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Resumo

Com o objectivo de desenvolver grupos protectores fotoclivaveis para sintese organica
e também para aplicacdes caging, baseados em novos derivados fluorescentes policiclicos de
oxobenzopirano e  oxazole, sintetizaram-se os  compostos  funcionalizados
4-(clorometil)-6-metoxi-2-oxo-2H-benzo[h]benzopirano,  4-(hidroximetil)-6-metoxi-2-oxo-
2H-benzo[h]benzopirano, 2-(bromometil)nafto[2,3-dJoxazole e 2-(bromometil)-8-metil-6-
0x0-6H-benzopirano[6,7-d]oxazole.

Estes compostos foram usados na preparacdao de bioconjugados fluorescentes do tipo
éster e uretano, usando como moléculas bifuncionais modelo aminodacidos neurotransmissores
(glicina, alanina, B-alanina e dcido y-aminobutirico (GABA)).

No sentido de avaliar a capacidade de biomarcacdo dos fluoréforos e de determinar os
parametros necessarios a monitoriza¢do do processo de fotdlise foram efectuados estudos de
espectroscopia de UV/visivel e de fluorescéncia dos compostos obtidos em etanol e
metanol/tampao HEPES (80:20).

Todos os bioconjugados sintetizados foram submetidos a estudos de clivagem
foto-induzida em solugdes de metanol/tampao HEPES (80:20) a diferentes comprimentos de
onda de radiagdo (254, 300, 350 e 419 nm). A monitorizacdo foi efectuada por HPLC e RMN
de protao, tendo sido possivel obter dados cinéticos para as reac¢des de fotoclivagem de todos

os bioconjugados.
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Abstract

Aiming at the development of new polycyclic fluorescent oxobenzopyran- and
oxazole-based photocleavable protecting groups for organic synthesis and also for caging
applications, the novel functionalised 4-(chloromethyl)-6-methoxy-2-oxo-2H-
benzo[h]benzopyran, 4-(hydroxymethyl)-6-methoxy-2-oxo-2H-benzo[h]benzopyran,
2-(bromomethyl)naphtho([2,3-d]oxazole and 2-(bromomethyl)-8-methyl-6-oxo0-6H-
benzopyran[6,7-d]oxazole were synthesised.

These compounds were used in the preparation of fluorescent bioconjugates, by
linking through an ester or urethane bond to several model neurotransmitter amino acids
(glycine, alanine, $-alanine and y-aminobutyric acid, (GABA)), which were chosen as models
of bifunctional molecules.

In order to assess the ability of biolabelling of the fluorophores and to determine
parameters for the monitorisation during photolysis, UV/visible and fluorescence studies in
ethanol and methanol/HEPES buffer (80:20) solutions were carried out.

All synthesised bioconjugates were subjected to photo-induced cleavage studies in
methanol/HEPES buffer (80:20) solutions at different wavelengths of irradiation (254, 300,
350 and 419 nm). The monitorisation was carried out by HPLC and proton NMR, and for all

bioconjugates photocleavage kinetic data were collected.
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Nota introdutoria

1. Comentario a nomenclatura usada

Os 2-0x0-2H-benzopiranos sdo habitualmente designados por cumarinas (designacao
ndo [UPAC). Nesta dissertacdo usaram-se ambas as designagdes; a designacao [UPAC para o
trabalho experimental efectuado e apresentado, e a designacdo comum sempre que eram

referidos os resultados de outros autores.

2. Codigo dos fluoroforos e aminoacidos utilizados

A denominacgdo dos fluoréforos derivados de oxobenzobenzopirano nos conjugados
dos neurotransmissores correspondentes foi efectuada pela atribui¢do de um cddigo de trés
letras (Flu), para simplificar a escrita e leitura dos mesmos.

Os aminoécidos naturais sao indicados ao longo do texto pelo seu codigo de trés e/ou
quatro letras (ex. alanina, Ala; dcido y-aminobutirico, GABA).

Assim, por exemplo ao éster (6-metoxi-2-oxo-2H-benzo[h]benzopiran-4-il) metilico

da N-(benziloxicarbonil)-glicina foi atribuida a designacdo Z-Gly-OFlu.

3. Utilizacao de termos técnicos na forma original

Dado que alguns termos técnicos utilizados tém ampla divulgacdo e utilizagdo na
forma original (ingl€s), ao contrdrio da forma em portugués, optou-se por ndo efectuar a sua
tradug¢do. Assim sendo, apresentam-se ao longo do texto na forma original em itdlico (ex.

caging, uncaging, caged, phototrigger).

4. Numeracao de figuras, esquemas e tabelas

A numeracdo das figuras, esquemas e tabelas apresentadas no Capitulo 1 €

independente daquela que se utilizou nos capitulos seguintes.
5. Sistema de referéncias

Ao longo do texto as referéncias bibliogrificas s@o indicadas por nimeros, por ordem

crescente e indicadas como nota de rodapé no corpo de texto
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CAPITULO 1

INTRODUCAO TEORICA




Introducdo

1. Moléculas neurotransmissoras

Quimicamente, os neurotransmissores sdo moléculas relativamente pequenas e
simples, sintetizadas endogenamente pelos neurdnios (células nervosas). Actuam ao nivel do
Sistema Nervoso Central (SNC), transportando uma grande diversidade de informagdo entre
as sinapses (ligacoes nervosas).1

De um modo geral, a passagem de informacdo déi-se por libertacdo do
neurotransmissor numa sinapse nervosa e consequente ligacdo deste a um receptor, durante
um determinado periodo de tempo, desencadeando uma resposta celular. Esta resposta pode
ser de dois tipos: eléctrica ou quimica dependendo do neurotransmissor e do neurorreceptor
em questdo.

Existem vérios tipos de neurotransmissores tendo sido ao longo dos anos identificados

cerca de 60 neurotransmissores diferentes que se encontram agrupados em quatro categorias:

s

colinas, aminas biogénicas, aminodcidos e neuropéptidos.

" http://www.afh.bio.br/nervoso/nervosol.asp
? http://www.cerebromente.org.br/n12/fundamentos/neurotransmissores/nerves_p.html

3 http://neuromed88.blogspot.com/2008/09/neurotransmissores.html
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1.1. Colinas neurotransmissoras

De entre as colinas mais importantes destaca-se a acetilcolina (ACh) (Figura 1)
que foi o primeiro neurotransmissor a ser descoberto. Este neurotransmissor controla a tensao
muscular através dos neurénios colinérgicos que transportam a informacdo até ao cérebro. A
acetilcolina regula ainda a actividade de 4reas cerebrais relacionadas com a atencdo,
aprendizagem e memoria. As pessoas que sofrem da doenca de Alzheimer apresentam
tipicamente baixos niveis de acetilcolina no cortex cerebral; as drogas que aumentam a sua

accdo podem melhorar a memdaria em tais pacientes.

\ 0]
_/Nl/\o)k

Figura 1. Estrutura da acetilcolina.

1.2. Aminas neurotransmissoras

Das aminas biogénicas destacam-se a serotonina, a histamina e as catecolaminas — a
dopamina, a norepinefrina e a epinefrina, como as mais importantes (Figura 2).

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) € uma amina neurotransmissora derivada
do triptofano que € incluida em muitos anti-depressivos (por ex. no Prozac) e, deste modo
tornou-se conhecida como o neurotransmissor do “bem-estar”. Este tipo de medicamentos age
de modo a produzir um aumento da disponibilidade desta substancia no espago entre um
neurénio e outro. A serotonina tem um efeito modulador geral da actividade psiquica, uma
vez que tem influéncia nas alteracdes de humor, sono, actividade sexual, apetite, ritmo
cardiaco, fungdes neuroenddcrinas, temperatura corporal, sensibilidade a dor, actividade
motora e funcdes cognitivas. Para além disso, influencia quase todas as funcdes cerebrais,
inibindo-as de forma directa ou estimulando o sistema do neurotransmissor do dacido

. L. 4
y-aminobutirico.

