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RESUMO

Os peptideos sédo biomoléculas compostas por residuos de aminoacidos ligados por
meio de ligacdes peptidicas e sua diversidade estrutural faz com que esses
compostos sejam versateis e se destaqguem como macromoléculas promissoras na
busca de novos farmacos. Peptideos bioativos possuem ampla aplicabilidade,
podendo atuar como antifungicos, antibacterianos, anti-inflamatorios, além de
desempenharem fun¢ées hormonais e sinalizadores neurais. Alguns estudos
apontam ainda seu potencial na atuacdo da terapia do cancer. Embora esses
compostos exibam grandes vantagens como agentes terapéuticos, algumas
limitacBes ainda restringem seu uso clinico. Por essa razéo, nos ultimos anos vem
crescendo o interesse na sintese de miméticos, a fim de minimizar essas limitacdes
por meio de modificagfes estruturais e viabilizar esses peptidomiméticos como
potenciais candidatos a farmacos. O presente trabalho tem como objetivo realizar a
sintese de acil-hidrazino-peptdmeros, uma nova classe de peptidomiméticos, por
meio de reacbes multicomponentes consecutivas. A ideia geral se baseia na
obtencdo dos compostos via reacdo de Ugi-hidrazino seguida por reagdo de
hidrazindlise ou hidrélise e subsequente reacdo de Ugi-hidrazino ou reacao classica
de Ugi. Essa metodologia permitiu a obtencédo de peptidomiméticos com moderados
a bons rendimentos (47-90%). Apoés realizada a sintese, os compostos foram
submetidos a ensaios bioldgicos in vitro pelo método de MTT visando avaliar a
citotoxicidade dos peptidomiméticos em células normais da linhagem NIH-3T3
(fibroblastos) e cancer de mama (4T1). Observou-se que a maioria dos compostos
nao sao citotdxicos para células normais e ndo foram capazes de promover reducao

significativa da viabilidade das células cancerigenas.

Palavras-chave: Peptidomiméticos. Acil-hidrazino-peptédmeros. Reacdes

multicomponentes. Citotoxicidade. Cancer.
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ABSTRACT

Peptides are biomolecules composed of amino acid residues linked by peptide bonds
and their structural diversity makes these compounds more versatile and stand out
as promising macromolecules in the search for new drugs. Bioactive peptides have
broad applicability, act as antifungal, antibacterial, anti-inflammatory, in addition to
performing hormonal functions and neural flags. A few studies also point out its
potential in the performance of cancer therapy. Although these compounds exhibit
great advantages as therapeutic agents, some limitations still restrict their clinical
use. For this reason, in recent years the interest in mimetic synthesis has increased,
in order to minimize these limitations by means of structural modifications and to
make these peptidomimetics feasible as potential drug candidates. The present work
aims at the synthesis of acyl- hydrazino-peptomers, a new class of peptidomimetics,
by means of consecutive multicomponent reactions. The general idea is based on
obtaining the compounds by Ugi-hydrazino reaction followed by hydrazinolysis or
hydrolysis reaction and subsequent reaction of Ugi-hydrazino or classical Ugi
reaction. After synthesis, the compounds were submitted to in vitro biological assays
by the MTT method to evaluate the cytotoxicity of the peptidomimetics in normal cells
NIH-3T3 (fibroblasts) and verify their biological behavior in breast cancer cells (4T1).
It was noted that the most of the compounds are not toxic to normal cells and haven’t

been able to promote significant reduction of the viability of cancer cells.

Keywords: Peptidomimetics. Acyl-hydrazino-peptomers. Multicomponent reactions.
Citotoxicity. Cancer.
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1. INTRODUCAO

Os peptideos sdo biomoléculas compostas por residuos de aminoacidos
ligados por meio de ligac6es peptidicas formadas pela desidratagdo de um grupo a-
carboxila de um aminoacido e um grupo a-amina de outro. A diversidade estrutural
destes compostos os torna versateis, podendo ser amidados ou esterificados em
suas carboxilas terminais, acetilados em seus grupos amino terminais, fosforilados
ou sulfatados em um ou mais residuos, lineares, semiciclicos ou ciclicos
(MACHADO et al., 2004).

Sabe-se que essas moléculas apresentam vasta diversidade funcional e se
destacam como macromoléculas promissoras na busca de novos farmacos. Nos
altimos anos, a descoberta de peptideos bioativos cresceu e, com isso, diversos
farmacos antifungicos, antibioticos e anti-inflamatérios de natureza peptidica tém
sido descobertos. Existem ainda aqueles que desempenham fun¢des hormonais e
sinalizadores neurais. Outros estudos mostraram também estruturas peptidicas
biologicamente ativas atuando como inibidores de proteases, imunossupressores e
quimioterapicos (MACHADO et al., 2004; PICCHI et al., 2009).

Embora os peptideos bioativos exibam grandes vantagens como agentes
terapéuticos e apresentem um alto potencial para o tratamento de varias doencas,
algumas limitacGes ainda dificultam o seu amplo uso clinico, tais como a rapida
degradacdo proteolitica, potencial imunogenicidade e toxicidade sistémica, além da
baixa estabilidade metabdlica e baixa permeabilidade intestinal. Por essa razédo, a
busca por miméticos vem aumentando no decorrer dos anos, a fim de minimizar
essas limitagbes por meio de modificagbes estruturais e viabilizar esses
peptidomiméticos como potenciais candidatos a farmacos (OVADIA et al., 2009; LEE
et al, 2015).

1.1Peptidomiméticos

Buscando melhorar as propriedades farmacologicas dos peptideos naturais,
véarios grupos de estudos vém desenvolvendo grandes esforgcos em pesquisas que
visam a alterar as estruturas dos aminoacidos. Tais modificacbes permitem a
obtencdo de moléculas que mimetizam as propriedades dos peptideos, sendo entao
denominadas peptidomiméticos, objetivando manter a sua atividade bioldgica, a fim

de minimizar algumas limita¢cdes presentes nos peptideos naturais, tais como baixa
1



biodisponibilidade, baixa estabilidade metabdlica e melhora da seletividade pelo
receptor (BARRETO et al., 2016; ZEGA, 2005).

Dentre as classes mais importantes de peptidomiméticos ja obtidas,
destacam-se os peptéides, azapeptideos, hidrazinopeptideos e peptideo-peptdides
hibridos, denominados peptdbmeros. A figura 1 demonstra suas respectivas
estruturas e ressalta as diferengas desses compostos.

' 2 : 1 A 1 E i
%“'B'H Lo A 0 AT
| N h 1 N h : N !
(a) Peptideo (b) Peptoide (c) Azapeptideo
o | Rilo R R0l W0l
' N : . . N JU N
%N:’ﬁ( g N% ﬁ%ﬁNkr N)L:Y 7%%
R'! "o o 1 r H R o

__________________________

(d) Peptomero (e) Hidrazinopeptideo

Figura 1. Estruturas de peptideo (a), peptoide (b), azapeptideo (c), peptbmero (d) e
hidrazinopeptideo (e) (BARRETO et al., 2016).

1.1.2 Peptoides

Desenvolvidos inicialmente no final da década de 1980 como parte de
programa de pesquisa na descoberta de farmacos de uma pequena companhia
denominada Protos Corp (ZUCKERMANN, 2010), os peptbides sdo oligbmeros de
N-glicinas substituidas e se diferenciam dos peptideos devido a mudanca de posicao
de cadeias laterais, uma vez que, ao invés de se ligarem no C¢ as ramificacdes se
ligam no atomo de nitrogénio (figura 1). A presenca de cadeias laterais ligada ao
atomo de nitrogénio proporciona a auséncia de ligacdes polares N-H, resultando no
aumento da lipofilicidade e proporcionando no aumento da permeabilidade celular.
(BARRETO et al., 2016).

Esses compostos sdo 0s miméticos mais comumente sintetizados e podem
apresentar interessantes atividades bioldgicas. Dentre as vantagens dessas
estruturas estdo: estabilidade metabdlica, boa variabilidade dos grupos funcionais
por sintese quimica simples, alta flexibilidade e assim a possibilidade de explorar um

amplo espaco conformacional, entre outras (KESSLER, 1993). Porém, algumas



caracteristicas estruturais dos peptoides podem resultar em uma menor afinidade
por alvos macromoleculares, o que limita a sua utilidade. Esse fato tem motivado a
busca por estratégias que contribuam para o aumento na abundancia de
peptidomiméticos. A figura 2 representa alguns peptoides bioativos, sendo o
peptéide 1 um candidato para a terapia do cancer por ser um antagonista do
receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular, e o peptdide 2 um ligante do
protooncogene Crk (UDUGAMASOORIYA et al., 2008; WRENN et al., 2007).

[RTVETRY
AV

Y @

HZN/\/N QL JLNHZ
W Oﬁ I ©)

Figura 2. Peptoides biologicamente ativos (BARRETO et al., 2016).

NH2

1.1.3 Azapeptideos

Os azapeptideos pertencem a uma classe de peptidomiméticos explorados
desde 1970 (GANTE, 1970) e considerados uma importante plataforma em quimica

medicinal para a criacdo de farmacos (PROULX et al., 2011).

Esses compostos sao caracterizados pela substituicdo do C® por um atomo
de nitrogénio em um ou mais aminoacidos. A substituicdo resulta na insercdo de um
grupo semicarbazida na molécula, acarretando em um enorme efeito nas
propriedades fisicas e estruturais de um peptideo. Sabe-se que a estrutura dessas
moléculas tende a facilitar interagbes com receptores de proteinas e, como
resultado, a estabilidade sobre as enzimas e a degradacdo quimica podem ser

aumentadas em comparacao aos peptideos naturais. Essa classe tem demonstrado
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interessantes atividades bioldgicas, incluindo acdo antiviral e também inibicdo da
cisteino proteases (BARRETO et al., 2016).

1.1.4 Hidrazinopeptideos

Os hidrazinopeptideos sdo anélogos de peptideos com um grupo amida
(CONH) substituido por um fragmento hidrazino CONHNH. Essa modificacao foi
primeiramente realizada em meados de 1960, representando uma classe de
peptidomiméticos com potencial atividade biolégica, como inibicdo de protease e
atividade antimicrobiana. A figura 3 representa a estrutura de hidrazinopeptideos
naturais, onde a linatina atua como antagonista da vitamina B6 e a negamicina
apresenta atividade antibidtica (KLOSTERMAN; LAMOUREUX; PARSONS, 1967,
KONDO et al., 1971).

o)
NH
2 H OH OH NH, O Me O
HOMN\N HN A I I N L
2 N” OH
(0] (@] H
Linatina Negamicina

Figura 3. Hidrazinopeptideos naturais (BARRETO et al., 2016).

1.1.5 Peptdmeros

Os peptideo-peptdides hibridos, denominados peptdmeros, sdo analogos de
peptideos que apresentam em sua estrutura tanto uma porgéo peptideo quanto uma
porcdo peptoide (figura 1). Esses compostos também apresentam potencial
atividade bioldgica. Lee et al (2015) reportaram recentemente um estudo que aborda
a sintese de uma biblioteca de peptémeros pro-farmacos com potencial atividade
contra células de cancer de préstata (LEE et al., 2015).

1.1.6 Acil-hidrazino-peptémeros

Outras alteracdes nas estruturas dos peptoides ja foram realizadas para o
obtencdo de novas classes de peptidomiméticos que, apesar de serem menos
comuns, sdo também biologicamente ativos (BARRETO et al., 2016). Em face da
vasta variedade de modificagcdes estruturais que podem ser feitas para a obtencéo
de miméticos de peptideos naturais, esse trabalho aborda o desenvolvimento de



uma nova classe de peptidomiméticos, denominada neste trabalho de acil-hidrazino-
peptbmeros. Esses compostos possuem em sua estrutura tanto uma porgéo
peptideo, como uma porcdo peptdide, apresentando entdo a estrutura hibrida
caracteristica de um peptdmero, como ja mencionado anteriormente, além da
insercdo de uma porcdo acil-hidrazino. A figura abaixo representa a estrutura
genérica dos compostos sintetizados nesse trabalho (figura 4).

peptideo S

7 //I,’H/ /
R‘LN)K//,'N%,N,N NHPG
JTIPN -

peptoide
acilhidrazino

Figura 4. Estrutura geral dos acil-hidrazino-peptémeros sintetizados no presente trabalho.
(BARRETO et al., 2016).

