, constatou-se que se
tratava da presenca de residuos de acetona, o que pode ser explicado pelo facto de ter sido
utilizado solvente em excesso na prepara¢do do composto.

4.1.2 PzSO;(2)

A sintese do composto 2 baseou-se na ativagdo do composto, isto é, a conversédo do
grupo hidroxilo num grupo tosilo, um excelente grupo de saida em reacdes de substituicao
nucleofilica. Para tal, foi utilizada uma mistura de acetona e agua como solvente. O
mecanismo da reacao consiste na reacao do alcool primério do composto 1 com o cloreto de
tosilo, eliminando o ido cloreto (Cl). A adicdo lenta de NaOH permitiu a subsequente
desprotonacéo, formando cloreto de sodio (NaCl) e agua. (Figura 4.1.2). Para evaporacao do
solvente, foi utilizada uma corrente de azoto pois a remogéo da acetona a presséo reduzida
poderia degradar o produto, uma vez que é sensivel a temperaturas acima dos 30°C. Obteve-

se um solido branco com um rendimento de 65 %.

@
Na OH
A Sy NaOH L
/ —_— 0  ——
N 0 -Cl @E)—g
L o 9
Q\_/ “ —N
(0]
i Q
O0—S + NaCl + H,O
- 4 N/\/ T 2
/ 0]
—nN >

Figura 4.1. 5 — Mecanismo de Sintese do composto PzS0Os (2)
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No espetro *H RMN, observou-se um conjunto de sinais consistente com a integridade
estrutural do composto. Os sinais caracteristicos dos protdes correspondentes ao anel
pirazolilo encontram-se na mesma gama de 6. O conjunto de sinais correspondentes aos
protdes de b e ¢ aparecem a um campo mais baixo, devido a presenca do grupo tosilo. Os
sinais dos protdes do anel aromatico do grupo tosilo (2 a 5), bem como do grupo metilo (7) a

ele associado sdo observados, respetivamente, a 7,62 e 7,27, e 2,42 ppm.

A correlacdo 2D COSY (H-H até 3 ligagbes) permitiu relacionar os grupos funcionais
com protdes adjacentes. Deste modo, foi possivel relacionar os protdes correspondentes aos
carbonos do anel aromético que pertence ao grupo tosilo. Segundo esta correlagdo, permitiu
relacionar os protdes em 3 e 5 com os protdes em 7 (Espetro 1A). Também foi possivel
verificar que o protdo a apresentava como vizinhanga os protdes correspondentes aos metilos
do anel (Espetro 1B). A possivel explicacdo para estas correlacdes seria a liberdade de
rotacdo das ligages simples C-H. A andlise bidimensional, através de uma experiéncia por
HSQC, permitiu fazer a atribuig&o estrutural do composto. No entanto, ndo foi possivel fazer

a distingéo dos sinais correspondentes ao conjunto de protdes relativos aos grupos metilo do
anel. 2 CHs

Hz4 Hsgs Ha H H H ‘\‘
N I T |
_ 'l L J llk _,"I{'I"I L _J Ut k - .
F1
y 5.75,2.23} 2
2 CHs {f:; {?730;2743v125;243} ) - |
H7 L3
Hb
N ”
e g
He s
Ha | a ) 674,213 ) Bo [
g T 6 7 g
Has ‘l N—N 0—84©7 £.3U:2_43} o4 :H:' L
S \- / I "7 26,2 43)

Hz,4 ———ii b~ ¢ ) 4 5 2.6 [
F8

| T T T

| 7.5 7.0 6.5 6.0
| f2 (ppm) Lo

e e A S S e B S S S S B B T T

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 0.0

5.0
f2 (ppm)
Figura 4.1.2.1 - Correlagdo 2D COSY em CDCIsz do composto PzSOs (2). Estao representadas as

correlacdes H-H com mais do que 3 ligagbes de distdncia. A — Correlacdo dos Hss com Hz; B-

Correlacdo do Ha e CHs (anel pirazolilo).
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4.1.3 EnBoc (3)

A reacédo de N-protecdo de aminas levada a cabo consistiu na utilizagdo de um grupo
protetor Boc. Este éster, quando € utilizado para a protecdo de aminas, da origem a um
carbamato (3). O reagente mais utilizado para este tipo de protecdo € o di-terc-butil-

dicarbonato, (Boc):0.