‘D.E. Nichols, C. D. Nichols, Serotonin receptors. Chem. Rev. 2008, 108, 1614-1641.
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H
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NH, HO
Serotonina Dopamina
OH OH
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HO NH, HO N
HO HO
Norepinefrina Adrenalina

Figura 2. Algumas aminas neurotransmissoras importantes.

A histamina € um mediador de respostas alérgicas e também regula a secrecdo de
acido gastrico no estdmago. A histamina age no receptor H2 do coracdo aumentando a
frequéncia cardiaca e o débito cardiaco, com risco de arritmias. Ambos os receptores Hl e H2
agem sobre os vasos sanguineos causando vasodilatacdo generalizada, com diminuicdo da
pressdo arterial, rubor cutaneo e cefaleia.

As catecolaminas controlam os sistemas adrenérgicos do SNC, e de entre as mais
relevantes destacam-se a dopamina, a norepinefrina e a epinefrina. A dopamina ¢ um
neurotransmissor inibitério derivado da tirosina. Produz sensagdes de satisfacdo e prazer. Os
neurénios dopaminérgicos podem ser divididos em trés subgrupos com diferentes fungdes. O
primeiro grupo regula os movimentos: uma deficiéncia em dopamina neste sistema provoca a
doenca de Parkinson, caracterizada por tremuras, inflexibilidade e outras desordens motoras.
Em fases avancadas pode verificar-se deméncia. O segundo grupo, o mesolimbico, funciona
na regulacdo do comportamento emocional. O terceiro grupo, o mesocortical, projecta-se
apenas para o cortex pré-frontal. Esta drea do cortex estd envolvida em vdrias fungdes
cognitivas, memoria, planeamento de comportamento € pensamento abstracto, assim como,
em aspectos emocionais, especialmente relacionados com o stress. Distirbios nos dois
ultimos sistemas estdo associados com a esquizofrenia. A norepinefrina € outra catecolamina
neurotransmissora que induz a excitacdo fisica, mental € o bom humor. A sua producdo ¢é
centrada na area do cérebro chamada de locus coreuleus, que é um dos muitos candidatos ao

chamado centro de “prazer” do cérebro.
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A medicina comprovou que a norepinefrina é uma mediadora dos batimentos
cardiacos, da pressdo sanguinea, da taxa de conversao de glucose em energia, assim como de
outros beneficios fisicos.

Por ultimo, a epinefrina vulgarmente designada por adrenalina, deriva do aminoacido
tirosina e, para além de actuar como neurotransmissor no encéfalo, também ¢ libertada pelas
glandulas supra-renais para a circulacio sanguinea. Esta catecolamina é produzida em
momentos de maior stress preparando o organismo para grandes esforcos fisicos. Nesses
casos, estimula o coracdo, eleva a tensdo arterial, relaxa e/ou contrai certos musculos, entre
outros efeitos. E usada clinicamente em casos de paragem cardfaca ou para aumentar a
duracdo de anestésicos locais devido ao seu efeito vasoconstritor.

Esta hormona afecta tanto os receptores betal-adrenérgicos (cardiaco) como os beta?-
adrenérgicos (pulmonar). Possui propriedades alfa-adrenérgicas que resultam em
vasoconstricdo. A adrenalina também tem como efeitos terapéuticos a broncodilatacdo, o

controle da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial.’ 6

1.3. Aminoacidos neurotransmissores

Os aminodcidos mais importantes que actuam como neurotransmissores incluem o
acido glutamico e o 4cido aspartico, aminodcidos de natureza acidica que se ionizam no
organismo originando o glutamato e o aspartato, que funcionam como substincias excitatdrias
e transportam informacdo no sentido ascendente para os centros de consciéncia do cérebro
(Figura 3). Destes dois neurotransmissores o glutamato € o principal excitante do SNC, vital
para estabelecer os vinculos entre os neurénios que sao a base da aprendizagem e da memoria
a longo prazo.

De entre os aminodcidos de caricter neutro surgem a glicina e o 4cido y-aminobutirico
que funcionam como inibidores do SNC, sendo o GABA o neurotransmissor inibidor mais
potente do SNC, em contraste com o glutamato. Este aminodcido neurotransmissor funciona
como redutor dos sistemas excitatorios na medida em que contraria o efeito do glutamato e do
aspartato, impedindo o transporte de i0es cdlcio para o interior das células nervosas. Quando
ligado aos receptores, abre-se um canal por onde entram ides cloreto para as células

neuronais, fazendo com que a célula fique hiperpolarizada, dificultando a despolarizagdo e

> http://neuromed88.blogspot.com/2008/09/aminas-biognicas-ou-monoaminas.html

® http://www.cerebromente.org.br/n12/fundamentos/neurotransmissores/nerves_p.html
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como consequéncia, dd-se a diminui¢cdo da conducdo neuronal, provocando a inibi¢cdo do

SNC.

O 0]
HOWOH O
NH2 HZN \/\)J\OH
Acido glutimico Acido y-aminobutirico (GABA)
0] 0]
H,N \)J\OH H,N /\)J\ OH
Glicina B-Alanina

Figura 3. Alguns aminodcidos neurotransmissores.

A glicina tem um papel semelhante ao do GABA actuando, no entanto, em zonas
diferentes. E o principal neurotransmissor inibidor do tronco cerebral, espinal medula e retina.
Quando receptores de glicina sdo activados, os 10es cloreto entram nos neurdnios através de
receptores ionotrépicos, causando um potencial pds-sindptico inibitério. Um défice de glicina
provoca um aumento da rigidez muscular e morte por paralisia dos muisculos respiratorios.

A B-alanina € o Unico beta-aminodcido natural, actua como um transmissor fisiolégico
e como precursor da carnosina, que ¢ um dipéptido de B-alanina-histidina presente nos
musculos e tecidos cerebrais.” Por outro lado, a alanina é também um neurotransmissor

inibitdrio e actua como agonista nos receptores glicinérgicos e nos receptores GABA.®

1.4. Péptidos neurotransmissores

Os péptidos neurotransmissores ou neuropéptidos sdo caracterizados por terem uma
cadeia peptidica de 3 a 40 aminodcidos. As encefalinas e as endorfinas sado
neurotransmissores que se inserem neste grupo. Um dos neuropéptidos mais conhecidos € a
insulina (Figura 4), que para além de ser a hormona responsavel pela captacdo do agucar no

sangue e da penetracdo deste nas células, é também um neurotransmissor.

7 J. M. Khurana, R. Arora, Rapid chemoselective deprotection of benzyl esters by nickel boride. Synthesis
2009, 7, 1127-1130.
5 p. Legendre, The glycinergic inhibitory synapse. Cell. Mol. Life Sci. 2001, 58, 760-793.
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Figura 4. Estrutura primdria da insulina.

Atendendo a que os neurotransmissores desempenham fungdes importantes no
organismo torna-se relevante conhecer os processos quimicos inerentes, as vias metabdlicas
das quais fazem parte e a sua forma de actuacgdo.

A marcacdo destas moléculas com compostos fluorescentes, que podem ser removidos
de forma espacial e temporalmente controlada (caging/uncanging), revelou ser uma estratégia
bastante interessante no estudo de processos bioldgicos.

Assim, este trabalho pretende contribuir para aumentar o nimero e a variedade de
novos grupos protectores fotoclivdveis para moléculas neurotransmissoras, nomeadamente

aminoacidos neurotransSmissores.