1.2 Sintese

Para a sintese de peptidomiméticos, a abordagem mais comumente utilizada
€ a do método de submonbémero, podendo ser realizada tanto em solucdo quanto
em fase soélida. Essa técnica consiste no acoplamento de monémeros de N-glicinas
substituidas, possibilitando o aumento da cadeia do composto. A desvantagem
dessa abordagem é a necessidade de preparar quantidades adequadas de diversos
mondmeros de N-glicina substituidos protegidos (BARRETO et al., 2016; FARA, et
al.,, 2005; ZUCKERMANN, 2011). Com isso, se faz necessario criar métodos
alternativos para a sintese de peptidomiméticos que sejam rapidos e simples,
visando aperfeicoar o processo e reduzir o nimero de etapas. Tendo em vista essa
necessidade, as reagfes multicomponentes mostram-se como uma abordagem

versatil para a obtencéo de peptidomiméticos (BARRETO et al., 2016).

Reacdes multicomponentes sédo aquelas nas quais dois ou mais materiais de
partida reagem para formar um produto, incorporando essencialmente todos o0s
atomos dos reagentes (DOMLING, 2006). A reacdo de Ugi (descoberta em 1959

pelo pesquisador estoniano Ivar Ugi) envolve a utilizagdo de quatro componentes



bésicos: uma amina, um componente carbonilico (aldeido ou cetona), um &cido
carboxilico e um isocianeto (WESSJOHANN; RIVERA; VERCILLO, 2009). Tal
reacdo tem provado ser um método versatil para a sintese de peptbmeros
(BARRETO et al., 2016).

Para a realizacdo desse trabalho, a sintese dos acil-hidrazino-peptémeros foi
realizada a partir de reacdes de Ugi e Ugi-hidrazino consecutivas, uma vez que
essas reacdes tém se mostrado Util para a sintese de peptidomiméticos. Vale
ressaltar que esses compostos nao podem ser obtidos pelo método do
submonémero. E importante mencionar que esta é a primeira vez que reagdes de
Ugi e Ugi-hidrazino consecutivas foram utilizadas de forma combinada para a
sintese de peptidomiméticos. (BARRETO et al., 2016).

A sintese dos compostos presentes neste trabalho foi publicada no Beiltein Jornal

of Organic Chemstry em Dezembro de 2016 (anexo).

2. JUSTIFICATIVA

Acil-hidrazino-peptbmeros  pertencem a uma nova classe de
peptidiomiméticos, o que o0s torna interessantes para o desenvolvimento e
descoberta de novos candidatos a farmacos. Desta maneira, a busca por um novo
método de sintese que seja simples, rapido e eficiente é importante para a obtencao
desses compostos.

Apoés realizar a sintese dos acil-hidrazino-peptdmeros é importante analisar seu
comportamento biolégico em células da linhagem NIH-3T3 (fibroblasto murino) para
averiguar a sua citotoxicidade e verificar se ha atividade biolégica desses compostos

em células cancerosas 4T1 (adenocarcinoma mamario murino).

3. OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo realizar a sintese de acil-hidrazino-
peptdbmeros via reacdes de Ugi e Ugi-hidrazino consecutivas por meio de uma
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abordagem versatil e de simples execucao para a obtencédo de peptidomiméticos e

avaliar sua citotoxicidade contra células normais e de cancer de mama in vitro.

3.20bjetivos especificos

¢ Realizar a sintese de uma variedade acil-hidrazino-peptémeros via reacdes de
Ugi e Ugi-hidrazino consecutivas;

e Verificar a viabilidade de células normais da linhagem NIH-3T3 (fibroblastos) e
de células 4T1 (adenocarcinoma mamario murino) in vitro expostas aos

compostos sintetizados.

4. METODOS

A obtencdo dos compostos propostos seguiu 0 método descrito por Barreto e
colaboradores (BARRETO et al., 2016), que aborda a utlizacdo de reacdes

multicomponentes consecutivas para a sintese de peptidomiméticos.

Para a sintese foram propostos dois métodos. O primeiro abrange trés
etapas: primeiro a formacdo do acil-hidrazino-peptébmero via reacdo de Ugi-
hidrazino, seguido da formacédo da hidrazida via reacdo de hidrazindlise e, por
altimo, uma nova reacdo de Ugi-hidrazino para a obtencdo de um acil-hidrazino-
peptdmero. O segundo método também foi composto por trés etapas, onde primeiro
houve a formacéo do acil-hidrazino-peptémero via reacdo de Ugi-hidrazino, seguido
da formacdo de um &acido via reacao de hidrélise e, finalmente, a obtencdo de um
novo acil-hidrazino-peptémero via reacédo classica de Ugi.

Os compostos foram devidamente caracterizados por Espectrometria de
Massas de Alta Resolucdo (EMAR) para a confirmacdo de sua obtencdo, o0s
produtos sélidos tiveram seus pontos de fusdo determinados e os fatores de

retengé@o foram mensurados por cromatografia em camada delgada (CCD).

4.1Sintese do Isocianoacetato de Metila

Para a sintese do isocianeto, foi utilizada uma metodologia ja descrita na
literatura. Inicialmente, em uma solugdo contendo 5,022 g de cloridrato do éster
metil-glicina (40 mmol,), 5,8 mL de trietilamina (EtsN) (40 mmol) e 5,6 mg de &cido
para-toluenosulféonico em 111,5 mL de formiato de etila foi submetida a um sistema
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de refluxo por 48 horas. Apos esse tempo, o meio reacional foi filtrado e concentrado
a vacuo, obtendo-se o éster metilico da N-formiglicina, com rendimento quantitativo,
sem a necessidade de purificacdo prévia. A formamida obtida na etapa anterior e
15,0 mL (108 mmol) de trietilamina foram dissolvidos em 60,0 mL de diclorometano
(CH2ClI2). A solucao foi coletada a 0 °C sob agitacdo constante e 3,34 mL de cloreto
de fosforila (POCIs) foi adicionado lentamente. A reacéo foi agitada por 2 horas a 0
°C. Em seguida foi adicionada uma solucdo contendo 7,62 g de carbonato de sodio
(Na2CO3) em 240 mL de agua destilada. A mistura foi agitada por 1 hora a
temperatura ambiente. ApGs esse tempo as fases foram separadas, a fase orgéanica
foi lavada por duas vezes com 100 mL de agua destilada, seca com sulfato de sodio
anidro e evaporada a vacuo. O produto bruto foi purificado por coluna cromatografica
(CH2Cl2), obtendo-se o isocianoacetato de metila com perfazendo massa igual a
1,59 g e rendimento de 44%.

4.2 Sintese da hidrazida Cbz-glicina la

Em uma solucédo de Cbz-glicina a (2,56 mmol, 0.54 g) em dimetilformamida
(DMF) (3,0 mL) sob agitagéo, foi adicionado 0,289 de bicarbonato de sédio (3,38
mmol) e 0,60 mL de iodeto de metila (9,64 mmol). A mistura foi agitada sobre
atmosfera de nitrogénio por 46 horas a temperatura ambiente. Apds esse tempo
adicionou-se 30 mL de acetato de etila, lavando-se a mistura com agua destilada por
trés vezes. Em seguida, a fase organica foi separada, seca com sulfato de sodio
anidro e concentrada a vacuo, obtendo-se o éster Cbz-glicina b, sem a necessidade
de purificacdo, em 93% de rendimento (0,53 g; 2,38 mmol) (BARRETO et al., 2016).

Para a obtencéo da hidrazida Cbz-glicina, o éster obtido na etapa anterior foi
adicionado a uma solu¢cdo de hidrazina monohidratada (17,2 mmol, 0,86 g) em
etanol (1,4 mL). A reacdo foi submetida a um sistema de refluxo por 3 horas a
115°C. Apds esse tempo, a mistura foi concentrada a vacuo e purificada por coluna
cromatografica (CH2Cl2 — 10% MeOH/CH2Cl2), obtendo-se o produto 1a em 69% de
rendimento (0,76 g; 3,42 mmol) (BARRETO et al., 2016).

4.3Sintese da hidrazida Boc-glicina 1b

Inicialmente, adicionou-se 1,25 g do cloridrato do éster metilico da glicina ¢
(10,0 mmol) a 30 mL de uma solugdo de dioxano/agua (2:1, 20 e 10 mL). Apds o

sélido ser dissolvido, a reagédo foi alcalinizada com 10 mL de uma solucdo de
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hidréxido de sédio (NaOH, 1 mol/L), coletada em banho de gelo. Em seguida,
adicionou-se 3,27 g de dicarbonato de di-terc-butila ((Boc)20, 15,0 mmol) e 0,84 g de
bicarbonato de sédio (10,0 mmol). A reacgdo foi agitada overnight a temperatura
ambiente. Apos, metade do volume foi evaporado e o residuo foi diluido em 40 mL
de acetato de etila, coletado em banho de gelo e acidificado a pH 2,5 — 3,0 com
solucdo de bissulfato de potassio (KHSO4, 1 mol/L). As fases foram separadas e a
fracdo aquosa foi extraida duas vezes com 20 mL de acetato de etila. As fases
organicas extraidas foram combinadas e, em seguida, lavadas com agua destilada,
seca com sulfato de sodio anidro e concentrada a vacuo para a obtencdo do éster
Boc-glicina d, sem a necessidade de purificacdo, com rendimento quantitativo
(BARRETO et al., 2016).

Para a sintese da hidrazida Boc-glicina 1b (1,87 g; 9,90 mmol) do éster obtido
na etapa anterior foi adicionado a uma solugéo de hidrazina monohidratada (39,6
mmol, 1,98 g) em etanol (3,0 mL). A reacao foi submetida a um sistema de refluxo
por 3 horas a 115°C. AplOs esse tempo, a mistura foi concentrada a vacuo e
purificada por coluna cromatografica (CH2Cl2 — 10% MeOH/CH2Cl), obtendo-se o
produto 1b em 78% de rendimento (1,45g; 7,67 mmol) (BARRETO et al., 2016).

4.4 Sintese da Boc-hidrazida 1c

Primeiramente, adicionou-se 1,46 g da amina e (10,0 mmol) a 30 mL de uma
solucdo de dioxano/agua (2:1, 20 e 10 mL). Ap6s o solido ser dissolvido, a reacéao foi
alcalinizada com 10 mL de uma solucdo de hidroxido de soédio (NaOH, 1 mol/L),
coletada em banho de gelo. Em seguida, adicionou-se 3,27 g de dicarbonato de di-
terc-butila ((Boc)20, 15,0 mmol) e 0,84 g de bicarbonato de sodio (10,0 mmol). A
reacao foi agitada overnight a temperatura ambiente. Apds, metade do volume foi
evaporado e o residuo foi diluido em 40 mL de acetato de etila, coletado em banho
de gelo e acidificado a pH 2,5 — 3,0 com solucéo de bissulfato de potassio (KHSO4, 1
mol/L). As fases foram separadas e a fracdo aquosa foi extraida duas vezes com 20
mL de acetato de etila. As fases organicas extraidas foram combinadas e em
seguida lavadas com agua destilada, seca com sulfato de sodio anidro e
concentrada a vacuo para a obtencdo do éster Boc-glicina f, sem a necessidade de
purificacdo, em 73% de rendimento (1,07 g; 4,35 mmol) (BARRETO et al., 2016).



Em seguida, para a sintese da Boc-Hidrazida, 1,07 g (4,35 mmol) do éster f
obtido na etapa anterior foi adicionado a uma solucdo de hidrazina monohidratada
(17,4 mmol; 0,87 g) em 2,3 mL etanol. A reacado foi submetida a um sistema de
refluxo por 3 horas a 115°C. ApGs esse tempo, a mistura foi concentrada a vacuo e
purificada por coluna cromatografica (CH2Cl2 — 15% MeOH/CH2Cl2), obtendo-se o
produto em 47% de rendimento (0,51 g; 2,05 mmol) (BARRETO et al., 2016).

4.5 Sintese do acil-hidrazino-peptémero 2

Inicialmente, em uma solucédo da hidrazida Cbz-glicina 1a (2,13 mmol, 0,476
g) em 4,0 mL de metanol sob agitacdo adicionou-se 0,19 mL (2,13 mmol) do
isobutiraldeido. A reacéo ficou sob agitacdo por 30 minutos a temperatura ambiente
para a formacdo da imina. Apos esse tempo, o solvente foi removido a vacuo, a
imina foi dissolvida em 4,5 mL de trifluoroetanol (TFE) e nessa solugdo foram
adicionados 0,122 mL (2,13 mmol) de acido acético e 0,19 mL (2,13 mmol) de
isocianoacetato de metila. Apos a adicdo de todos os reagentes, a solucédo foi
agitada por 18 horas a temperatura ambiente. Em seguida, a reacao foi concentrada
a vacuo e purificada por coluna cromatografica (CH2Clz — 2% MeOH/CH2Cl2)
fornecendo o produto em 69% de rendimento (0,64 g; 1,47 mmol) (BARRETO et al.,
2016).