Para a sintese deste composto utilizou-se etilenodiamina e protegeu-se um dos grupos
amina com o grupo Boc, de modo a prosseguir com as reacdes seguintes (Esquema 4.1.3).
O mecanismo de protecdo consiste num ataque do atomo de azoto da amina da
etilenodiamina ao carbono do grupo carbonilo, com expulsdo do carbonato. No passo
seguinte, o proprio carbonato remove o protdo do &tomo de N e origina o produto final. Note-
se que a adicdo de (Boc).O foi feita lentamente e na presenca de excesso de diamina, de

modo a obter apenas o produto mono-substituido (3).
o)
/j@)]\ J<
A~ _NH2 H2N HN o
HoN N I)
>LKC°) 0 J< H\@ i )<
o)ké)ho o~ "o

—_————

(0] (@]
i L e
H 3

Figura 4.1. 7 — Protecdo da amina primaria da etilenodiamina com o grupo N-protetor Boc, dando

origem ao produto mono-substituido EnBoc (3).

O solvente utilizado foi dioxano pré-seco em CaCl.. Deste modo, ndo permitiu a
degradacdo do composto pela presenca de agua. Formou-se um precipitado branco,
correspondente ao produto bis-substituido, que foi removido através de uma filtrag&o. Para a
separacdo do produto mono-substituido, procedeu-se a extragdo do composto para a fase
organica. Deste modo, a partir deste ensaio obteve-se um 6leo transparente, com um

rendimento excelente, 96 %.
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4.1.4 PzNBoc (4)

Esta reagcdo consiste numa reacdo de substituicdo nucleofilica. Como referido
anteriormente, para este tipo de reacdes, € necessario proteger uma das aminas primarias de
modo a obter-se apenas o produto mono-substituido. Desta forma, a reacéo foi levada a cabo

utilizando o composto 3 e 0 composto 2.

A reacdo de tosilacdo levada a cabo em iii transformou o grupo hidroxilo de 1 num
excelente grupo de saida (OTs), que é suscetivel a uma reacdo SN, Assim, efetuou-se a
reacdo com a presenca de hidroxido de sédio utilizando THF como solvente (Esquema 4.1.4).
O atomo de azoto da amina primaria do composto 3 ataca o carbono ligado ao grupo tosilo,

eliminando-o. Deste modo, forma-se um sal de p-toluenosulfonil de sddio (NaOTSs).

OTs H
THF, NaOH N
/ N A > 7 N/\/ \/\NHBOC + NaOTs
\ - OTs /
MR N 4
2
" \HBoc

Figura 4.1.8 — Mecanismo reacional para a sintese do composto PzNBoc (4).

Esta reacao decorreu em refluxo durante 24h. Ao fim deste tempo, era evidente por
TLC a formacédo do produto. Para a purificagdo do composto foi utilizada uma coluna silica gel
e na fase mével um gradiente de 0 — 10 % metanol/diclorometano. Este gradiente foi escolhido
com base nos procedimentos descritos pelo grupo e em testes feitos por TLC com diferentes
gradientes de MeOH (0, 5 e 10%), utilizando os reagentes e a mistura reacional. Deste modo,
verificou-se que a 0% MeOH haveria a separacédo do composto tosilo, sendo o0 mais polar. A
partir dos 5% até 10%, verifica-se uma maior separacao do produto pretendido do composto
3 utilizado em excesso. As fracdes foram recolhidas e monitorizadas por TLC (20 %

metanol/diclorometano).

O composto 4 foi obtido sob a forma de 6leo viscosos de cor amarela alaranjada, com

um rendimento de 87 %.
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4.1.5 Precursor | (5)

Para a sintese deste precursor procedeu-se a derivatizagdo da amina central do
ligando pirazolo-diamina (4), adicionando uma cadeia espacadora alifatica de 6 atomos de
carbono, através de uma reacdo de N-alquilacdo?®?°, utilizando o espacador N-(6-
bromohexil)ftalimida e K-COs, em dioxano seco. O atomo de carbono ligado ao halogéneo
(Br) sofre o ataque nucleofilico pelo par ndo-ligante do atomo de azoto do composto 4. Sendo
o &tomo de bromo um bom grupo de saida, o ligando é N-alquilado pelo espacador (Esquema
4.1.5). Como a reagdo ndo € energeticamente favorecida, adicionou-se uma solugéo de Kl

(10%), como agente catalisador da reagéo.

BocHN

\
N N
2 K,CO; , KI (10%) 2
Nm N
Refluxo (120°C)
g Br% : 2 1 noite g ‘M_\ o}

Figura 4.1.10 — Mecanismos reacional para a sintese do precursor | (5), contendo uma cadeia

espacadora alifatica (n=4) e o grupo ftalimida.