2. Grupos protectores fotoclivaveis em aplicacoes caging
2.1. Introducao

Os grupos protectores fotoclivdveis foram inicialmente desenvolvidos para serem
usados como madscaras tempordrias de grupos funcionais em sintese organica, que pudessem
ser removidos por accdo apenas de radiacdo e de forma ortogonal (possibilidade de remog¢ao
selectiva de um grupo na presenca de outros numa determinada sequéncia), numa alternativa

z 2 s . s 1 ~ z
aos métodos cldssicos de clivagem quimica.”'® Actualmente, a proteccio de moléculas

® V. N. R. Pillai, M. Mutter, New, easily removable poly(ethylene glycol) supports for the liquid-phase method
of peptide synthesis. J. Org. Chem. 1980, 45, 5364-5370.
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biologicamente activas com grupos protectores fotossensiveis € uma estratégia bastante
comum em Biologia Celular e Bioquimica.

A aplicacdo de um grupo protector fotossensivel (caging group/phototrigger), a uma
biomolécula torna-a inactiva, podendo esta ser reactivada por irradiacdo com luz (Figura 5). A
ligacao deve ser efectuada de forma covalente entre o caging group e o grupo funcional da
biomolécula formando assim um conjugado inactivo, que habitualmente se designa por
composto caged. A libertacdo/concentracdo da molécula activa pode ser controlada pela
intensidade e duracdo do pulso de luz incidente. Desta forma torna-se também possivel
controlar no tempo e no espaco o efeito causado por um determinado composto

. . . 11
biologicamente activo.

Grupo funcional Grupo protector
1mportante fotochvavel

@ Transmissdo sindptica
Cagmg hV - t
|:> Transducgdo de sinal

Activagio de gene

Biomolécula Composto caged

Figura 5. Método de caging.

Para que um grupo protector possa ser usado em aplicagdes de caging, deve satisfazer
os critérios seguintes: ">
i. a fotolise deve ser rdpida, ocorrer com bom rendimento e a comprimentos de onda
compativeis com o sistema bioldgico;
ii. em estudos resolvidos no tempo, a velocidade de libertacdo da molécula activa deve
ser superior ao efeito que estd a ser estudado;
iii. o cromo6foro deve possuir um coeficiente de absorptividade molar (¢) elevado a
comprimentos de onda superiores a 300 nm, que sdo menos prejudiciais para o meio celular;

iv. ndo deve interferir com o método utilizado para medir a resposta do sistema;

' A. Blanc, C. G. Bochet, Wavelength-controlled orthogonal photolysis of protecting groups. J. Org. Chem.
2002, 62, 5567-55717.

""T. Furuta, K. Noguchi, Controlling cellular systems with Bhc-caged compounds. Trends Anal. Chem. 2004,
23,511-519.

2°A. P. Pelliccioli, J. Wirz, Photoremovable protecting groups: reaction mechanisms and applications. J.

Photochem. Photobiol. A. 2002, 1, 441-458.
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v. os produtos secundérios da fotélise ndo devem interagir com os processos fisioldgicos
em estudo, devem ser transparentes no comprimento de onda de irradiacdo que estd a ser
usado para evitar absor¢cao competitiva da radiaco;

vi. o composto caged deve ter boa solubilidade em meio aquoso, capacidade para passar
barreiras bioldgicas tais como, membranas celulares (em certos casos) e estabilidade
hidrolitica no escuro.

A utilizacdo de grupos protectores fotoclivdveis na supressao tempordria da actividade
bioldgica foi referida pela primeira vez em 1977 por Engels e Schalaeger13 que reportaram o
éster 2-nitrobenzilico do 3°,5-monofosfato de adenosina ciclica (NB-cAMP) como um
derivado de cAMP fotoclivavel, com capacidade de atravessar membranas bioldgicas. Kaplan
et al." reportaram no ano seguinte a clivagem fotoquimica e testes bioldgicos de dois
andlogos de ATP, os ésteres 2-nitrobenzilo de ATP e 1-(2-nitrofenil)etilo de ATP (NPE-
ATP), designados por ATP caged (Figura 6).

NO,

NH,
N X NO
Poe e K f;
hv
0-P—0—P—0—P—0 NN = AP+ 0
o 0

OH OH subproduto
ATP caged (NPE-ATP)

Figura 6. ATP caged reportado por Kaplan et al..

Os grupos protectores fotoclivaveis sdo estudados actualmente para a aplicacdo em
sintese de péptidos, polissacaridos e nucledétidos. A sua utilizacdo na obtencdo de compostos
caged confere-lhes um estatuto de destaque em bioaplicacdes. Com efeito, os caging groups

podem ser usados na fotolibertacio de materiais bioactivos tais como, neurotransmissores,

B Engels, E. J. Schlaeger, Synthesis, structure, and reactivity of adenosine cyclic 3',5'-phosphate benzyl
triesters. J. Med. Chem. 1977, 20, 907-911.

'*'J. H. Kaplan, B. Forbush, J. F. Hoffman, Rapid photolytic release of adenosine 5’-triphosphate from a
protected analogue: utilization by the Na:K pump of human red blood cell ghosts. J. Am. Chem. Soc. 1978, 17,
1929-1935.
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ATP ou ides cdlcio, em intervalos de tempo muito reduzidos permitindo seguir

acontecimentos fisiolégicos em tempo real (Figura 7)." 1617
(0] O
O O 0 0
f CaZ+ >
N 0O O N
0 _0
__/ R. _N
0,C 0 N
*H3N N
N ~
0 R™ "Ng
~ o
Ca®* caged15 neurotransmissor caged16 NO caged"’

Figura 7. Exemplos de compostos caged.

Nos dltimos anos a investigagdo tem sido direccionada para a utilizagdao de luz
infravermelha e excitacio multifotonica, que causa menos danos, é mais penetrante (no caso
de estudos in vivo) e € mais selectiva espacialmente, dado que limita a libertacdo da molécula
activa ao foco do raio laser (cerca de 1 pm3 ). A introducdo da microscopia laser de varrimento
de dois fotdes tem permitido obter imagens em regides mais interiores dos tecidos com
resolucgdo espacial ao nivel submicrométrico.

E de referir que os croméforos com sensibilidade para excitagio multifoténica tendem
também a ter elevada sensibilidade a excitagdo por um tunico fotao (single-photon excitation),
0 que € uma vantagem adicional, pois os tempos de irradiagdo serdo mais curtos e poderdo

utilizar-se fontes de radiacdo de baixo custo.'®

'>'S. R. Adams, V. Lev-Ram, R. Y. Tsien, A new caged Ca’*, azid-1, is far more sensitive than nitrobenzyl-
based chelators. Chem. Biol. 1997, 4, 867-878.

'® M. L. N. Canepari, G. Papageorgiou, J. E. T. Corrie, D. Ogden, Photochemical and pharmacological
evaluation of 7-nitroindolinyl- and 4-methoxy-7-nitroindolinyl-amino acids as novel, fast caged
neurotransmitters. J. Neurosci. Methods 2001, 112, 29-42.

'7'S. Namiki, T. Arai, K. Fugimori, High-performance caged nitric oxide: a new molecular design, synthesis,
and photochemical reaction. J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 3840-3841.

'8 B. Lendvai, S. I. Szabo, A. L. Barth, T. Zelles, E. S. Vizi, Application of two-photon microscopy to the study of
cellular pharmacology of central neurons. Adv. Drug Delivery Rev. 2006, 58, 841-849.

10
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2.2. Caging de biomoléculas

Os grupos fotoclivdveis que se destacam em estratégias de caging de moléculas
bioactivas sdo os derivados do 2-nitrobenzilo, p-hidroxifenacilo e cumarin-4-ilmetilo

(designacdo trivial para 4-(metil)-2-oxo-2H-benzopirano) (Figura 8).