4.6 Sintese do acil-hidrazino-peptémero 3

Primeiramente, uma solucao da hidrazida Boc-glicina 1b (0,50 mmol; 0,094 g)
em 1,0 mL de metanol sob agitacdo foi adicionado 0,045 mL (0,50 mmol) do
isobutiraldeido. A reacdo foi agitada por 2 horas a temperatura ambiente para a
formacdo da imina. ApOs a evaporacdo do solvente a vacuo, a imina foi dissolvida
em 2,0 mL de trifluoroetanol (TFE) e em seguida adicionou-se 0,014 mL (0,25 mmol)
de &cido acético e 0,023 mL (0,25 mmol) do isocianoacetato de metila. A reacao foi
agitada por 43 horas a temperatura ambiente e ap0s esse tempo o solvente foi
removido a vacuo para a concentragdo da mistura e o residuo foi purificado por
coluna cromatografica (CH2Cl2 — 2% MeOH/CH2Cl2) obtendo-se o produto em 59%
de rendimento (0,118 g; 0,293 mmol) (BARRETO et al., 2016).

4.7 Sintese do acil-hidrazino-peptomero 4
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Para dar inicio a sintese, foi adicionado a uma solucdo da hidrazida Boc-
glicina 1b (1,59 mmol; 0,30 g) em 2,0 mL de trifluoroetanol (TFE) sob agitacdo 0,23
mL (3,18 mmol) de acetona. A reacdo se manteve em agitacdo por 2 horas a
temperatura ambiente para a formacao da imina. Em seguida adicionou-se 0,30 g de
sulfato de sédio anidro, 0,059 mL (0,79 mmol) de acido propanoico e 0,072 mL (0,79
mmol) do isocianoacetato de metila. Apds agitacdo por 40 horas a temperatura
ambiente, a reacdo foi filtrada, o solvente removido a vacuo e a mistura purificada
por coluna cromatografica (CH2Cl2 — 4% MeOH/CH2Cl2), obtendo-se o produto com
massa igual a 0,287 g (0.714 mmol) e rendimento de 90% (BARRETO et al., 2016).

4.8 Sintese do acil-hidrazino-peptémero 5

Inicialmente, em uma solucédo da hidrazina Boc-glicina (0,50 mmol; 0,094 g)
em 1,0 mL de trifluoroetanol (TFE) foi adicionado 0,073 mL (1,0 mmol) de acetona,
mantendo-a em agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente para a obtencédo da
imina. Apds a formacdo da imina foram adicionados 0,50 g de sulfato de sodio
anidro, 0,009 mL (0,25 mmol) de &cido férmico e 0,023 mL (0,25 mmol) do
isocianoacetato de metila. Apdés agitacdo de 24 horas, a solugdo foi filtrada,
concentrada a vacuo e purificada por coluna cromatografica (CH2Clz — 4%
MeOH/CH:Cl2) resultando na obtencéo do produto em 90% de rendimento (0,84 g;
0,25 mmol (BARRETO et al., 2016).

4.9 Sintese do acil-hidrazino-peptémero 6

Primeiramente, em uma solucao da hidrazida 1c (2,13 mmol; 0,524 g) em 4,0
mL de metanol sob agitacdo adicionou-se 0,19 mL (2,13 mmol) do isobutiraldeido
para a formacdo da imina, mantendo-se a agitacdo por 1 hora a temperatura
ambiente. Em seguida, o solvente foi evaporado a vacuo. A imina foi entédo
dissolvida em 4,0 mL de trifluoroetanol (TFE) e foram adicionados a essa solugao
0,12 mL (2,13 mmol) do acido acético e 0,19 mL (2,13 mmol) do isocianoacetato de
metila. A agitacdo permaneceu por 48 horas a temperatura ambiente. Apds esse
tempo a reacdo foi concentrada a vacuo e purificada por coluna cromatografica
(CH2Cl2 — 2% MeOH/CH2Cl2) fornecendo o produto em 73% de rendimento (0,710
g; 1,55 mmol) (BARRETO et al., 2016).

4.10 Sintese do acil-hidrazino-peptémero 7
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Primeiramente, em uma solucdo da hidrazida 1c (1,62 mmol, 0,398 g) em 3,0
mL de metanol sob agitacdo adicionou-se 0,15 mL (1,62 mmol) do isobutiraldeido. A
agitacao se manteve por 1 hora a temperatura ambiente para a obtencdo da imina. A
imina foi entéo dissolvida em 3,0 mL de trifluoroetanol e foram adicionados 0,12 mL
(1,62 mmol) do &cido propanoico e 0,15 mL (1,62 mmol) do isocianoacetato de
metila. O meio reacional foi agitado por 51 horas a temperatura ambiente,
concentrado a vacuo e o produto foi purificado por coluna cromatografica (CH2Cl2 —
4% MeOH/CH2Cl2), fornecendo o produto em 71% de rendimento (0,543 g; 1,15
mmol) (BARRETO et al., 2016).

411 Sintese da hidrazida acil-hidrazino-peptémero 8

Para a sintese da hidrazida acil-hidrazino-peptémero 8 utilizou-se 0,286 g
(0,71 mmol) do acil-hidrazino-peptdmero 3 obtido anteriormente adicionando-o a
uma solucdo de hidrazina monohidratada (2,84 mmol; 0,14 mL) em 3,3 mL de
etanol. A reacdo foi submetida a um sistema de refluxo por 5 horas a 115°C. Apos
esse tempo, a mistura foi concentrada a vacuo e purificada por coluna
cromatografica (CH2Clz — 15% MeOH/CH2Cl2), obtendo-se o produto em 72% de
rendimento (0,205 g; 0,51 mmol) (BARRETO et al., 2016).

4.12 Sintese da hidrazida acil-hidrazino peptémero 9

Para a obtencdo da hidrazida acil-hidrazino-peptémero 9 utilizou-se 0,421 g
(0,890 mmol) do acilhidrazido-peptébmero 7 sintetizado anteriormente, adicionando-o
a uma solucdo de hidrazida monohidratada (3,56 mmol; 0,17 mL) em 4,0 mL de
etanol sob agitacédo. A reacao foi submetida a um sistema de refluxo por 5 horas a
115°C. Em seguida, a reacdo foi concentrada a vacuo e purificada por coluna
cromatografica (CH2Clz — 15% MeOH/CH2Cl2), fornecendo o produto em 72% de
rendimento (BARRETO et al., 2016).

4.13 Sintese do acil-hidrazino-peptémero 10

Inicialmente, em uma solucéo da hidrazida acil-hidrazino-peptémero 8 (0,472
mmol; 0,190 g) em 2,0 mL de trifluoroetanol (TFE) sob agitacdo adicionou-se 0,14
mL (1,89 mmol) da acetona. O meio reacional foi mantido sob agitacao por 1 hora a
temperatura ambiente para a formacdo da imina. ApOs esse tempo foram

adicionados 0,035 mL (0,472 mmol) de acido propanoico e 0,043 mL (0,472 mmol)
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de isocianoacetato de metila, mantendo-se a agitacdo por 45 horas a temperatura
ambiente. Em seguida, o solvente foi removido a vacuo e a mistura foi purificada por
coluna cromatografica (CH2Cl2 — 8% MeOH/CH2Cl2) fornecendo o produto em 60%
de rendimento (0,173 g; 0,281 mmol) (BARRETO et al., 2016).

4.14 Sintese do acil-hidrazino-peptémero 11

Primeiramente, em uma solucdo da hidrazida acil-hidrazino-peptdmero 9
(0,361 mmol; 0,171 g) em 2,0 mL de trifluoroetanol (TFE) sob agitacédo adicionou-se
0,11 mL (1,44 mmol) de acetona. A reacédo foi agitada por 3 horas a temperatura
ambiente para a formacdo da imina. Apos a obtencdo da imina foram adicionados
0,013 mL (0,180 mmol) de acido propanoico e 0,016 mL (0,180 mmol) do
isocianoacetato de metila mantendo-a sob agitacdo por 40 horas a temperatura
ambiente. Em seguida a reacdo foi concentrada a vacuo e purificada por coluna
cromatografica (CH2Clz — 8% MeOH/CH2Cl2) obtendo-se o produto em 90% de
rendimento (0,076 g; 0,161 mmol) (BARRETO et al., 2016).

4.15 Sintese do acil-hidrazino-peptémero 12

Para a realizacdo da hidrélise, adicionou-se a um tubo de vidro com
capacidade para 10 mL, 0,205 g (0,47 mmol) do acil-hidrazino-peptémero 2 a 7,5 mL
de uma solucdo contendo tetrahidrofurano (THF)/agua (2:1, v:v) e 0,028g (1,18
mmol) de hidroxido de litio (LIOH). Em seguida o tubo foi introduzido na cavidade de
um reator micro-ondas (CEM Co., Discover) e irradiado por 5 minutos a 60°C sob
agitacdo magnética. Apds esse tempo a reacao foi acidificada com solugdo de
bissulfato de sédio (NaHSO4, 2mol/L) a pH 2,0 e extraida com 30 mL de acetato de
etila por duas vezes. A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e
concentrada a vacuo fornecendo o acido m, sem a necessidade de purificacdo, em
94% de rendimento (0,185 g; 0,44 mmol) (BARRETO et al, 2016).

Em um tubo de vidro com capacidade para 10 mL, adicionou-se 0,185 g (0,44
mmol) do acido m obtido na etapa anterior, 1,5 mL de metanol, 0,20 g de sulfato de
sédio anidro, 0,0264 g (0,88 mmol) do paraformaldeido, 0,094 g (0,88 mmol) da
benzilamina e 0,040 mL (0,44 mmol) de isocianoacetato de metila. A mistura foi
inserida no interior de um reator micro-ondas (CEM Co., Discover) e irradiada por 3
minutos a 80°C sob agitacdo magnética. Em seguida, a mistura foi filtrada,

concentrada a vacuo e purificada por coluna cromatografica (CH2Clz — 4%
13



MeOH/CH:Cl2) fornecendo o produto em 47% de rendimento (0,133 g; 0,207 mmol)
(BARRETO et al., 2016).

4.16 Sintese do acil-hidrazino-peptémero 13

A uma solucgéo do acil-hidrazino-peptomero 3 (1,96 mmol, 0,788 g) em 69 mL
tetrahidrofurano (THF)/agua (2:1, v:v) adicionou-se 0,235 g (9,98 mmol) de hidréxido
de litio (LiOH) a 0°C. A reacéao foi agitada permanecendo-se a 0°C por 2,5 horas.
ApoOs esse tempo, a reacdo foi acidificada com solugdo de bissulfato de sodio
(NaHSO4, 2mol/L) a pH 2,0 e extraida com de acetato de etila por trés vezes. As
fases organicas foram combinadas, secas com sulfato de sodio anidro, filtrada e
concentrada a vacuo fornecendo o acido n, sem a necessidade de purificacdo, em
rendimento quantitativo (0,761 g; 1,96 mmol) (BARRETO et al., 2016).

Em um tubo de vidro com capacidade para 10 mL, adicionou-se 0,633 g (1,63
mmol) do acido n obtido anteriormente, 2,0 mL de metanol, 0,975 g de sulfato de
sédio anidro, 0,0975 g (3,25 mmol) de paraformaldeido, 0,348 g (3,25 mmol) de
benzilamina e 0,15 mL (1,63 mmol) de isocianoacetato de metila. A mistura foi
inserida no interior de um reator micro-ondas (CEM Co., Discover) e irradiada por 3
minutos a 80°C sob agitacdo magnética. Em seguida, o reacdo foi filtrada,
concentrada a vacuo e purificada por coluna cromatografica (CH2Clz — 4%
MeOH/CH:zCl2) fornecendo o produto em 76% de rendimento (0,748 g; 1,23 mmol)
(BARRETO et al., 2016).