A mistura reacional foi filtrada para remover o0 excesso de carbonato de potassio em
suspensdo. A purificacdo do produto foi realizada utilizando uma coluna silica gel e na fase
movel um gradiente de 100 - 0 % n-hexano/acetato de etilo, como descrito pelo grupo. Este
gradiente teve como objetivo de remover o espagador que se encontrava em excesso e obter
0 composto 5 puro. Note-se que o precursor e 0 espacador apresentam polaridades bastante
distintas, de acordo com as fracdes foram recolhidas e monitorizadas por TLC (30% n-

hexano/acetato de etilo).

O precursor foi, entdo, obtido sob a forma de um Oleo viscoso de cor amarela
alaranjada, com um rendimento de 31%. Esta reacdo nado teve o melhor rendimento, em
comparagdo com os resultados de experiéncias anteriores, com rendimentos de 50%. Uma
possivel explicagéo para este resultado pode dever-se a perda de produto durante a filtracao.
Nesta etapa, verificou-se a presenc¢a de um precipitado de coloracao idéntica ao 6leo obtido,
0 que indica que, devido ao excesso de carbonato, 0 composto pretendido depositou e ndo

foi possivel a sua extracao.
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4.1.6 PzCe¢NH2(Boc) (6)

Tendo em vista a sintese do ligando pirazolo-diamina, contendo a cadeia espagadora,
resolveu-se fazer a modificacdo estrutural do composto 5, removendo o grupo ftalimida. A
reacao de desprotecdo com hidrazina-monohidratada decorreu em refluxo durante a noite, em
MeOH. O par néo ligante do &tomo de azoto da hidrazina ataca o carbono do grupo carbonilo
da ftalimida, promovendo a abertura do anel, onde a hidrazina fica acoplada. A adicédo de HCI
promove o ataque do par nado ligante do segundo 4tomo de azoto da hidrazina ao segundo
carbonilo da ftalimida, levando a ciclizacdo. Este processo promove a libertacdo da amina

primaria ligada ao ligando, precipitando a ftalazina.?®

H,N-NH,.H,0 N 1) HCI 1M N
MeOH 2 2) NaOH 1M
— +
Refluxo (90°C) \ 3) CHLCl;
1 noite —M\ N
o]
" _—+NH; ‘—X_}\
,_,_7\” (NH/ [LH n
HoN—NHa BocHN 4 NH,
@ BocHN
6:n=4

Figura 4.1. 13 — Mecanismo reacional para a sintese do precursor N-protegido, PzCsNH2(Boc) (6).

Filtrou-se, posteriormente, a mistura reacional, removendo a ftalazina que se formou.
De modo a promover a desprote¢éo da amina, foi utilizada uma solucéo de NaOH até pH ~7,0,
que se extraiu com CH:Cl,. O composto 6 foi obtido sob a forma de 6leo viscoso de cor

amarelada, com rendimento de 65 %.

z

Este rendimento, por comparacdo com o dos métodos descritos, € inferior ao
esperado. Este valor pode ser explicado pela execucdo da medicao do pH através de um
método colorimétrico. Este método baseia-se no uso de indicadores que variam de cor em
funcao do pH. Uma vez que a faixa de pH é avaliada visualmente, este método torna-se pouco
preciso. Na primeira extracdo do composto para a fase organica e evaporagédo do solvente,
ndo se observou o Oleo como seria de esperar. A amina do composto estaria protonada,
ficando na fase aquosa. Deste modo, repetiu-se o procedimento, acertando, nhovamente, o
pH. Verificou-se, entdo, a presenca do composto, no entanto, tendo em conta o rendimento

obtido, pode-se concluir que parte ficou na fase aquosa, devido a imprecisdo do método.

Uma forma de melhorar o rendimento, tendo em conta o problema apontado, seria

utilizar um elétrodo de pH para a sua medicdo, durante a adi¢édo lenta de NaOH.
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4.2 Sintese do conjugado L*

Foi preparado o conjugado L! contendo His pendente seguindo os procedimentos

experimentais descritos anteriormente. (Esquema 4.2).

o Z NN
" N—'—'-
HN o . HN NH,
i.
N
[: }n + rmm}\ — - { l.
Fmoc” N
i, iii.
ISP PNl S W S
=N (n=4) Fmoc-His-trt-OH =N Lt
(n=4)

i. HBTU, DIPEA, CH2Clz, 4h, t.a.;
ii. Piperidina - CH2Clz, 0,5h, t.a.
iii. TFA-TIS-H20, 1h, t.a.

Figura 4. 3 - Sintese do Conjugado L! e condi¢des das reacdes (i a iii).