X
(0]
R NO R X
1 2 1 R, S
X
R, HO R, 0 0
R3 R2
2-nitrobenzilo p-hidroxifenacilo cumarin-4-ilmetilo

Rl b H, OCH3’ R2 b H, OCH3’ R3 b H, CH3
X = biomolécula

Figura 8. Estrutura dos grupos protectores mais usados em caging.

O 2-nitrobenzilo (R; = R, = R3 = H), proposto Patchornik como grupo protector
fotoclivdvel mostra-se compativel com uma gama elevada de grupos funcionais.'” No entanto,
possui algumas desvantagens enquanto caging group, nomeadamente fotossensiblidade baixa
quando exposto a comprimentos de onda superiores a 350 nm, sendo a velocidade de
libertacio do composto activo lenta, formacdo de um fotoproduto secundédrio do tipo
nitrosaldeido (Esquema 1) que absorve fortemente no UV e pode actuar como filtro interno da

radiacao, além de ser uma espécie reactiva na presenca de aminas.

9 OH
NO N NO
2 hv ~* "OH N\
— — 0) —> XH +
X X (0]
X
R
R R R

subproduto
X = biomolécula

Esquema 1

YA, Parchornik, B. Amit, R. B. Woodward, Photosensitive protecting groups. J. Am. Chem. Soc. 1970, 92,
6333-6335.

11
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O grupo 2-nitrobenzilo e seus derivados clivam de acordo com um mecanismo de
fotoisomerizagdo, ocorrendo por irradiacdo a formacao de um intermedidrio do tipo acetal que
se transforma posteriormente em aldeido ou cetona, libertando o fragmento desejado, que no
caso seria uma molécula biologicamente activa (XH) (Esquema 1).

O derivado do 2-nitrobenzilo em que R; = R, = H e R3 = CHj3 (grupo nitrofeniletilo,
Figura 8) apresenta uma fotdlise mais rdpida e um produto de clivagem do tipo nitrosocetona
menos reactivo. No entanto, introduz um novo centro quiral na molécula o que pode ser
altamente indesejado em aplicacdes bioldgicas.

O comprimento de onda de absor¢do pode ser alterado através dos substituintes do
anel aromdtico e no grupo protector 2-nitroveratrilo (R; = R, = OCHs e R3 = H), os dois
grupos metoxilo desviam a absor¢io para um comprimento de onda superior a 320 nm.

Bochet er al.”® estudaram a reactividade 2 fotdlise, em diferentes comprimentos de
onda, do grupo 2-nitroveratrilo 1a e de andlogos 1b-h com padrées de substituicao diferentes,
acoplados a 1-dodecilamina 2 e verificaram que o tipo de substituinte e a sua posicdo podem

alterar significativamente o tempo de fotoclivagem (Esquema 2, Tabela 1).

1) CDI
R NO R NO
OH > 85% O._ _NHC,Hys
R R, g
O
la-h 3a-h
hv
R, OH
:@i + CO, + H,NC;,Hys
4a-h

Esquema 2

2 C. G. Bochet, Wavelength-selective cleavage of photolabile protecting groups. Tetrahedron Lett. 2000, 41,
6341-6346.
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Tabela 1. Velocidade de fotdlise dos conjugados 3a-h em acetonitrilo.

Carbamato R, R; t1/2 254)(min) t1/2 (420)(min)
3a OMe OMe 98 330
3b NO, H 55 462
3c Br H 29 578
3d Cl H 27 481
3e H Cl 48 550
3f H H 47 420
3g H 1-piperidil 304 estavel
3h Ph H 14 385

Com o objectivo de minimizar as caracteristicas menos positivas do grupo
2-nitrobenzilo e seus derivados, tém sido desenvolvidos outros grupos protectores
fotoclivdveis dos quais de destacam o p-hidroxifenacilo (pHP)*' € a cumarin-4-ilmetilo,* ja
referidos. Estes grupos apresentam propriedades fotofisicas melhoradas, nomeadamente maior
velocidade de clivagem, menor formagdo de subprodutos interferentes, comprimento de onda

de clivagem superior a 350 nm (Esquema 3).

13
OH
—> XH +
)
HO
- subproduto
] OH
H,0
—— XH + h
Cl) (0] 0]
cumarin-4-ilmetilo subproduto

Esquema 3

2L R. S. Givens, in Dynamic studies in biology: phototriggers, photoswitches and caged biomolecules. M.

Goeldner, R. S. Givens (Eds.), Wiley-VCH, Weinheim, Germany 2004, 55-64.
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O uso de derivados fenacilo, nomeadamente o p-hidroxifenacilo € apresentado como uma
alternativa promissora na preparacdo de compostos caged. Os ésteres de fenacilo sdo soliveis
em meio aquoso e estdveis em tampOes biolégicos durante 24h. O produto secundario
principal é o 4cido p-hidroxifenilacético, que também € solivel em dgua e ndo € téxico, ao
contrério dos produtos formados na fotdlise de derivados de nitrobenzilo.

A absor¢do UV do é&cido p-hidroxifenilacético ocorre a comprimentos de onda
superiores aos do precursor. Pela escolha adequada do comprimento de onda de irradiacdo é
possivel evitar a interferéncia do subproduto na absorcao da radiagdo.

Por outro lado, a ligacdo do grupo pHP ao substrato ndo induz um centro quiral,
eliminando os problemas relacionados com a obtenc¢do de misturas diasterioméricas.

O uso do grupo pHP numa grande variedade de moléculas biologicamente activas

24,25

incluindo o ATP,** fosfato,” o é4cido glutﬁmico,24 o dipéptido Ala-Ala e o péptido da

bradiquinina® foi proposto por Givens e seus colaboradores (Tabela 2).

> R. S. Givens, C.-H. Park, p-Hydroxyphenacyl ATP: a new phototrigger. Tetrahedron Lett. 1996, 37, 6259-
6262.

2 C.-H. Park, R. S. Givens, New photoactivated protecting groups. 6. p-Hydroxyphenacyl: a phototrigger for
chemical and biochemical probes. J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 2453-2463.

2 R. S. Givens, A. Jung, C.-H. Park, J. Weber, W. Bartlett, New photoactivated protecting groups. 7. p-
Hydroxyphenacyl: a phototrigger for excitatory amino acids and peptides. J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 8369-
8370.

BR.S. Givens, J. F. W. Weber, P. G. Conrad, G. Orosz, S. L. Donahue, S. A. Thayer, New phototriggers 9: p-
hydroxyphenacyl as a C-terminal photoremovable protecting group for oligopeptides. J. Am. Chem. Soc. 2000,
122,2687-2697.
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Tabela 2. Compostos caged obtidos a partir do grupo pHP.

Compostos caged Substrato
HO N
99 <
0-P—0—P—0—P—0 N ATP
| | | o)
0 0] 0]
0 V U U
OH OH
L
O—P—0
I NH,* Fosfato
O'Nm,*
HO
o o
0 NH;*
N Ala-Ala
H CF5CO,
O
HO
0 NH;*
0 0
Glutamato
0] 0]
HO
0)
0) R
\H/ Bradiquinina
(¢}
HO

R = Arg-Phe-Pro-Ser-Phe-Gly-Pro-Pro-Arg-NH,

Considerando a importancia de derivados de cumarina como grupos protectores

fotoclivéveis, a titulo exemplificativo a Tabela 3 compara os dados de absor¢ao no UV/visivel

. AL (e . 26
e os rendimentos quanticos de fotélise de quatro acetatos de cumarina caged.

% T. Furuta, S. S.-H. Wang, J. Dantzker, Brominated 7-hydroxycoumarin-4-ylmethyls: photolabile protecting

groups with biologically useful cross-sections for two-photon photolysis. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 1999, 96,

1193-2000.
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Tabela 3. Propriedades espectroscépicas e fotoquimicas de acetatos de cumarina caged.