4.17 Sintese do acil-hidrazino-peptémero 14

A uma solucédo do acil-hidrazino-peptémero 4 (0,803 mmol; 0,323 g) em 39
mL tetrahidrofurano (THF)/dgua (2:1, v:v) adicionou-se 0,096 g (0,401 mmol) de
hidroxido de litio (LIOH) a 0°C. A reacéao foi agitada por 2 horas mantendo-se a 0°C.
Apoés esse tempo, a reacdo foi acidificada com solugdo de bissulfato de sodio
(NaHSO4, 2 mol/L) a pH 2,0 e extraida com de acetato de etila por trés vezes. As
fases organicas foram combinadas, secas com sulfato de sodio anidro, filtrada e
concentrada a vacuo fornecendo o acido, sem a necessidade de purificacdo, em
96% de rendimento (0,301 g; 0,775 mmol) (BARRETO et al., 2016).

A uma solucdo de benzilamina (1,55 mmol; 0,166 g) em 10 mL de metanol
sob agitacdo foram adicionados 0,0465 g de paraformaldeido (1,55 mmol) e 0,20 g
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de sulfato de sodio anidro. A reacdo permaneceu sob agitacdo por 1 hora a
temperatura ambiente. ApGs esse tempo, adicionou-se 0,301 g (0,775 mmol) do
acido obtido na etapa anterior e ap6s 10 minutos acrescentou-se 0,070 mL (0,775
mmol) do isocianoacetato de metila. A reacdo permaneceu sob agitacdo por 24
horas a temperatura ambiente. Em seguida, a mistura foi filtrada, concentrada a
vacuo e purificada por coluna cromatografica (CH2Cl2 — 4% MeOH/CH2CI2)
fornecendo o produto em 55% de rendimento (0,258 g; 0,425 mmol) (BARRETO et
al., 2016).

4.18 Ensaios biolégicos com células in vitro

Para realizacdo dos ensaios de viabilidade celular pelo método de MTT em
células in vitro das linhagens NIH-3T3 (fibroblasto murino) e 4T1 (adenocarcinoma
mamario murino) seguiu-se o0 protocolo padrao de cultivo de célula adotado pelo
Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto de Biologia da Universidade de

Brasilia.

4.18.1 Cultivo Celular

Inicialmente as células das linhagens NIH-3T3 e 4T1 a serem testadas in vitro
foram cultivadas em meio DMEM (Meio Eagle Modificado por Dulbecco) e RPMI
(Meio do Instituto Memorial Park Roswell), respectivamente, ambos suplementados
com soro fetal (SFB) 10% (v.v) e 1% (v.v) de solucdo de antibidtico (100
unidades/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina). As células foram entédo
semeadas em placas de 96 pocos contendo 1000 células por po¢o, mantendo-as

incubadas por 24 horas em estufa a 37 °C e CO2 a 5%.

4.18.2 Tratamento

As células de ambas as linhagens foram expostas por 24 horas a doze
concentracbes diferentes de cada composto sintetizado, partindo-se da maior
concentracdo de 450 pg/mL. Para a obtencdo das demais concentragcdes foram
realizadas diluicbes seriadas, resultando as seguintes concentragdes: 225,0 pg/mL,
112,50 pg/mL, 56,25 pg/mL, 28,13 pg/mL, 14,06 pug/mL, 7,03 pg/mL, 3,52 pg/mL,
1,75 pg/mL, 0,87 pg/mL, 0,44 pg/mL e 0,22 pg/mL. Apos aplicacdo dos compostos
as células foram novamente incubadas em estufa a 37°C e CO2 a 5%. Cada
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concentracéo foi testada em triplicata e um grupo controle contendo apenas 0 meio

de cultivo também foi realizado.

4.18.3 Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT

Passado o tempo de exposi¢cdo, os compostos foram retirados das células e
foram aplicados 150 pL de uma solucdo de MTT em meio de cultivo (1:9, viv) em
cada poco e as células foram novamente incubadas em estufa a 37 °C e CO2 a 5%.
Apés 2,5 horas de incubacéo a solucao aplicada foi descartada e 200 uL de DMSO
(dimetilsulfoxido) foram aplicados para o rompimento das células e extracdo dos
cristais de formazan obtidos pela atividade das desidrogenases, principalmente
mitocondriais. A quantificacdo da viabilidade celular foi realizada a partir da leitura
das placas em espectrofotbmetro, onde a absorbancia foi lida no comprimento de

onda de 595 nm.
4.19 Analise dos dados

Os dados obtidos a partir dos ensaios biol6gicos foram analisados utilizando o
programa Microsoft Excel (2013), onde a média das absorbancias para cada
concentracdo dos compostos testados foi normalizada pela média do grupo controle,
fornecendo o valor da viabilidade celular expressos em porcentagem. Os resultados
foram analisados no software GraphPad Prisma® 6.0 e foram submetidos a testes
estatisticos especificos com significAncia estatistica de 95% (p<0,05). Diferencas
estatisticas foram avaliadas pelos testes Anova de duas via, aplicando pés-teste de
multiplas comparacfes de Tukey. Os resultados quantitativos foram descritos como

média + erro padrao.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

A abordagem desse trabalho para a sintese da nova classe de
peptidomiméticos consistiu no uso de duas reacfes multicomponentes: a reacao de
Ugi-hidrazino e a reacgao classica de Ugi (BARRETO et al., 2016). A reacao classica
de Ugi é uma reacao one-pot realizada a partir de quatro componentes basicos: uma

amina, um grupo carbonilico (aldeido ou cetona), um acido carboxilico e um
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isocianeto. A reacdo de Ugi-hidrazino se difere da classica devido a substituicdo do

componente amina por uma hidrazida.

Os esquemas abaixo (esquemas 1 e 2) apresentam as rotas sintéticas
adotadas para a obtencao dos peptidomiméticos propostos. Ao realizar uma primeira
reacdo de Ugi-hidrazino obteve-se um acil-hidrazino-peptémero. A partir desse
primeiro produto, duas vias sintéticas puderam ser seguidas: 1) uma posterior
reacao de hidrazindlise com hidrazina monohidratada para o fornecimento de uma
hidrazida e uma subsequente segunda reacdo de Ugi-hidrazino; 2) uma reacéo de
hidrélise com hidroxido de litio (LiIOH) resultando na formacdo de um &cido para uma
subsequente reacdo classica de Ugi. Ambas as vias resultaram na formacao de acil-
hidrazino-peptdmeros via reacdo de Ugi consecutivas que consiste em uma
abordagem inédita para a sintese da nova classe de peptidomimética explorada no

presente trabalho.

R1
Q k\o H Reacéo de Ugi- 2 H Rt H
i i N _N
MeOJ\/NC N HZN’NjﬁNHRS* Hidrazino MeoJ\/ \H)\N N ONHR
OH o o) RZ,&O o)
2&0
R
Reacéo de
Hidrazindlise
R1
N
@)

Reacéo de Ugi- Q Rt
o RZYO o y R1 H Hidrazino HZN\N)K/H\H)\N/H NHR3
MeO )H/N\ )‘K/N\H)\ _N 3 H \n/\
oy vy g Pro ©
H 1 H /& ) ’
o R o ©

R2

O +
M ne OH
MeO
) RZ’go

Esquema 1. Rota sintética 1 para obtencéo de acil-hidrazino-peptémeros.
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R4

Esquema 2. Rota sintética 2 para obtencado de acil-hidrazino-peptémeros.

Para iniciar a sintese dos acil-hidrazino-peptdmeros foi necessario

primeiramente a obtencdo dos materiais de partida utilizados na primeira reagao

multicomponente. Sendo assim, fez-se necessario a sintese das hidrazidas

(esquema 3) utilizando ésteres derivados da glicina, que, ao serem submetidos a

reacao de hidrazinolise com hidrazida monohidratada, resultaram na formacao das

hidrazidas la-c.

)K/NHCbz CHgl, NaHCO; MGOJ\/NHCbZ _ NaHp HO HaN. J\/NHCbZ

DMF t.a-46h EtOH refluxo 2-3h H
93% 69%
)J\/ (Boc),0, NaOH Q NoH, . H,O ?
NH; HCl 2> " NHBoc _ 22" 27 H,N. NHBoc
MeO 3 dioxano/agua MeO 2 NJK/

EtOH, refluxo 2-3h

overnight 100% d 78% H 1b

0]
H (0]
N Boc),0, NaOH H 0
MeOJK/ Y\NHz( oc)24a> Meo)]\/N\[(\ N2H, . H0
e o

NHBoc —— H, N N
dioxano/agua EtOH, refluxo 2-3h \H/\NHBOC
overnight f o 47%

73%

Esquema 3. Sintese das hidrazidas la-c (BARRETO et al., 2016).
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Outro material de partida sintetizado foi o isocianoacetato de metila, que
embora seja um reagente comercial, € mais viavel economicamente realizar a sua

sintese.

Com os materiais de partida em maos, péde-se dar inicio a sintese dos
peptidomiméticos. O esquema 4 ilustra a rota sintética utilizada para a obtencéo dos
acil-hidrazino-peptdmeros provenientes da primeira reagao de Ugi-hidrazino e suas
respectivas estruturas. Assim, a partir dessa reacao foram obtidos seis compostos
inéditos com rendimentos que variaram de moderados a excelentes (59-90%). As

reacoes tiveram duracéo de 1-2 dias e foram realizadas a temperatura ambiente.

As trés hidrazidas previamente sintetizadas (la-c) foram utilizadas nessa
primeira reacdo de Ugi-hidrazino e os componentes carbonilicos de escolha foram a
acetona e o isobutiraldeido. Ja os acidos carboxilicos usados foram o &acido férmico,
acético e propanoico. Uma observacdo pertinente € que tentativas utilizando
paraformaldeido, compostos aromaticos e acidos graxos nessa primeira reacao
resultaram na formacdo de uma mistura complexa, impossibilitando a obtencédo do
produto desejado. Esse fato limita a possibilidade de formacdo de uma maior
variedade de acil-hidrazino-peptdomeros utilizando esse método. Vale ressaltar ainda
gue a escolha do solvente foi muito importante para o0 sucesso da reagéo, pois ao se
tentar utilizar metanol como solvente — solvente comumente utilizado para reacoes
de Ugi — houve a formacdo de uma mistura complexa ao invés do produto desejado.
Assim, utilizando trifluoroetanol (TFE) como solvente da reacao, o produto final péde
ser obtido (BARRETO et al., 2016).
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Esquema 4. Sintese dos acil-hidrazino-peptdomeros 2-7 (BARRETO et al., 2016).

Visando a funcionalizar ainda mais as estruturas dos acil-hidrazino-
peptdbmeros por meio do aumento do tamanho de sua cadeia principal e
ramificacbes, o0s peptidomiméticos foram submetidos a uma nova reacao
multicomponente (reacdo de Ugi-hidrazino ou reacdo classica de Ugi). Para isso, 0s
acil-hidrazino-peptdmeros 3 e 7 foram submetidos a reacdo de hidrazinolise com
hidrazida monohidratada, resultando na obtencédo das hidrazidas acil-hidrazino-
peptdbmeros intermediarias (compostos 8 e 9), e subsequentemente a uma segunda
reacdo de Ugi-hidrazino, fornecendo os acil-hidrazino-peptémeros 10 e 11, com
rendimentos que variam de moderados a excelentes (60-90%). Ja os acil-hidrazino-
peptdbmeros 2-4 foram submetidos a reacéo de hidrélise realizada com hidréxido de
litio, resultando na obtencdo dos acidos m-o e posterior reacdo classica de Ugi,
possibilitando assim a obtencdo dos acil-hidrazinopeptébmeros 12-15 com
moderados a bons rendimentos (47-76%). Os esquemas a seguir (esquemas 5 e 6)
apresentam a rota sintética desenvolvida para a obtencéo desses novos compostos
(BARRETO et al, 2016).
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Esquema 5. Sintese das hidrazidas intermediarias 8-9 e acil-hidrazino-peptdmeros 10-11 (BARRETO
et al., 2016).

LiOH, THF/H,O

O 1 2
Q HRl RZH 2-25ha00C iR RO K
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|
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12 RY = H, R? = CH(CHg),, R® = CHg, R* = Cbz (47%)
13 Rt =H, R? = CH(CHg),, R® = CH3, R* = Boc (76%)
14 R! = CHa, R2 = CHa, R3 = CH,CHs, R* = Boc (55%)

Esquema 6. Sintese dos acidos intermediarios e acil-hidrazino-peptdmeros 12-14 (BARRETO et al.,
2016).