4.2.1 Ativacéo do AA e Preparacédo do Conjugado L'com grupos protetores (i)

Neste procedimento, foi utilizado o aminoacido His com a presenca de grupos
protetores nos grupos amina, Fmoc-His-Trt-OH. Deste modo o acoplamento foi conseguido
através do ataque nucleofilico da amina primaria ao carbono do grupo a-COOH. Uma vez que
se utilizou um composto previamente protegido, ndo foi necessaria uma etapa sintética

adicional, o contribuird para um melhor rendimento.

Para realizar o acoplamento do aminoéacido, HBTU, diclorometano e DIPEA sé&o
adicionados ao meio reacional e o proprio aminoacido. A DIPEA é adicionada para
desprotonar o grupo a-COOH de Fmoc-His-Trt-OH (Esquema 4.2.1-A), o diclorometano para
solubilizar os reagentes e HBTU para ativar o aminoacido (Esquema 4.2.1-B). A reacédo de
ativacdo permite a diminuir a diferenca de energia entre os reagentes e o complexo ativado,
permitindo que a reacdo de formacéao da ligacdo amida (representada a vermelho no Esquema
4.2.1-C) entre o precursor PzC¢NH-Boc e o aminoacido seja energeticamente favorecida. O
grupo ativador adicionado € também um bom grupo de saida, o que também favorece a
reacdo. Com o derivado de aminoacido ativado, é possivel proceder a rea¢do de conjugacao.

Para a purificacdo do conjugado L?, foi realizada uma extracdo com diclorometano.
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Figura 4.2.6 - Esquema geral para o acoplamento do Fmoc-His-Trt com o precursor PzCeNH2, em que
R é a cadeia lateral de L-His e o grupo protetor Trt. A: Desprotonacéo do grupo acido do derivado de

L-His. B: Reacéo de ativacdo de Fmoc-His-Trt como HBTU; C: Reacédo de conjugacéo.
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4.2.2. Hidrdlise dos grupos protetores (ii)

Posteriormente, procedeu-se a desprotecdo das aminas primarias e hidrolise do grupo
éster (Boc). Para tal foram necessérios dois passos reacionais. O primeiro passo consistiu na
remocdao do grupo Fmoc, através de uma reagdo SN, utilizando piperidina, em diclorometano,

para a regeneracao da amina livre (-NH), como representado no esquema 4.2.2.

O ojLN—L1
I, O e —
DI

(J

Figura 4.2.10 - Remocéo do grupo Fmoc pela piperidina para a regeneragdo da —NH2 livre, em que L?

apresenta os grupos Boc e Trt.

De seguida, procedeu-se a remog¢ao dos grupos protetores Boc e Trt, utilizando uma
mistura TFA:TIPS:H,O (95%:2,5%:2,5%). O processo de desprote¢do pelo TFA leva a
formacéo de carbocatifes intermediarios muito reativos, através de uma reacdo SN;. Para
evitar formacdo de produtos indesejaveis, foi adicionada uma espécie com maior
nucleofilicidade, como o TIPS, a mistura. Este atua como um agente redutor uma vez que
permite a transferéncia de hidreto devido a ligacdo Si-H fraca, eliminado, deste modo, o
carbocatido formado. A quebra de ligagdo em TIPS gerou uma espécie carregada
positivamente, que se junta com a base conjugada do TFA, formando um éter de sililo.

H T 0 H

— H |
CePzBoc—N—C—C—NH; CePzBoc—N—C—C—NH,
o CF3

—_— 0 + CR,cOO0 —
\>j B

N‘—_

H
Ph Ph Ph7<
Ph
| T . l Ph
—_— CPZBOCfN‘*C C—NH
CGPzBoc—N—(“T—C—NHE + /?\{Y 6 i 2+ Ph/N\Ph
o
'e) Ph N H

)
+ Prop,;SiOCOCF,
H

Figura 4.2.11 - Remocé&o dos grupo Tritil (Trt) e Boc utilizando a mistura TFA:TIPS:H20.
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Figura 4.2.12 - Remogé&o do grupo protetor Boc para formag¢é@o da amina primaria do ligando pirazolo-

diamina.

Obteve-se, deste modo, uma mistura contendo conjugado L!sob a forma de éleo de
cor amarelada. Os passos seguintes seriam a extracéo e purificacdo por RP-HPLC, de acordo
com os procedimentos descritos pelo grupo, para remover alguns dos agentes sequestrantes
ou outras pequenas moléculas.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa utiliza como fase
estacionaria uma superficie com menor polaridade do que a fase mével. Esta técnica é
utilizada com o intuito de solubilizar e separar compostos polares. Deste modo, 0s compostos
ndo polares serdo atraidos para a fase estacionaria, tendo uma eluicdo mais lenta. Quanto

maior a polaridade do soluto menor sera o tempo de eluicado.