OAc
OAc OAc OAc
Br Br
X
e Cl N Br A
_ _ 0 0~ o
HO (0} (6] (0} (6] (6} (e} (0] 6] B
r

HCM-OAc Chc-OAc Bhc-OAc + Bhe-OAc
Aumax * (nm) 325 370 370 397
e(M'em™) 11600 16000 15000 15900
P10 0,025 0,010 0,037 0,065

* Absor¢do maxima

® Rendimento quntico para o desaparecimento do material de partida por irradiacdo a 350 nm.

Dos derivados halogenados de cumarina destaca-se o grupo Bhc que foi

. = . 2 2627
posteriormente usado na preparacdo de compostos caged de carboxilatos, % aminas,**

31

2 2 .2 1 L . 2 . L. .
fosfatos, 8 alcoois, 9,30,3 fendis,” e carbonilos.*? Este derivado cumarinico foi usado em

caging de neurotransmissores, do DNA e RNA (Figura 9).!

H. . Montegomery, B. Perdicakis, D. Fishlock, G. A. Lajoie, E. Jervis, J. G. Guillemette, Photo-control of
nitric oxide synthase activity using a caged isoform specific inhibitor. Bioorg. Med. Chem. 2002, 10, 1919-1927.
By, Ando, T. Furuta, R. Y. Tsien, H. Okamoto, Photo-mediated gene activation using caged RNA/DNA in
zebrafish embryos. Nat. Genet. 2001, 28, 317-325.

* W. Lin, D. S. Lawrence, A strategy for the construction of caged diols using a photolabile protecting group. J.
Org. Chem. 2002, 67, 2723-2726.

V. G. Robu, E. S. Pfeiffer, S. L. Robia, R. C. Balijepalli, Y. Pi, T. J. Kamp, J. W. Walker, Localization of
functional endothelin receptor signaling complexes in cardiac transverse tubules. J. Biol. Chem. 2003, 278,
48154-48161.

A Suzuki, T. Watanabe, M. Kawamoto, K. Nishiyama, H. Yamashita, M. Ishii, M. Iwamura, T. Furuta,
Coumarin-4-ylmethoxycarbonyls as phototriggers for alcohols and phenols. Org. Lett. 2003, 5, 4867-4870.

M. Lu, O.D. Fedoryak, B. R. Moister, T. M. Dore, Bhc-diol as a photolabile protecting group for aldehydes
and ketones. Org. Lett. 2003, 5, 2119-2122.
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Figura 9. Exemplos de biomoléculas caged com o grupo Bhc.

Derivados amina de cumarinas t€ém sido também reportados com sucesso na

inactivacdo tempordria de biomoléculas. A 7-dietilam ina-4-hidroximetilcumarina 5 foi usada
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por Schonleber et al.® no caging de citidina 5’-difosfato (CDP) permitindo a libertacdo de
CDP por irradiacao entre 365 e 436 nm (Esquema 4).

NH,
NH,
N/
| N7
0 0 (f;\N 4;\ ‘
I I 0 0 PN
0—P—0—P—0 _ I
0—P—0—P—0
OH O 0 v, | | o
N <\\ OH O
OH OH
OH OH OH
~ N 0~ o
CDP
‘\ X
6
~N o o

Esquema 4

2.3. Caging de aminoacidos neurotransmissores

Nos dltimos anos, a investigacdo referente aos grupos protectores fotoclivaveis e/ou
phototriggers tem evoluido no sentido da aplicagdo de compostos com absorcdo a
comprimentos de onda na regido do visivel, incluindo moléculas fluorescentes e, deste modo,
os estudos envolvendo a sintese e aplicacdio de novos derivados de cumarina tem-se
evidenciado.

Os aminodcidos neurotransmissores sdo uma classe de compostos com grande
importancia uma vez que sdo moléculas responsaveis por desencadear diversas respostas
excitatdrias e/ou inibitdrias ao nivel do SNC, tal como ja referido.

Atendendo a sua importincia e uma vez que foram usados nesta dissertacio como
modelos de moléculas bioldgicas bifuncionalizadas, sdo mencionados em seguida alguns
trabalhos, para além dos anteriormente referidos, no ambito do caging de aminodcidos
neurotransmissores com grupos fotossensiveis que se t€m mostrados particularmente

efectivos, incluindo derivados de cumarina.

3 R. O. Schénleber, J. Bendig, V. Hagen, B. Giese, Rapid photolytic release of cytidine 50-diphosphate from a
coumarin derivative: a new tool for the investigation of ribonucleotide reductases. Bioorg. Med. Chem. 2002,

10, 97-101.
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2.3.1. Caging de aminoacidos neurotransmissores com grupos
diferentes de cumarina

A libertacao rapida e localizada dos neurotransmissores inibidores GABA e glicina a
partir de precursores caged € 1til nos estudos cinéticos de activacdo in situ dos receptores de
GABA e glicina, na distribuicao dos receptores em compartimentos neurais e para ‘“‘silenciar”
os neurdnios pela libertacdo localizada com uma resolucdo temporal de milissegundos de
pequenas quantidades de inibitorios em estudos de actividade.

A Figura 10 mostra as estruturas de trés derivados caged de GABA, nomeadamente o
éster o-carboxi-2-nitrobenzilo 7,°* o éster pirenilmetilico do GABA 8% (o grupo
clorometilpireno foi também usado no caging da glicina, alanina, B-alanina e dcido glutdmico)
e um complexo de coordenacdo de ruténio do GABA 93¢ Apesar da importancia na
foto-libertacdo do neurotransmissor, estes compostos continuam a apresentar algumas

limita¢des para aplicacdes préticas.

Figura 10. Estruturas de GABA caged.

¥ R. Wieboldt, D. Ramesh, B. K. Carpenter, G. P. Hess, Synthesis and photochemistry of photolabile derivatives
of yaminobutyric acid for chemical kinetic investigations of the yaminobutyric acid receptor in the millisecond
time region. Biochemistry 1994, 33, 1526-1533.

3 M. J. G. Fernandes, M. S. T. Gongalves, S. P. G. Costa, Photorelease of amino acid neurotransmitters from
pyrenylmethyl ester conjugates. Tetrahedron 2007, 63, 10133-10139.

% E. M. R Verde, L. Zayat, R. Etchenique, R. Yuste, Photorelease of GABA with visible light using an
inorganic caging group. Front. Neural. Circuits 2008, 2, 1-8.
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O desenvolvimento de neurotransmissores inibitorios caged que ndo apresentem
actividade nos receptores antes da fotdlise é dificil. Derivados caged de aminodcidos
neuroactivos com a 7-nitroindolina possuem as propriedades fotoquimicas e farmacoldgicas

. L . 16,37,38
apropriadas para serem usados na caracterizacdo de neurotransmissores receptores. Os
derivados caged do glutamato com 5-metoxicarbonilmetil-7-nitroindolina (NI) e 4-metoxi-7-
nitroindolina (MNI) s@o inertes em relacdo aos receptores e transportadores de glutamato,

possuem elevada eficiéncia na fot6lise por irradiagdo a cerca de 400 nm, sdo estdveis a

hidrdlise e soluveis em dgua (Figura 11).

(0] ~ 0
N COy N COy
vo, I A vo, T A
20 NH;* >0 NH;*
NI-caged L-glutamato MNI-caged L-glutamato

Figura 11. Derivados de glutamato caged.

39 . o .
Zhang et al.”” descreveram a sintese e caracterizacdo de um novo derivado caged de

alanina usando a 4-metoxi-7-nitroindolina (MNI) (Esquema 5).

7 G. Papageorgiou, J. E. T. Corrie, Synthetic and photochemical studies of N-arenesulfonyl amino acids.
Tetrahedron 1999, 55, 237-254.