A figura 5 ilustra a estrutura dos quatorze compostos ineditos obtidos a partir
dessa abordagem, sendo que a hidrazida 1c é utilizada como intermediaria para
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algumas reagbes de primeira Ugi, os acil-hidrazino-peptdomeros 2-7 sao resultantes
da primeira reacdo de Ugi-hidrazino, as hidrazidas 8 e 9 utilizadas como
intermediarias, os acil-hidrazino-peptémeros 10 e 11 resultantes da segunda reacao
de Ugi-hidrazino e os acil-hidrazino-peptémeros 12-14 obtidos por meio da segunda

reacdo classica de Ugi realizada a partir de acidos intermediarios.
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Figura 5. Estrutura de todos dos compostos sintetizados no presente trabalho.
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Os procedimentos para a caracterizacdo de forma detalhada e a respectiva
andlise dos ensaios bioldgicos em células normais (NIH-3T3) e células de cancer de

mama (linhagem 4T1) serdo descritos a seguir.

5.1Hidrazida Cbz-glicina (1a)

A hidrazida Cbz-glicina 1a foi obtida por meio da reagéo de hidrazinélise com
o éster Cbz-glicina previamente sintetizado. O produto final se apresentou no estado
de um sdélido branco, e seu ponto de fusdo na faixa de 112-114°C e fator de retencao
igual a 0,51, ao se utilizar uma solugédo de 15% MeOH/CH2Cl2 como fase movel na
CCD. Por néo se tratar de um composto inédito e ser um intermediario da sintese,
ndo houve a necessidade de realizar a caracterizacdo por espectrometria de

massas.

A figura 6 representa a toxicidade da Chbz-hidrazida la nas doze
concentracdes testadas contra linhagens NIH-3T3 e 4T1. Percebe-se que houve um
comportamento curioso, pois nas concentracdes mais baixas houve reducdo da
viabilidade celular em cerca de 40% nas células NIH-3T3. Porém, ao aumentar

gradativamente as concentragdes, a viabilidade celular também foi aumentada.

Ja na linhagem 4T1 o composto la ndo apresentou atividade significativa,
pois nota-se que nas concentragcdes mais baixas as células continuaram com sua
viabilidade celular praticamente inalterada, reduzindo cerca de 25% apenas nas
duas ultimas maiores concentra¢des. Com isso, percebe-se que esse composto nao
apresentou atividade anticancer significativa nas concentracfes testadas para essa

linhagem.
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Figura 6. Viabilidade de células 4T1 e NIH-3T3 expostas a hidrazida Cbz-glicina 1a por 24 horas in
vitro. * p<0,05 vs células NIH-3T3 controle (ndo tratadas). ** p<0,05 vs células 4T1 controle (n&do
tratadas)

5.2 Hidrazida Boc-glicina (1b)

A hidrazida Boc-glicina 1b foi obtida por meio da reacdo de hidrazinélise com
0 éster Boc-glicina previamente sintetizado. O produto final se apresentou como um
sélido branco, com ponto de fusdo entre 105-107 °C e fator de retencéo igual a 0,43
quando utilizada uma solugéo de 15% MeOH/CH2Cl2 como fase moével na CCD. A
caracterizacdo por espectrometria de massas de alta resolucao néo foi realizada, ja
hidrazida Boc-glicina 1b ndo é um composto inédito, sendo utilizado como

intermediario nas rea¢cfes subsequentes e pode ser obtida comercialmente.

A figura 7 representa a viabilidade de células NIH-3T3 e 4T1 apds serem
expostas ao Boc-hidrazida 1b em doze concentracdes testadas. Nota-se que este
composto alterou a viabilidade das células NIH-3T3. Percebe-se que, ao se aplicar
as menores concentracfes nas células dessa linhagem, houve reducdo da
viabilidade celular de aproximadamente 45% das células. Porém, em maiores
concentracfes do composto, as células tiveram sua viabilidade celular aumentada.
Assim, nota-se que esse composto apresentou citotoxicidade para as células
normais, porém, nas concentracdes mais elevadas ndo houve reducdo da

viabilidade celular.

Na linhagem 4T1 a hidrazida Boc-glicina 1b ndo apresentou atividade
significativa, uma vez que, mesmo na concentragdo mais alta observou-se uma
reducédo de apenas 15% na viabilidade celular. Sendo assim, o composto nao

apresentou atividade contra as células 4T1 nessas concentragdes.
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Figura 7. Viabilidade de células 4T1 e NIH-3T3 expostas a hidrazida Boc-glicina 1b por 24 horas in
vitro. * p<0,05 vs células NIH-3T3 controle (n&o tratadas).

5.3Boc-Hidrazida (1c)

A Boc-hidrazida 1c foi obtida por meio da reacdo de hidrazindlise com seu
éster previamente sintetizado. O produto final, sélido branco, apresentou ponto de
fusdo entre 44-46°C e fator de retencao igual a 0,24, quando utilizado uma solucéo
de 15% MeOH/CH2Cl2 como fase movel na CCD. Embora esse composto seja
inédito, ndo houve a necessidade de caracterizacdo por espectrometria de massas
por se tratar de um intermediario das etapas seguintes da sintese dos

peptidomiméticos.

A figura 8 demonstra a viabilidade das células NIH-3T3 e 4T1 expostas ao
Boc-hidrazida 1c nas doze concentracbes testadas. Nota-se que as menores
concentracdes do composto exerceram efeito pro-proliferativa nas células NIH-3T3,
aumentando a sua viabilidade celular em cerca de 50% na menor concentracao de
exposicao (0,22 pg/mL). Ao se aumentar gradativamente a concentracdo do
composto, percebe-se que houve a diminuicdo da atividade pro-proliferativa. Nas
duas maiores concentracbes (225,0 e 450,0 pg/mL) observou-se uma leve
diminuicdo da viabilidade celular. Isso mostra que o composto 1c apresentou
discreta citotoxicidade para células normais, porém, nas demais concentracdes ele

foi capaz de manter preservada a viabilidade.

Na linhagem 4T1 o composto 1c ndo apresentou atividade significativa, pois

nao houve redugdo da viabilidade celular mesmo na maior concentracdo de
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exposi¢do (450 pg/mL). O aumento da viabilidade destas células observado nas
concentracdes de 7,03 ug/mL e 225 pg/mL foi provocada pelo grande desvio padrao
neste experimento.
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Figura 8. Viabilidade de células 4T1 e NIH-3T3 expostas a hidrazida Boc-glicina 1c por 24 horas in
vitro. * p<0,05 vs células 4T1 controle (ndo tratadas).

5.4 Acil-hidrazino-peptomero 2

Para o preparo do acil-hidrazino-peptémero 2 utilizou-se a hidrazida Cbz-
glicina 1la, isobutiraldeido g, acido acético j e isocianoacetato de metila | como
reagentes de partida para a reacdo de Ugi-hidrazino. O produto final se apresentou
na forma de um solido bege, com ponto de fusdo entre 103-105°C e fator de
retencdo de 0,54 quando utilizado uma solucdo de MeOH/CH2Cl2 (1/9, v:v) como
fase mével na CCD. O espectro de massas de alta resolucdo (espectro 1) do
composto confirmou a obtencdo do produto final, sendo possivel observar o pico
principal da razdo massa/carga (m/z) do produto somada com ao ion Na* igual a
459,1848 g.mol? e somada ao ion H* 437,2024 g.mol' e as massas esperadas
eram, respectivamente, 459,1856 g.mol' e 437,2036 g.mol? (BARRETO et al,
2016).

A figura 9 apresenta a viabilidade das linhagens NIH-3T3 e 4T1 ao serem
expostas ao acil-hidrazino-peptdmero 2 nas doze concentracbes testadas. Na
linhagem NIH-3T3 pbde-se perceber que, mesmo nas menores concentracdes de
exposicdo, 0 composto foi capaz de reduzir a Vviabilidade celular em
aproximadamente 30%. Nas concentracdes mais elevadas a viabilidade celular foi

reduzida em cerca de 20%. Isso sugere que as menores concentracdes foram mais
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toxicas para as células do quando comparadas com as maiores. Porém, todas as
concentracbes foram capaz de matar as células NIH-3T3, o que indica que o

composto € citotéxico para células normais.

Na linhagem 4T1, esse composto apresentou atividade pro-proliferativa em
todas as concentracbes de exposicdo, aumentando a viabilidade celular em
aproximadamente 10% na menor concentragdo (0,22 pg/mL) e 43% na maior
concentracdo (450 pg/mL). Esses dados indicam que 0 composto ndo possui

atividade anticancer nessa linhagem nas concentracfes testadas.
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Figura 9. Viabilidade de células 4T1 e NIH-3T3 expostas ao acil-hidrazino-peptébmero 2 por 24 horas
in vitro. * p<0,05 vs células 4T1 controle (ndo tratadas).

5.5Acil-hidrazino-peptomero 3

Para a sintese do acil-hidrazino-peptémero 3 foi utilizado a hidrazida Boc-
glicina 1b, o isobutiraldeido g, o acido acético j e o isocinoacetato de metila | como
reagentes de partida para a reacdo de Ugi-hidrazino. O produto final, obtido na
forma de um sélido branco, apresentou ponto de fusdo entre 160-162°C e fator de
retencdo de 0,51 quando utilizado uma solugdo MeOH/CH2Cl2 (1/9, v:v) como fase
movel na CCD. Através do espectro de massas de alta resolucdo (espectro 2) é
possivel perceber a confirmacédo da obtencdo do produto esperado, onde observa-se

0 pico da razdo massa/carga (m/z) da soma da massa do produto com o ion Na*
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sendo esse valor igual 425,2015 g.mol! e a massa esperada do produto somada a
esse fon era de 425,2012 g.mol™.

A figura 10 representa o comportamento bioldgico das linhagens NIH-3T3 e
4T1 ao serem expostas ao acil-hidrazino-peptémero 3 nas doze concentracdes
testadas. O composto apresentou discreta atividade proé-proliferativa na linhagem
NIH-3T3 em praticamente todas as concentragdes de exposi¢cdo. Na concentragéo
mais elevada (450 pg/mL) n&o houve atividade pro-proliferativa, porém a viabilidade
celular permaneceu em 100%. Isso pode nos indicar que 0 composto néo

apresentou citotoxicidade ao ser exposto a células normais.

Na linhagem 4T1 o peptidomimético também apresentou discreta atividade
pré-proliferativa na maioria das concentracdes expostas. Nota-se que
especificamente nas concentracbes de 3,52 pg/mL, 28,13ug/mL e 450,0 pg/mL
houve um aumento da viabilidade celular de 33%, 40% e 47% respectivamente.
Esses resultados evidenciam que esse composto ndo apresentou atividade contra
células cancerosas nas concentracfes testadas e, além disso, promoveu a

proliferacéo celular, o que foge dos resultados esperados.
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Figura 10. Viabilidade de células 4T1 e NIH-3T3 expostas ao acil-hidrazino-peptémero 3 por 24 horas
in vitro. * p<0,05 vs células 4T1 controle (ndo tratadas).

5.6 Acil-hidrazino-peptomero 4

Para a sintese do acil-hidrazino-peptdmero 4 utilizou-se a hidrazida Boc-

glicina 1b, a acetona h, o acido propanoico k e o isocianoacetato de metila | como
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reagentes de partida para a reacdo de Ugi-hidrazino. O produto se apresentou na
forma de um O6leo viscoso amarelo claro e fator de retencdo igual a 0,47 quando
utilizado uma solugdo MeOH/CH2Cl2 (1/9, v:v) como fase mével na CCD. O espectro
de massas de alta resolucdo (espectro 3) confirmou a formacédo do produto final
esperado, apresentando o pico da razdo massa/carga (m/z) do produto somada ao
fon Na* igual 425,2013 g.mol. A massa esperada do produto somada a esse ion
era de 425,2012 g.mol ™.

A figura 11 representa o efeito do acil-hidrazino-peptémero 4 sobre a
viabilidade das linhagens NIH-3T3 e 4T1. O composto apresentou atividade pro-
proliferativa sobre a linhagem NIH-3T3 em quase todas as concentragdes, tornando-
se mais discreta a medida que a concentracdo foi sendo aumentada. Nota-se que
nas menores concentracdes a atividade pro-proliferativa € mais intensa, onde ha um
aumento da viabilidade celular em aproximadamente 42% na menor concentragao
exposta (0,22 pg/mL). Apenas na concentracao 112,5 pg/mL observou-se uma leve
reducdo da viabilidade em aproximadamente 8%. Esses dados podem indicar que

esse composto ndo é citotoxico para células normais nas concentracoes testadas.