O esperado, depois da purificacao seria obter um 6leo estavel transparente com uma
quantidade de 0,048 g, segundo a quantidade de composto 5 utlizada para a reacdo. No
entanto, como ndo foi possivel recorrer a RP-HPLC, o rendimento da rea¢do de conjugacao

do amin&cido L-His & cadeia espacadora do ligando pirazolo-diamina nao foi determinado.

26



5 Conclusao

No ambito deste projeto foi desenvolvido um agente quelante do tipo pirazolo contendo
um novo aminodcido catiénico pendente, L-His - Conjugado L! - ao contrario dos varios

estudos feitos com L-Arg, através da via de sintese proposta pelo grupo.

A primeira estratégia sintética tinha como objetivo a obtencédo de um ligando pirazolo —
diamina tridentado assimétrico com a cadeia espacadora alifatica de 6 carbonos na amina
central. Para tal, foi necessério incorporar a unidade heterociclo 3,5-dimetil-1H-pirazolo e
adicionar uma cadeia com aminas alifaticas. A N-alquilacdo da amina central trata-se de uma
reacdo regiosseletiva, uma vez que a amina primaria terminal potencialmente reativa foi

protegida com um grupo protetor Boc.

A sintese e purificagdo dos compostos contendo a unidade pirazolo, 1 a 6, foi, no geral,
bem-sucedida, ao nivel do rendimento, permitindo obter rendimentos superiores a 82%,
excetuando o composto 5, devido a formacao e filtracdo de um precipitado contendo algum
do produto, e o composto 6, ja que deriva do composto 5.

A conjugacao do aminoacido com o agente quelante sintetizado foi realizada em dois
passos reacionais, a ativagdo do aminoacido com os grupos protetores (Fmoc e Trt) para a
conjugacao, seguida da hidrélise dos grupos protetores. A utilizacdo de Fmoc-His-trt-OH teve
como objetivo realizar o acoplamento do ligando com o grupo a-COOH do aminoéacido. A
desprotecdo das aminas primarias e hidrélise do grupo éster (Boc) foi divida em duas partes,
de modo a obter o conjugado intacto. Na primeira, procedeu-se a hidrélise do Fmoc utilizado
a piperidina. J4 a remocao global dos grupos Trt e Boc foi realizada utilizando uma mistura
TFA-TIS-H;0. A desprotecdo do conjugado L! consistiu em reagcdes do tipo SNi, onde se
formou um carbocatido extremamente reativo e foi rapidamente eliminado de modo a nédo
haver formacé&o de produtos indesejados. Para a purificagdo do produto final seria necessério

fazer uma cromatografia liquida através de RP-HPLC, que n&o foi possivel de se realizar.

Um dos objetivos propostos para este trabalho seriam a caracterizacdo das moléculas
obtidas por espetrometria de massa (ESI-MS), através de métodos espetroscépicos,
nomeadamente, H e *C RMN, infravermelho (IV), e HPLC. Outro seria a preparacédo do
complexo metalico de Re e a sua caracterizagdo. Por diferentes motivos, como a
indisponibilidade do equipamento e o encerramento das instalagbes devido a situacdo da

Pandemia Covid-19, ndo foi possivel caracterizar completamente todos os compostos obtidos.

Foi realizada a caracterizacdo completa dos compostos 1 e 2 por H e 3C RMN. A partir
dos espetros, evidenciou-se que o0 elevado grau de pureza destas amostras, apesar da

presenca de solvente na amostra de PzOH. As correlagbes 2D contribuiram para uma
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atribuicao inequivoca de todos os sinais de protéo, a exce¢do dos protdes correspondentes
aos grupos metilo do anel. No futuro, deve ser realizada a correlagdo HVBC (H-C até 3
ligactes) para a melhor atribuicdo dos sinais do anel pirazolilo.

Concluindo, apesar da ndo execucdo de todos os objetivos, foi possivel compreender
uma nova estratégia de sintese de novos agentes quelantes contendo um fragmento
biologicamente ativo, mais concretamente, um aminodcido catiénico, L-His. O objetivo futuro
no desenvolvimento destes conjugados pirazolo-aminoacidos sera a preparacdo de novos
complexos metalicos de Re (I) e Tc () para analisar o seu comportamento biolégico e
interagdo com os transportadores de amino&cidos cationicos sobreexpressos em VAarios tipos
de células tumorais humanas. Deste modo, permitird perceber a sua relevancia nesta area e
0 seu potencial no desenvolvimento de radiofarmacos para a imagiologia nédo invasiva e

terapéutica (terandstica) do cancro.
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