3 J. Morrison, P. Wan, J. E. T. Corrie, G. Papageorgiou, Mechanisms of photorelease of carboxylic acids from
1-acyl-7-nitroindolines in solutions of varying water content. Photochem. Photobiol. Sci. 2002, 1, 960-969.

¥ 7. Zhang, G. Papageorgiou, J. E. T. Corrie, C. Grewer, Pre-steady-state currents in neutral amino acid

transporters induced by photolysis of a new caged alanine derivative. Biochemistry 2007, 46, 3872-3880.
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Esquema 5

O conjugado MNI-alanina foi testado com trés transportadores de aminoécidos neutros
(ASCT2, SNATI1 e SNAT?2) e mostrou ser biologicamente inactivo a esses sistemas de
transporte. Por outro lado, aquando da fotdlise este liberta a alanina na forma livre, a qual
activa as correntes especificas nas células que expressam os transportadores ja referidos.

Pelo contrario, as propriedades farmacoldgicas dos derivados GABA caged com NI
(NI-caged-GABA) e dos analogos de glicina mostram evidéncias de ligagdo aos respectivos
receptores, inibindo a ac¢cdo do GABA e da glicina, tornando-se por isso inadequados para

estudos de cinética in situ dos receptores (Figura 12).'

(0]
COy
N N
W/\/\ )\/ NH
NO
2 0 NH3+ N02 o
NI-caged GABA NI-caged-glicina

Figura 12. Estruturas de GABA e glicina caged com NI
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No sentido de solucionar este problema, Trigo et al.® reportaram recentemente a
sintese de um novo derivado caged de GABA com uma nitroindolina (DPNI-GABA). A
estrutura do grupo caging permitiu minimizar algumas das interferéncias observadas com
outros derivados de nitroindolina antes da foto-libertagdo do GABA, mantendo as vantagens

associadas a heterociclos deste tipo (Figura 13).

OPO,*

OPO,>

N

)\/\/ NH;*
NO,

0)

DPNI-caged-GABA

Figura 13. Estrutura do GABA caged.

Na obtencdo de derivados caged da B-alanina, neurotransmissor que activa a inibi¢ao
do receptor glicina no SNC, destaca-se o 2-metoxi-5-nitrofenil (MNP)*' e, mais recentemente,
o andlogo 2-(dimetilamino)-5-nitrofenil (DANP)42 (Esquema 6). Em ambos os casos, nem o0s
bioconjugados antes da fotoclivagem, nem os produtos secunddrios da fotdlise inibem ou

activam os receptores de glicina no SNC.

“ F. F. Trigo, G. Papageorgiou, J. E. T. Corrie, D. Ogden, Laser photolysis of DPNI-GABA, a tool for
investigating the properties and distribution of GABA receptors and for silencing neurons in situ. J. Neurosci.
Methods 2009, 181, 159-169.

A Niu, R. Wieboldt, D. Ramesh, B. K. Carpenter, G. P. Hess, Synthesis and characterization of a caged
receptor ligand suitable for chemical kinetic investigations of the glycine receptor in the 3 us time domain.
Biochemistry, 1996, 35, 8136-8142.

2 A, Banerjee, C. Grewer, L. Ramakrishnan, J. Jager, A. Gameiro, H. A. Breitinger, K. R. Gee, B. K. Carpenter,
G. P. Hess, Toward the development of new photolabile protecting groups that can rapidly release bioactive

compounds upon photolysis with visible light. J. Org. Chem. 2003, 68, 8361-8367.
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Esquema 6

2.3.2. Caging de aminoacidos neurotransmissores com cumarinas

Com o objectivo de monitorizar o comportamento dos transportadores de glutamato e
dos receptores do N-metil-D-aspartato (NMDA) em células de tecido cerebral, Huang et al.®
reportaram a sintese de um novo derivado caged do 4cido D-aspartico, o 4cido N-[(6-
nitrocumarin-7-il)]metil-D-aspartico (Ncm-D-Asp) (Esquema 7).

Os resultados obtidos na fotdlise do Ncm-D-Asp mostraram que nem o composto
caged, nem os fotoprodutos resultantes do grupo protector activam ou inibem a actividade dos
transportadores e receptores em estudo, sdo por isso biologicamente inertes. A actividade
bioldgica resulta apenas da libertacdo do D-aspartato na superficie das células. Desta forma, o

novo bioconjugado pode ser usado para estudar os receptores de NMDA nas sinapses

excitatdrias e a interac¢do entre transportadores e receptores nos tecidos cerebrais.

Yy, H Huang, S. Muralidharan, S. R. Sinha, J. P. Y. Kao, D. E. Bergles, Ncm-D-aspartate: a novel caged D-
aspartate suitable for activation of glutamate transporters and N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors in

brain tissue. Neuropharmacology 2005, 49, 831-842.
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Esquema 7

A 7-N,N-dietilamino-4-hidroximetilcumarina (DECM) 8§, ja referida em aplicacdes
caging em nucledtidos, tais como ADP e ATP** foi também usada por Shembekar et al. no

. . L . . L . A . 4 .. 4
caging dos aminodcidos neurotransmissores dcido glutimico™® e glicina 6 (Esquema 8).

* V. Hagen, S. Frings, B. Wiesner, S. Helm, U. B. Kaupp, J. Bendig, [7-(Dialkylamino)coumarin-4-ylJmethyl-
caged compounds as ultrafast and effective long-wavelength phototriggers of 8-bromo-substituted cyclic
nucleotides. Chem. Bio. Chem. 2003, 4, 434-442.

# V. R. Shembekar, Y. Chen, B. K. Carpenter, G. P. Hess, A protecting group for carboxylic acids that can be
photolyzed by visible light. Biochemistry 2005, 44, 7107-7114.

V. R. Shembekar, Y. Chen, B. K. Carpenter, G. P. Hess, Coumarin-caged glycine that can be photolyzed
within 3 us by visible light. Biochemistry 2007, 46, 5479-5484.
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Os bioconjugados obtidos mostraram ser suficientemente soliveis em 4dgua ou em
solugdes tampao e estaveis no escuro. Por irradiacio no visivel (= 400 nm), o 4cido glutamico
e a glicina foram libertados rapidamente do precursor caged e foi verificado que em ambos os
casos, os aminodcidos caged e os produtos secunddrios da fotdlise eram biologicamente
inertes.

Estes resultados mostram que a DECM ¢é particularmente eficiente no caging dos

neurotransmissores estudados.

o 0
N o J Ko
HO)W W \K o HO T \K
CO,t-Bu O o ©
X
N 0o
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5
DCC
/
O
— \
3
CO,H
0 0
NH;" CEsCO0" j(\NH; CF,CO0
N, © N 0
N ) <N )
) o
19 hv 20
0
0
NH;*
HOM 3 + 5 )K/NH; + 5
COOH HO
acido glutamico glicina

Esquema 8
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O precursor caged do GABA com a DECM 21, foi também sintetizado e mostrou
libertar o neurotransmissor por fotdlise (Figura 14). No entanto, o bioconjugado inibe vérios
receptores GABAA, n3o sendo por isso adequado para determinado tipo de estudos
envolvendo o neurotransmissor em causa.

Com o objectivo de ultrapassar a actividade biolégica indesejada do composto 21, Fan
et al.*’ sintetizaram recentemente um novo precursor fotoclivavel do 4cido y-aminobutirico 22
(Figura 14). Este derivado caged do GABA apresenta as propriedades necessarias para ser um
precursor eficiente do neurotransmissor (clivagem a 400 nm com bom rendimento quantico),
com a particularidade de quer o composto 22, quer os subprodutos da fotélise serem inertes ao

receptor de GABA testado (HEK 293T).