Na linhagem 4T1 o composto nao foi capaz de reduzir a viabilidade celular de
forma significativa em nenhuma das concentragfes testadas. Percebe-se que a
viabilidade permanece praticamente inalterada independente da concentragéo
utilizada.
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Figura 11. Viabilidade de células 4T1 e NIH-3T3 expostas ao acil-hidrazino-peptémero 4 por 24 horas
in vitro. * p<0,05 vs células NIH-3T3 controle (ndo tratadas).
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5.7Acil-hidrazino-peptémero 5

Para a obtencédo do acil-hidrazino-peptdmero 5 via primeira reacao de Ugi-
hidrazino utilizou-se a hidrazida Boc-glicina 1b, a acetona h, o &cido férmico i e o
isocianoacetato de metila | como reagentes de partida. O produto final obtido
apresentou-se na forma de um 6leo viscoso amarelo claro e fator de retencéo igual a
0,48 quando utilizada uma solugdo MeOH/CH2Cl2 (1/9, v:v) como fase movel na
CCD. O espectro de massas de alta resolucdo (espectro 4) aponta a obtencao do
produto final esperado, onde apresenta o pico da razdo massa/carga (m/z) do
produto somada ao ion Na* igual a 397,1703 g.mol. A massa esperada do produto

somada a esse ion era de 397,1699 g.mol.

A figura 12 apresenta a viabilidade das linhagens NIH-3T3 e 4T1 expostas ao
acil-hidrazino-peptdbmero 5 nas doze concentragdes testadas. O composto reduziu a
viabilidade celular da linhagem NIH-3T3 em todas as concentragfes, sendo que as
menores concentracdes apresentaram maior atividade sobre a viabilidade celular, e
especificamente na concentracdo de 3,52 pg/mL percebeu-se uma reducdo de
aproximadamente 42%. Isso pode indicar que esse composto se apresentou

citotdxico para células normais.

Na linhagem 4T1 o composto apresentou atividade pro-proliferativa,
aumentando a viabilidade celular principalmente nas menores concentracdes
testadas. A medida que a concentracdo foi sendo aumentada, a atividade pro-
proliferativa foi sendo reduzida gradativamente. Na menor concentracdo exposta
(0,22 pg/mL) nota-se um aumento da viabilidade celular em cerca de 33%, enquanto
gue na maior concentracao (450 pug/mL) a viabilidade se preservou préxima a 100%.
Isso evidencia que esse composto ndo apresentou atividade contra essa linhagem
nas concentracfes testadas e que, ao contrario do resultado esperado, a molécula
foi capaz de estimular a proliferagéo celular.
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Figura 12. Viabilidade de células 4T1 e NIH-3T3 expostas ao acil-hidrazino-peptémero 5 por 24 horas
in vitro.

5.8 Acil-hidrazino-peptémero 6

A sintese do acil-hidrazino-peptémero 6 utilizou a hidrazida 1c, o
isobutiraldeido g, o acido acético j e o isocianoacetato de metila | como reagentes
de partidas para a reacao de Ugi-hidrazino. O produto final se apresentou na forma
de um solido amarelo, ponto de fusdo entre 57-59°C e fator de retencéo igual a 0,38
quando utilizada uma solu¢do MeOH/CH2Cl2 (1/9, v:v) como fase movel na CCD. O
espectro de massas de alta resolucéo (espectro 5) confirmou a obtencéo do produto
esperado, apresentando o pico da razdo massa/carga (m/z) do produto somada ao
fon Na* igual 482,2228 g.mol. A m/z esperada do produto somada a esse ion era
de 482,2227 g.mol .

A figura 13 mostra a viabilidade das células da linhagens NIH-3T3 e 4T1 ao
serem expostas ao acil-hidrazino-peptébmero 6 nas doze concentracdes testadas. Na
linhagem NIH-3T3 houve reducdo da viabilidade celular em praticamente todas as
concentracdes deste composto, com excecdo apenas da concentracdo 14,06 pg/mL
gue levou a um aumento de 14% da viabilidade. Este resultado evidencia que o

composto foi toxico para células normais.

Na linhagem 4T1 o composto apresentou atividade pro-proliferativa em todas
as concentracdes expostas havendo aumento da viabilidade celular, sendo que nas
concentragbes 0,22 pg/mL, 14,06 pg/mL e 450,0 pg/mL foi onde houve maior
aumento de viabilidade (29%, 30% e 26% respectivamente). Isso sugere que o
composto ndo possui atividade contra células desta linhagem nas concentragdes
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testadas e que, ao contrario do esperado, a molécula foi capaz de estimular a
proliferagcéo celular.
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Figura 13. Viabilidade de células 4T1 e NIH-3T3 expostas ao acil-hidrazino-peptémero 6 por 24 horas
in vitro.

5.9 Acil-hidrazino-peptomero 7

Para a obtencédo do acil-hidrazino-peptdmero 7 foram utilizados a hidrazida
1c, o isobutiraldeido g, o acido propanoico k e o isocianoacetato de metila | como
reagentes de partida para a primeira reacdo de Ugi-hidrazino. O produto final se
apresentou na forma de um soélido amarelo claro com ponto de fusdo de 53-55°C e
fator de retencéo igual a 0,46 quando utilizada uma solugdo MeOH/CH2Cl2 (1/9, v:v)
como fase mével na CCD. O espectro de massas de alta resolucdo (espectro 6)
aponta a formacdo do produto final esperado, onde apresenta o pico da razao
massa/carga (m/z) do produto somada ao ion Na* igual 496,2383 g.mol*. A massa
esperada do produto ligado a este ion é 496,2379 g.mol.

A figura 14 representa o comportamento bioldgico das células das linhagens
NIH-3T3 e 4H1 ao serem expostas ao acil-hidrazino-peptdbmero 7 nas doze
concentragcbes testadas. O composto apresentou atividade pro-proliferativa na
linhagem NIH-3T3 em praticamente todas as concentracdes de exposi¢cdo, havendo
um aumento da viabilidade celular, com excecdo da maior concentracdo (450
pg/mL), onde houve reducdo de aproximadamente 9%. Isso indica que o composto

nao é citotoxico para células normais nas concentracoes testadas.
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Na linhagem 4T1 o acil-hidrazino-peptdbmero 7 apresentou atividade pro-
proliferativa em praticamente todas as concentragdes testadas, pois nota-se o
aumento da viabilidade celular, com algumas excecfes, como ha concentracéao 0,87
png/mL onde pode-se perceber uma reducdo de cerca de 24%. Na concentracdo de
3,52 ug/mL a viabilidade chegou a ser aumentada em aproximadamente 56%. Esses
dados podem nos inferir que o composto ndo apresentou atividade contra células

cancerosas 4T1 nas concentracfes testadas.
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Figura 14. Viabilidade de células 4T1 e NIH-3T3 expostas ao acil-hidrazino-peptémero 7 por 24 horas
in vitro.

5.10 Hidrazida acil-hidrazino-peptémero 8

A hidrazida acil-hidrazino-peptébmero 8 foi obtida por meio de reagao de
hidrazinolise utilizando o acil-hidrazino-peptémero 3 previamente sintetizado. O
produto final se apresentou como um sélido branco, com ponto de fusdo entre 59-
61°C e fator de retencao igual a 0,29 quando utilizada uma solucdo de 15%
MeOH/CH2Cl2 como fase movel na CCD. A caracterizagdo por espectrometria de
massas de alta resolucdo dessa hidrazida néo foi realizada, uma vez que o

composto foi utilizado como intermediario para etapas posteriores.
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A figura 15 apresenta o comportamento bioldgico das células das linhagem
NIH-3T3 e 4T1 ao serem expostos a hidrazida acil-hidrazino-peptémero 8 nas doze
concentracfes testadas. O composto apresentou atividade pro-proliferativa sobre a
linhagem NIH-3T3 na maioria das concentracdes expostas, percebendo-se um
aumento da viabilidade celular, com excecdo apenas da concentracdo mais elevada
(450 pg/mL), onde houve reducédo de cerca de 18%.

Na linhagem 4T1 a hidrazida acil-hidrazino-peptdomero 8 apresentou atividade
pré-proliferativa, sendo possivel perceber um aumento da viabilidade celular em
todas as concentracdes expostas. Nota-se que na maior concentragao (450 pg/mL)
houve um aumento de aproximadamente 69% da viabilidade celular, e na menor
concentracdo (0,22 pg/mL) percebeu-se um aumento de cerca de 44%. Nas
concentracfes intermediarias houve uma variagcdo. Vale ressaltar que ndo se
observou reducado significativa da viabilidade celular em nenhuma concentracao,
mostrando que esse composto ndo apresentou atividade anticancer contra essa

linhagem celular nas concentracdes testadas.
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Figura 15. Viabilidade de células 4T1 e NIH-3T3 expostas a hidrazida acil-hidrazino-peptdémero 8 por
24 horas in vitro. * p<0,05 vs células 4T1 controle (ndo tratadas).

5.11 Hidrazida acil-hidrazino-peptémero 9

A hidrazida acil-hidrazino-peptdmero 9 foi obtida por meio de reacédo de
hidrazinolise utilizando o acil-hidrazino-peptdmero 7 previamente sintetizado. O

produto final se apresentou como um soélido branco, com ponto de fusdo entre 101-
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103°C e fator de retencao igual a 0,31 quando utilizada uma solucédo de 15%
MeOH/CH:zCl2 como fase mével na CCD. Para a caracterizagdo desse composto ndo
foi necesséria a realizagcdo da espectrometria de massas de alta resolucéo por ser

se tratar de um intermediario de reacdes posteriores.

A figura 16 ilustra o comportamento biolégico das linhagens NIH-3T3 e 4T1 ao
serem expostas a hidrazida acil-hidrazino-peptébmero 9 nas doze concentracdes
testadas. O composto ndo foi toéxico as células da linhagem NIH-3T3 nas
concentracOes testadas, sendo possivel perceber um amento da viabilidade celular

em algumas concentragdes.

Na linhagem 4T1 a hidrazida acil-hidrazino-peptdomero 9 apresentou atividade
pré-proliferativa nas concentracbfes usadas. Foi possivel perceber que nas
concentracdo 0,22, 1,75, 3,52 e 112,5 pg/mL houve aumento da viabilidade celular
em aproximadamente 21, 30, 39 e 45%, respectivamente. Nas demais
concentragdes nota-se uma atividade discreta. Observou-se ainda que ndo houve
reducdo da viabilidade celular em nenhuma concentracdo de exposicdo, mostrando

gue este composto ndo é citotdéxico contra as células cancerosas 4T1.
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Figura 16. Viabilidade de células 4T1 e NIH-3T3 expostas a hidrazida acil-hidrazino-peptdémero 9 por
24 horas in vitro. * p<0,05 vs células 4T1 controle (ndo tratadas).
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5.12 Acil-hidrazino-peptémero 10

Para a sintese do acil-hidrazino-peptémero 10 utilizou-se a hidrazida acil-
hidrazino-peptdmero 8 previamente sintetizada, a acetona h, o acido propanoico k e
0 isocianoacetato de metila | como reagentes de partida para a segunda reacgéo de
Ugi-hidrazino. O produto final se apresentou como um solido amarelo, com ponto de
fusdo entre 118-120°C e fator de retencao igual a 0,48 quando utilizada uma solucéo
MeOH/CHzCl2 (1/9, v:v) como fase moével na CCD. O espectro de massas de alta
resolucdo (espectro 7) confirmou a formacdo do produto final esperado,
apresentando o pico da razdo massa/carga (m/z) do produto somada ao ion Na*
igual a 638,3115 g.molt. A massa esperada do produto somada a esse ion era de
638,3126 g.mol.