. O
/\Nk o o
21R=H

22 R = CONHCH,CO,Et

Figura 14. Estrutura de derivados caged do GABA.

No ambito da investigacdo do grupo de trabalho onde foi elaborada esta dissertacdo,
tém sido também sintetizados novos derivados de cumarina e benzocumarina e avaliados
como grupos protectores fotoclivdveis e/ou phototriggers das fungdes 4cido carboxilico,
amino e hidroxilo de aminoacidos, incluindo aminoacidos neurotransmissores, como modelos

) . 48.4 1
de biomoléculas. *¥4%-3%3

T L. Fan, R. W. Lewis, G. P. Hess, B. Ganem, A new synthesis of caged GABA compounds for studying GABA,
receptors. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2009, 19, 3932-3933.

¥ A. S. C. Fonseca, M. S. T. Gongalves, S. P. G. Costa, Photocleavage studies of fluorescent amino acid
conjugates bearing different types of linkages. Tetrahedron 2007, 63, 1353-1359.

* A. M. Piloto, D. Rovira, S. P. G. Costa, M. S. T. Gongalves, Oxobenzo[f]benzopyrans as new fluorescent
photolabile protecting groups for the carboxylic function. Tetrahedron 2006, 62, 11955-11962.

% M. J. G. Fernandes, M. S. T. Gongalves, S. P. G. Costa, Comparative study of polyaromatic and
polyheteroaromatic fluorescent photocleavable protecting groups. Tetrahedron 2008, 64, 3032-3038.

SIM. J.G. Fernandes, M. S. T. Gongalves, S. P. G. Costa, Neurotransmitter amino acid oxobenzo[f]benzopyran

conjugates: synthesis and photorelease studies. Tetrahedron 2008, 64, 11175-11179.
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Os compostos caged obtidos resultam de ligacdes covalentes de diferentes tipos,
designadamente éster, uretano, anidrido e carbonato, entre o0 aminodcido e a benzo(cumarina)
(caging group).

Com o objectivo de comparar a foto-sensibilidade de diferentes compostos
hetero(aromaticos) incluindo derivados de benzocumarina (23a,b), cumarina (23c), naftaleno

(23d) e pireno (23e), Fernandes et al.™®

sintetizaram diferentes bioconjugados do aminoécido
neurotransmissor GABA (24a-e) e efectuaram estudos de fotdlise numa solucdo de
metanol/tampao HEPES (80:20) a diferentes comprimentos de onda (254, 300, 350 e 419 nm)
(Esquema 9).50

Os resultados obtidos mostraram que o tempo de irradiacdo necessdrio a libertacdo do
neurotransmissor depende da estrutura do cagig group. Assim, o grupo protector pode ser
escolhido mediante a estabilidade a radiacdo num determinado comprimento de onda: a 350
nm, a benzocumarina 23b; a 300 nm o naftaleno 23d e a 254 nm o pireno 23e. Os tempos de

irradiacdo obtidos a 419 nm eram demasiado longos, pouco convenientes para aplicacdes

praticas.

24a Z-GABA-OH + Flu-R

23
/ N&
0]
et ety
23 a R = OH, Flu = Bbl O‘

b R =Cl, Flu = Bba

¢ R=CI Flu=Bpm Q

d R =OH, Flu = Npm 24e
e R =CI, Flu = Pym

4c

Flu =

Oo £ 0 G

a) DCC, HOBt, DMF, t.a.; b) KF, DMF, t.a.

Esquema 9
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Apesar de todos os compostos estudados se mostrarem adequados como grupos
protectores, o composto 23b apresentou-se como o mais efectivo por irradiacdo a 350 nm —
valor mais apropriado em estudos com biomoléculas.

Na sequéncia destes resultados, Fernandes et al.’' efectuaram o estudo de caging e
uncaging de outros aminodcidos neurotransmissores, designadamente B-alanina, tirosina, 3,4-
di-hidroxifenilalanina (DOPA) e 4cido glutdmico, usando a benzocumarina 23b

como grupo protector fotoclivavel (Esquema 10).

0
Ph/\O)\ N
H
25a-d
KF
ou
DMF
t.a.
P
P 07 N
H
25e

Esquema 10

Os resultados obtidos para a fotdlise a 254, 300 e 350 nm dos bioconjugados
mostraram que a estrutura do neurotransmissor influencia os tempos de irradiacio, sendo o
conjugado da tirosina especialmente adequado para aplicacOes praticas. No entanto, o
heterociclo usado mostrou ser também um grupo protector apropriado para a foto-libertagao

dos restantes neurotransmissores.

3. Importancia dos benzoxazoles

Os benzoxazoles tém sido dos heterociclos mais estudados em Quimica Medicinal.

Compostos com este nucleo t€ém mostrado actividade bioldgica consideravel como antivirais,
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antibidticos, antimicrobianos, inibidores da topoisomerase I e II, antiparasitdrios, anti-
inflamatérios e ainda como agentes anticancerigenos.’ 253

Devido a gama alargada de bioactividade esta classe de compostos tem suscitado o
interesse de vdrios grupos de investigacdo. Por conseguinte, em seguida serdo referidos alguns
exemplos de benzoxazoles recentemente sintetizados e dos quais j4 foi avaliada a actividade.

Os derivados do S5-etilsulfunil-2-(fenil/benzil/feniletil)benzoxazole 27 obtidos por
reaccdo entre o 4-etilsulfunil-2-aminofenol 28 e o 4cido carboxilico 29 correspondente na
presenca de dcido polifosférico (método de sintese idéntico ao usado nesta dissertacdao), foram
avaliados quanto a sua actividade antimicrobiana em bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas ¢ no fungo Candida albicans. Os resultados obtidos mostraram que estes

compostos apresentam um largo espectro de actividade com valores de MIC (Minimum

Inhibitory Concentration) entre 250 e 7,81 mg/mL.

R4 R4
OH  yooc 0
+ Rj _PPA ‘ V, n ?
0,8 NH, n 0.5 N
2
28 R, R, /" R, R,
29 27
R, =H, F, Cl, Br, Me Rs=H, Br
R, =H, Me n=0,1,2

R, =H, F, Cl, Br, Me, Et, NO,, CMe;

Esquema 11

Recentemente Ertan er al.>* sintetizaram uma nova série de derivados de 5 (ou 6)-nitro
amino-2-(fenil/benzil)benzoxazole 32, seguindo um método idéntico ao referido
anteriormente e avaliaram a sua actividade antibacteriana e antifingica contra Staphylococcus

aureus, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli

32 (). Temiz-Arpaci, 1. Yildiz, S. Ozkan, F. Kaynak, E. Aki-Sxener, 1. Yal¢in, Synthesis and biological activity of
some new benzoxazoles. Eur. J. Med. Chem. 2008, 43, 1423-1431.

3 M. Radi, S. Saletti, M. Botta, A one-pot, two-step microwave-assisted synthesis of highly functionalized
benzoxazoles using solid-supported reagents (SSRs). Tetrahedron Lett. 2008, 49, 4464-4466, referéncias ai
citadas.

M T, Ertan, 1. Yildiz, B. Tekiner-Gulbas, K. Bolelli, O. Temiz-Arpaci, S. Ozkan, F. Kaynak, 1. Yalcin, E. Aki,
Synthesis, biological evaluation and 2D-QSAR analysis of benzoxazoles as antimicrobial agents. Eur. J. Med.

Chem. 2009, 44, 501-510.
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e Candida albicans (Esquema 12). O grupo nitro foi posteriormente reduzido a amina e a
actividade dessa série de compostos 33 foi também avaliada. Os resultados obtidos revelaram
que os heterociclos sintetizados apresentam um largo espectro de actividade contra os

microrganismos testados com valores de MIC entre > 400 e 12,5 pg/mL.