A figura 17 mostra o comportamento bioldgico das linhagens NIH-3T3 e 4T1
ao seres expostas ao acil-hidrazino-peptomero 10 nas doze concentracdes testadas.
O composto apresentou atividade pro-proliferativa na linhagem NIH-3T3, sendo
possivel perceber um aumento da viabilidade celular em todas as concentracfes
testadas. Esses dados evidenciam que o composto ndo apresentou citotoxicidade
para células normais nas concentracdes testadas. Ainda, o acil-hidrazino-peptdémero

10 nao foi significativamente citotdxico contra células 4T1.
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Figura 17. Viabilidade de células 4T1 e NIH-3T3 expostas ao acil-hidrazino-peptémero 10 por 24
horas in vitro.
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5.13 Acil-hidrazino-peptémero 11

Para a obtencdo do acil-hidrazino-peptomero 11 foram utilizados a hidrazida
acil-hidrazino-peptémero 9 previamente sintetizada, a acetona h, o acido propanoico
k e o isocianoacetato de metila | como reagentes de partida para a segunda reacao
de Ugi-hidrazino. O produto final se apresentou como um sélido amarelo com ponto
de fusdo entre 107-109°C e fator de retencéo igual a 0,39 quando utilizada uma
solugdo MeOH/CH2Cl2 (1/9, v:v) como fase movel na CCD. O espectro de massas
de alta resolucéo (espectro 8) indicou a confirmagcdo do produto esperado, sendo
possivel observar o pico principal da razdo massa/carga (m/z) do produto somada
ao fon Na* igual 709,3495 g.mol! e a massa esperada do produto somada a esse
fon era de 709,3497 g.mol2.

A figura 18 mostra que o acil-hidrazino-peptdmero 11 nao apresentou
citotoxicidade para células normais. Ainda, na linhagem 4T1 o acil-hidrazino-
peptdbmero 11 apresentou atividade pré-proliferativa variavel, a depender da
concentracdo utilizada. A partir disso pode-se inferir gue o composto ndo apresenta

atividade citotoxica contra as células 4T1.
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Figura 18. Viabilidade de células 4T1 e NIH-3T3 expostas ao acil-hidrazino-peptémero 11 por 24
horas in vitro.
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5.14 Acil-hidrazino-peptémero 12

Para a sintese do acil-hidrazino-peptémero 12 foi realizada a reacao classica
de Ugi, utilizando o acido m obtido por meio da hidrdlise do acil-hidrazino-peptémero
2 previamente sintetizado, o paraformaldeido, a benzilamina e o isocianoacetato de
metila | como reagentes de partida da reacdo. O produto final se apresentou na
forma de um sdlido amarelo, com ponto de fusdo entre 87-89°C e fator de retencéo
igual a 0,53 quando utilizada uma solucdo MeOH/CH2Clz (1/9, v:v) como fase movel
na CCD. O espectro de massas de alta resolucao (espectro 9) confirmou a formacao
do produto final esperado, sendo possivel observar o pico principal da razéo
massa/carga (m/z) do produto somada ao ion Na* igual a 663,2755 g.molt. A massa

esperada do produto somada a esse ion era de 663,2754 g.mol™.

A figura 19 demonstra o comportamento bioldgico das linhagens NIH-3T3 e
4T1 ao serem expostas ao acil-hidrazino-peptdmero 12 nas doze concentracdes
testadas. O composto ndo apresentou citotoxicidade significativa contra células
normais. Ja na linhagem 4T1, o acil-hidrazino-peptdmero 12 exerceu atividade proé-
proliferativa em todas as concentracdes testadas, sendo possivel perceber o
aumento da viabilidade celular. Nota-se que mesmo na menor concentracao (0,22
pg/mL) houve um aumento de aproximadamente 33% e a medida que a
concentracdo foi sendo aumentada, percebeu-se decréscimo da viabilidade. Porém,
nas concentracdes 28,13, 56,25, 225,0 e 450,0 observou-se novamente 0 aumento
da viabilidade celular em aproximadamente 38, 61, 34 e 29%. Com isso pode-se
inferir que o composto 12 ndo é citotoxico contra células cancerosas 4T1.
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Figura 19. Viabilidade de células 4T1 e NIH-3T3 expostas ao acil-hidrazino-peptémero 12 por 24
horas in vitro. * p<0,05 vs células 4T1 controle (ndo tratadas).

5.15 Acil-hidrazino-peptémero 13

Para a obtencdo do acil-hidrazino-peptdémero 13 foi realizada a reacéao
classica de Ugi utilizando, como reagentes de partida o 4cido n obtido por meio da
hidrélise do acil-hidrazino-peptdmero 3, o paraformaldeido, a benzilamina e o
isocianoacetato de metila I. O produto final se apresentou na forma de um sélido
amarelo, ponto de fusdo entre 79-81°C e fator de retencdo igual a 0,53 quando
utilizada uma solucéo de 15% MeOH/CH2Cl. como fase mével na CCD. O espectro
de massas de alta resolucdo (espectro 10) comprovou a formagéo do produto final
esperado, onde é possivel observar o pico principal da razdo massa/carga (m/z) do
produto somada ao ion Na* igual 629,2905 g.moll. A massa esperada do produto

somada a esse ion era de 629,2911 g.mol*.

A figura 20 apresenta o comportamento biolégico das linhagens NIH-3T3 e
4T1 ao serem expostas ao acil-hidrazino-peptdmero 13 nas doze concentracdes
testadas. Nao houve citotoxicidade significativa contra as ceélulas NIH-3T3. Em
células 4T1, foi observado um aumento da viabilidade celular em todas as
concentracbes testadas sem, no entanto, ser observada uma resposta celular

proporcional as concentragcdes usadas.
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Figura 20. Viabilidade de células 4T1 e NIH-3T3 expostas ao acil-hidrazino-peptémero 13 por 24
horas in vitro. * p<0,05 vs células 4T1 controle (ndo tratadas).

5.16 Acil-hidrazino-peptéomero 14

Para a obtencédo do acil-hidrazino-peptdmero 14 foram utilizados o acido o
obtido por meio da hidrélise do acil-hidrazino-peptdmero 4 previamente sintetizado, o
paraformaldeido, a benzilamina e o isocianoacetato de metila | como reagentes de
partida para a reacéo classica de Ugi. O produto final apresentou-se na forma de um
sélido amarelo, com ponto de fusdo entre 84-86°C e fator de retencéo igual a 0,44
quando utilizada uma solu¢do MeOH/CH2Cl2 (1/9, v:v) como fase movel na CCD. O
espectro de massas de alta resolugdo (espectro 11) constatou a formacdo do
produto final esperado, onde é possivel observar o pico principal da razéo
massa/carga (m/z) do produto somada ao ion Na* igual 629,2903 g.mol!. A massa

esperada do produto somada a esse ion era de 629,2911 g.mol.

A figura 21 demonstra o comportamento bioldgico das linhagens NIH-3T3 e
4T1 ao serem expostas ao acil-hidrazino-peptdbmero 14. O composto aumentou a
viabilidade tanto das células NIH-3T3 quanto das células 4T1, em todas as
concentracdes testadas, mas sem ser evidenciada qualquer tendéncia de variagdo

da viabilidade proporcional as concentracdes testadas.
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Figura 21. Viabilidade de células 4T1 e NIH-3T3 expostas ao acil-hidrazino-peptémero 14 por 24
horas in vitro. * p<0,05 vs células NIH-3T3 controle (ndo tratadas). ** p<0,05 vs células 4T1 controle
(ndo tratadas).

ApoOs a analise detalhada foi possivel observar que a maioria dos compostos
nao apresentaram citotoxicidade para ambas as linhagens, porém, alguns desses
apresentaram atividade pré-proliferativa. Esse fato poderia ser justificado devido a
caracteristica hidrofébica que esses compostos apresentam por ndo serem soluveis
em A&gua, o que resultaria na agregacdo desses compostos as células e,
consequentemente, o aumento da viabilidade celular. Uma outra hip6tese que
poderia ser levantada para esse comportamento seria a possibilidade desses
compostos servirem como fonte de energia metabdlica para as células e isso
resultaria no aumento da proliferacdo celular. Sendo assim, para investigar a fundo
essa atividade, mais ensaios biolégicos sao necesséarios e verificar esse

comportamento.

Tendo visto os aspectos individuais de cada peptidomimético e seus
intermediarios, a tabela abaixo resume a caracterizacdo de todos os compostos

sintetizados nesse trabalho.

Tabela 1. Visdo geral das caracteristicas dos compostos sintetizados.

Composto Estado fisico Ponto de Fator de Retencéao
fuséo
Hidrazida Cbz-glicina 1a Solido branco 112-114°C 0,51
Hidrazida Boc-glicina 1b Sélido branco 105-107°C 0,43
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Boc-hidrazida 1c Solido branco 44-46°C 0,24
Acil-hidrazino-peptdmero 2 Solido bege 103-105°C 0,54
Acil-hidrazino-peptdmero 3 Sélido branco 160-162°C 0,51
Acil-hidrazino-peptémero 4 Oleo viscoso - 0,47

amarelo claro
Acil-hidrazino-peptémero 5 Oleo viscoso - 0,48
amarelo claro
Acil-hidrazino-peptémero 6 Sélido amarelo 57-59°C 0,38
Acil-hidrazino-peptémero 7 Sdélido amarelo claro 53-55°C 0,46
Hidrazida acil-hidrazino- Sélido banco 59-61°C 0,29
peptébmero 8
Hidrazida acil-hidrazino- Solido branco 101-103°C 0,31
peptébmero 9
Acil-hidrazino-peptémero 10 Solido amarelo 118-120°C 0,48
Acil-hidrazino-peptémero 11 Solido amarelo 107-109°C 0,39
Acil-hidrazino-peptémero 12 Solido amarelo 87-89°C 0,53
Acil-hidrazino-peptémero 13 Sélido amarelo 79-81°C 0,53
Acil-hidrazino-peptémero 14 Sélido amarelo 84-86°C 0,44

6. CONCLUSAO

Esse trabalho reporta uma nova abordagem para a sintese de acil-hidrazino-
peptdmeros via reacfes de Ugi consecutivas. A rota geral sintética pode ser
considerada de simples execuc¢do, além de ser composta por um numero reduzido
de etapas, permitindo a obtencdo de peptidomiméticos funcionalizados com altos
rendimentos. Porém, existem algumas condi¢cdes que limitam a obtencdo de uma
vasta variedade de acil-hidrazino-peptémeros, como o uso de acidos graxos e
substratos aromaticos, que resultam na formacao de uma mistura complexa ao invés

do produto desejado.

Os compostos sintetizados podem ser ainda mais funcionalizados por meio de
novas reacoes de Ugi-hidrazino ou reacao classica de Ugi que visam a aumentar a
sua cadeia principal. Esses peptidomiméticos podem ser submetidos a uma nova
reacao de hidrolise para a formacdo de um acido, uma outra reacdo hidrazinolise

para a formagdo de uma nova hidrazida ou também até mesmo a remocao do grupo
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protetor para expor a porcdo amina da cadeia. Todos esses passos podem ser

facilmente executados.

Os ensaios biologicos pelo método de MTT possibilitaram verificar que a
maioria dos compostos ndo sao citotoxicos contra células NIH-3T3 nem contra
células 4T1. A atividade pré-proliferativa observada para alguns compostos deve ser
melhor investigada para que se entenda tal comportamento ou pode ser um artefato
de analise, ja que ndo houve, em geral, uma resposta bioldégica dependente da

concentracdo dos compostos, como esperado para moléculas bioativas.

Com isso, conclui-se que, embora os métodos de sintese empregados neste
trabalho tenham sido desenvolvidas e aplicadas com sucesso, outros ensaios
biolégicos devem ser realizados para verificar se estes compostos podem ser

empregados com outros fins.
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ANEXOS

Spectrum from LaQMOS_Angelica@2016-06-14.wiff (sample 1) - R-63, Experiment 1, +TOF M5 (100 - 700) from 0.420 to 0.549 min, subtra...d by (Spectrum from LaQMO5_Angelica@2016-06-14.wiff (sample 1) - R-63, Experiment 1, +TOF M5 (100 - 700) from 0.718 to 1.78% min)
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Espectro 1. Espectro de massas de alta resolucdo (EMAR) do acil-hidrazino-peptdmero 2 (BARRETO et al., 2016).
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Spectrum from LaQMOS5_Angelica@2016-06-14.wiff (sample 2) - R-81, Experiment 1, +TOF MS (100 - 700) from 0.387 to 0.527 min, subtra...d by (Spectrum from LaQMOS5_Angelica@2016-06-14.wiff (sample 2) - R-81, Experiment 1, +TOF MS (100 - 700) from 0.700 to 1.853 min)
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Espectro 2. Espectro de massas de alta resolu¢do (EMAR) do acil-hidrazino-peptdmero 3 (BARRETO et al., 2016).
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Espectro 3. Espectro de massas de alta resolucdo (EMAR) do acil-hidrazino-peptdmero 4 (BARRETO et al., 2016).
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Spectum from LalMOS_asngelicad@2016-06-22. wiff [zample 8] - ¥-19, Experiment 1, +TOF M5 (100 - 700) from 0.409 to 0.518 min, subtrac...ed by [Spectrum from LaOMOS_Angelica@201 6-06-22.wiff [zample 8) - ¥-19, Experiment 1, +TOF M5 (100 - 700) from 0.625 to 1.707 min]
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Espectro 4. Espectro de massas de alta resolucdo (EMAR) do acil-hidrazino-peptdmero 5 (BARRETO et al., 2016).
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Spectrum from LalMOS_Angelica@2016-06-22. wiff [sample 3] - B-100, Experiment 1, +TOF M5 [100 - 700) from 0.372 to 0.539 min, subtr..d by [Spectrum from LalMOS_Angelical@2016-06-22. wiff [sample 3] - B-100, Experiment 1, +TOF M5 (100 - 700) from 0.652 to 1.899 min]
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Espectro 5. Espectro de massas de alta resolucdo (EMAR) do acil-hidrazino-peptdmero 6 (BARRETO et al., 2016).
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Spectum from LalMOS5_asngelicad@2016-06-22. wif [zample 5] - B-107, Experiment 1, +TOF M5 (100 - 700] from 0.383 to 0.519 min, subtr..d by [Spectum from LalMOS_angelicai@2006-06-22. wiff [sample 5] - R-107, Experiment 1, +TOF M5 (100 - 700 from 0.653 to 1.951 min]
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Espectro 6. Espectro de massas de alta resolucdo (EMAR) do acil-hidrazino-peptdmero 7 (BARRETO et al., 2016).
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Spectum from LalMOS_angelica@2016-06-22. wif [zample 1] - R-71, Experiment 1, +TOF M5 (100 - 700 from 0.405 to 0.557 min, subtracted by [Spectrum from LaliMOS_angelica@2016-06-22.wiff [zample 1] - R-71, Experiment 1, +TOF M5 (100 - 700) from 0.776 to 1.753 min]
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Espectro 9. Espectro de massas de alta resolucdo (EMAR) do acil-hidrazino-peptémero 12 (BARRETO et al., 2016).
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Spectrum from LaGMOS_Angelica@2016-06-14.wiff (sample 4) - R-137, Experiment 1, +TOF MS (100 - 700) from 0.429 to 0.514 min, subtr... by (Spectrum from LaQMOS_Angelica@2016-06-14.wiff (sample 4) - R-137, Experiment 1, +TOF MS (100 - 700) from 0.677 to 1.806 min)
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Espectro 10. Espectro de massas de alta resolugcdo (EMAR) do acil-hidrazino-peptdmero 13 (BARRETO et al., 2016).
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Spectrum from LaGQMOS_Angelica@2016-06- 14.wiff (sample 3) - R-117, Experiment 1, +TOF MS (100 - 700) from 0.357 to 0.531 min, subtr... by (Spectrum from LaQMOS_Angelica@2016-06-14.wiff (sample 3) - R-117, Experiment 1, +TOF MS (100 - 700) from 0.610 to 1.908 min)
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Espectro 11. Espectro de massas de alta resolugcdo (EMAR) do acil-hidrazino-peptdmero 14 (BARRETO et al., 2016).
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Abstract

Herein we describe a versatile approach for the synthesis of acylhydrazino-peptomers, a new class of peptidomimetics.
The key idea in this approach is based on a simple route using a one-pot hydrazino-Ugi four-component reaction followed
by a hydrazino- lysis or hydrolysis reaction and subsequent hydrazino-Ugi reaction or classical Ugi reaction for the
construction of acyclic acylhy- drazino-peptomers. The consecutive multicomponent reactions produced a variety of
acylhydrazino-peptomers in moderate to excellent yields (47-90%). These compounds are multifunctional intermediates
that can be further functionalized to obtain new peptidomimetics with potential biological activity.
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Introduction

In the last decades, increasing efforts have been extensively
carried out to improve the pharmacological properties of natural
peptides by structural modification of the amino acids [1-8].
These modifications allowed the obtention of molecules
that mimic the properties of peptides (peptidomimetics)
but usually exhibit greater proteolytic stability, increased
cellular permeabilities and avoid stereochemical constraints.
Figure 1 represents some of the most important classes of
peptidomimetics so far obtained and highlights the differences

among them. Of these, peptoids (oligomers of N-substituted
glycine residues) [9-12] are the most common and may
have interesting biological activities. For instance, peptoid 1
is a target for cancer therapeutics for being an antagonist
of the vascular endothelial growth factor receptor 2 [13];
peptoid 2 is a ligand of the protooncogene Crk [14];
and peptoids 3 and 4 showed a high affinity for the al-adren-
ergic and p-specific opiate receptors [15], respectively
(Figure 2).
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Figure 1: Structural features of (a) peptide, (b) peptoid, (c) peptomer, (d) azapeptide, (e) azapeptoid, (f) hydrazinopeptide and (g) hydrazinopeptoid.
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Unlike peptides, in peptoids the side chain of the C%is bound to
the nitrogen atom. Due to the consequent lack of the polar N-H
bonds, their lipophilicity is increased, which may result in im-
proved membrane permeability [16,17]. Furthermore, peptoids
have also found utility in supra- and macromolecular engi-
neering [18] and polymer chemistry [19]. Nevertheless, the lack
of constraints in peptoids may result in a lower affinity for
macromolecular targets, which limits their utility [20]. This
finding has motivated the search for efficient strategies to intro-
duce structural constraints into peptoid structures, which has
contributed to increase the plethora of currently available
peptidomimetics.

Azapeptides [21-23] are peptide analogs in which the C* atom
is substituted by a nitrogen atom in one or more amino acids
(Figure 1) and have been known since 1970 [24]. The introduc-
tion of a semicarbazide moiety has an enormous effect on the
physical properties of a peptide as well as on its structural char-
acteristics. The semicarbazide constraints tend to facilitate inter-
actions with protein receptors due to turn geometry within the
azapeptide. As a result, their stability over enzymes and chemi-
cal degradation may be enhanced compared to a natural peptide.
Indeed, these compounds have shown to be a useful class of
peptidomimetics with interesting biological activities [21-23],
including antiviral [25,26] and cysteine protease inhibition [27-
30].

Hydrazinopeptides [31-36] (peptide analogs in which one of the
CONH links is replaced by a hydrazido fragment CONHNH,
Figure 1) represent another class of peptidomimetics with prom-
ising conformational and biological activities, such as protease
inhibition [37] and antimicrobial activity [38]. There are some
natural peptides that contain such an a-hydrazino acid moiety,
e.g., the vitamin B6 antagonist linatine and the antibiotic
negamycin (Figure 3). In the early 1970s, the first attempts to
peptide modifications by hydrazino acids generated bioactive
pseudopeptides [39]. Analogously to azapeptides, these
compounds possess a conformational constraint (hydrazino

0
NH H OH
HOMN\N
0 0

linatine
H

\

N

(N terminus)—<

O/

\

TeeenzaT

Beilstein J. Org. Chem. 2016, 12, 2865-2872.

turn) due to the presence of intramolecular H-bonding interac-
tions (Figure 3), which is similar in nature to a natural peptide
B-turn. As already pointed out, this can improve the proteolytic
stability of the natural peptide while preserving its biological
activity.

Other changes in peptoid structures have also been carried out
to obtain the less common but also biologically active azapep-
toids [40], hydrazino-azapeptoids [41,42], retro hydrazino-
azapeptoids [43] and peptoid-azapeptoid hybrids [39]. Recently,
Seo et al. [44] reported the synthesis of a library of peptide-
peptoid hybrid (termed peptomers by Ostergaard and Holm
[45]) prodrugs that can be selectively activated by prostate
cancer cells.

Peptidomimetics can be conveniently synthesized using the so
called "submonomer approach™ either in solution [41] or in
solid-phase [46,47]. However, some disadvantages have been
reported for long or difficult sequences [48]. It is therefore im-
portant to have alternative methods for the fast and easy con-
struction of such important compounds. In this sense, the Ugi
four-component reaction (U-4CR) has proven to be a robust and
versatile method for the synthesis of peptoids and peptide-
peptoid hybrids (peptomers) [49-53]. This reaction has also
been combined with other protocols for the synthesis of bioac-
tive peptides [54,55] and hydrazinopeptide motifs [33,34]. In
continuing our research on the synthesis of peptoids [53,56,57],
herein we describe the synthesis of a new class of peptido-
mimetics, which we have called acylhydrazino-peptomers
(Figure 4), by analogy with the existing classes of peptido-
mimetics shown in Figure 1, using consecutive Ugi and
hydrazino-Ugi reactions, respectively. These compounds
comprise both a peptoid and a peptide moiety (hence a
peptomer) along with an acylhydrazino portion. The use of a
consecutive Ugi reaction to access peptidomimetics has proven
very useful [56-62]. It is important to point out that these mole-
cules cannot be obtained directly via the “submonomer ap-

proach”.
OH NH; O Me O
HN___~ .
2 NN OH
H
negamycin
¥O
—N

\

(C terminus)

hydrazino turn

Figure 3: Biologically active hydrazinopeptides and representation of the hydrazino turn.
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peptoid + peptide = peptomer

acylhydrazino

Results and Discussion

Our approach involves the use of two multicomponent reac-
tions (Scheme 1): the hydrazino-Ugi four-component reaction
(HU-4CR) and the classical Ugi reaction (U-4CR). The strategy
was based on the formation of an acylhydrazino-peptomer via
an initial hydrazino-Ugi reaction followed by a hydrazinolysis
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—_— f—%
R
HO %N jﬁNHPG Ugi4CR
O R3 e —
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Scheme 1: Retrosyntheticanalysis.
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reaction (or ester hydrolysis) and a subsequent hydrazino-Ugi
reaction (or a classical Ugi reaction).

The hydrazides 3a—c used in the first MCR were prepared by
the reaction of glycine-derived esters 2, 5 and 7 with hydrazine
monohydrate (hydrazinolysis), following a known procedure
[63,64] (Scheme 2).

The obtained hydrazides were then reacted with isobutyralde-
hyde 8a/acetone 8b, carboxylic acids 10a—c (formic, acetic or
propionic acid) and ethyl isocyanoacetate 9 (Scheme 3). The
reactions were conducted at room temperature in trifluoro-
ethanol (TFE) for 1-2 days to yield the acylhydrazino-
peptomers 11a—f in moderate to good yields (59-90%). Aliphat-
ic aldehydes, ketones and carboxylic acids succeeded in the
hydrazino-Ugi reaction, except for paraformaldehyde, fatty
acids and aromatic substrates, which led to formation of a com-
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Scheme 3: Synthesis of acylhydrazino-peptomers 11a—f.

plex mixture. These results limited the obtention of a greater
variety of acylhydrazino-peptomers by this method. The choice
of TFE as the solvent for the hydrazino-Ugi reaction was impor-
tant because the same reaction carried out in methanol, often the
solvent of choice for Ugi reactions, provided the formation of a
complex mixture. This fact has already been reported [34].

O r&
11, 71%

To further functionalize the acylhydrazino-peptomers struc-
tures, a second Ugi reaction was carried out. Hence, some acyl-
hydrazino-peptomers were subjected to hydrazinolysis reaction
or ester hydrolysis to give the corresponding hydrazides 12a,b
(Scheme 4) or acids 13a—c (Scheme 5), respectively, which
were used in the following step (hydrazino-Ugi reaction or clas-
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Scheme 5: Synthesis of acylhydrazino-peptomers 15a—c.

sical Ugi reaction) to yield the corresponding acylhydrazino-
peptomers 14a,b or 15a—c in moderate to good yields (47—
90%). All compounds were fully characterized by *H and 13C
NMR and HRMS giving data consistent with the proposed
structures.

Functionalization on both termini of compounds 11, 14 and 15
(ester hydrolysis and/or Boc deprotection) allows subsequent

Ugi or hydrazino-Ugi
peptomers main chain.

reactions to further elongate the

Conclusion

In summary, we have developed a concise protocol for the syn-
thesis of functionalized acylhydrazino-peptomers by consecu-
tive Ugi reactions. The general route allows an easy access to
highly functionalized peptomers in good yields and a reduced

2870



number of steps. This method may also be employed to obtain
new classes of peptidomimetics with potential biological activi-

ty.

Supporting Information

Supporting Information File 1

Detailed experimental procedures, NMR and mass spectra
of all compounds.
[http://www.beilstein-journals.org/bjoc/content/
supplementary/1860-5397-12-285-S1.pdf]
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