X OH R
O,N—+ X R
= HOOC 2N /
31 32

30
X =- CH, 10% Pd/C, H,, EtOH

R =F, Cl, Br, Me, Et, CMe; ou
N1C12.6H20, Zn, MeOH

X0
N
33

Esquema 12

Hausner et al.” reportaram a sintese e avaliacio in vitro e in vivo do potencial como
sensores de imagiologia para a doenca de Alzheimer de uma nova série de benzoxazoles
(Esquema 13).

Os benzoxazoles 35 foram obtidos por reac¢do de condensacdo do aminonitrofenol 30
correspondente com o 4cido 4-(dimetilamino)benzdico 34, catalizada por dcido bordénico. A
redugdo do grupo nitro a amina seguida de condensacdo com o cloreto de acilo aromético
apropriado originou os compostos 37 pretendidos.

Os resultados obtidos relativos as potenciais aplicacdes como sensores foram tteis
para direccionar o design de novos derivados de benzoxazole no sentido de melhorar as suas

propriedades no ambito do estudo efectuado.

%S H. Hausner, D. Alagille, A. O. Koren, L. Amici, J. K. Staley, K. P. Cosgrove, R. M. Baldwin, G. D.
Tamagnan, Synthesis of 5- and 6-substituted 2-(4-dimethylaminophenyl)-1,3-benzoxazoles and their in vitro and

in vivo evaluation as imaging agents for amyloid plaque. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2009, 19, 543-545.
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Esquema 13

Apesar da importancia bioldgica desta classe de compostos, o interesse pelos
benzoxazoles nesta dissertacdo resulta do facto de este tipo de heterociclos nunca ter sido
usado como grupos protectores fotoclivdveis e/ou phototriggers.

Deste modo, foram sintetizados dois novos derivados de oxazole a avaliada a sua
fotossensibilidade quando ligados ao neurotransmissor B-alanina, tal como serd discutido

posteriormente nesta dissertacao.
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Apresentacdo e Discussdo dos Resultados

1. Introducao

A libertacdo de moléculas com relevancia quimica e bioldgica (uncaging) tem sido
alvo de especial aten¢do em dreas de investigacdo relacionadas com a Quimica, Biologia e
Medicina. A libertagdo controlada no espaco e no tempo da molécula activa pode ser

. - 7 . 7
desencadeada por en21mas,5 % ou estimulos externos como o pH,5 redutores ou oxidantes, 8

‘o 1 2
? corrente electrlca,60 temperatura6 e luz.’

ultra-sons,5
A utilizacdo de moléculas fotoactividveis é uma metodologia recente e de ripido
desenvolvimento, que pode encontrar aplicacdo na elucidacdo dos processos de sinalizagdo

que envolvem neurotransmissores no ambito dos sistemas celulares e de processos

% T, L. Anderson, J. Davidsen, M. Begtrup, O. G. Mouritsen, K. Jorgensen, Enzymatic release of antitumor
ether lipids by specific phospholipase A2 activation of liposome-forming prodrugs. J. Med. Chem. 2004, 47,
1694-1703.

H. M. Lee, J. Chmielewski, Liposomal cargo unloading induced by pH-sensitive peptides. J. Pept. Res. 2005,
65, 355-363.

e Vaxelaire, F. Souquet, M. 1. Lannou, J. Ardisson, J. Royer, Anodic oxidation: an attractive alternative to
CAN-mediated cleavage of para-methoxyphenyl ethers. Eur. J. Org. Chem. 2009, 19, 3138-3140.

%'S. Kapoor, A. J. Bhattacharyya, Ultrasound-triggered controlled drug delivery and biosensing using silica
nanotubes. J. Phys. Chem. C 2009, 113,7155-7163.

'S, Y. Kim, Y. M. Lee, Drug release behavior of electrical responsive poly(vinylalcohol)/poly(acrylic acid)
IPN hydrogels under an electric stimulus, J. Appl. Polym. Sci. 2009, 74, 1752-1761.

'H. D. Han, T. W. Kim, B. C. Shin, H. S. Choi, Release of calcein from temperature-sensitive liposomes in a
poly(N-isopropylacrylamide) hydrogel. Macromol. Res. 2005, 13, 54-61.

2 G. Mayer, A. Heckel (Ed. 45) Biologically active molecules with a “light switch”. Angew Chem. Int. 2006,
4900-4921.
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metabolicos, em sintese organica sequencial, com reagentes polifuncionais que necessitam de
multiplos passos de protec¢ao/desproteccdo; em quimica combinatdria e analitica, entre outros
e:>(e:mplos.12’62’63

2-Oxo-benzopiranos (cumarinas) tém recebido atencdo especial em fotoquimica
aplicada e, devido a sua capacidade de fotoclivagem, derivados da cumarina tém sido
reportados como grupos protectores adequados em vdrias classes de compostos, tal como
anteriormente referido. Os benzopiranos apresentam fluorescéncia numa ampla gama
espectral e rendimento quantico elevado. Este facto leva a sua utilizagdo na sintese de
conjugados fluorescentes para estudos de clivagem foto-induzidos.

Os aminoécidos neurotransmissores sao uma classe de compostos onde estratégias de
caging t€m sido amplamente aplicadas, geralmente através de uma ligacdo éster entre um
grupo fotoclivavel adequado (incluindo cumarinas) e o seu terminal carboxilico. De entre os
aminodcidos que desempenham um papel importante na comunicagdo neuronal no sistema
nervoso central (SNC), destacam-se a glicina e o 4cido y-aminobutirico que actuam como 0s
principais transmissores inibitérios no SNC dos mamiferos. A B-alanina actua como um

transmissor fisioldgico, e a alanina € um neurotransmissor inibitdrio e agonista de receptores

de glicina ionotrépicos e de GABA.**®

Os interesses recentes da equipa de investigacdo onde foi desenvolvido o trabalho
conducente a esta dissertacdo inclui a sintese de novos derivados hetero(aromaticos),
nomeadamente de heterociclos de oxigénio e azoto e a sua aplicacdo como marcadores
fluorescentes e grupos protectores fotoclivaveis para as funcdes 4dcido carboxilico e amina de
aminodcidos,**420216

Atendendo aos factos mencionados, este trabalho pretende dar um contributo na
sintese de novos derivados heterociclicos de oxobenzobenzopirano e de oxazole e na sua

avaliacdo como novos grupos protectores fotoclivaveis/phototriggers para dcidos carboxilicos

e aminas, nomeadamente de aminoacidos neurotransmissores.

% C. G. Bochet, Photolabile protecting groups and linkers. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2002, 1, 125-142.
“N. Treffort, G. Dubreucq, M. H. Canu, Y. Guérardel, M. Falempin, F. Picquet, Variations in amino acid
neurotransmitters in the rat ventral spinal cord after hindlimb unloading. Neurosci. Lett. 2006, 403, 147-150.
% A M. Piloto, A. S. C. Fonseca, S. P. G. Costa, M. S. T. Gongalves, Carboxylic fused furans for amino acid
fluorescent labelling, Tetrahedron 2006, 62, 9258-9267.
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2. Sintese dos heterociclos de oxobenzopirano 1, 5 e de oxazole 6, 8

2.1. Sintese dos 6-metoxi-2-o0x0-2H-benzo[h]benzopiranos 1 e 5

A sintese dos 2-oxo-2H-benzo[h]benzopiranos 1 e 2 (precursor do composto 5)
ocorreu por reaccdo de Pechmann entre o derivado hidroxilado do naftaleno, 4-metoxi-1-
naftol, e o P-ceto éster correspondente, em meio 4cido de acordo com o mecanismo
apresentado no Esquema 1. Neste processo o grupo carbonilo do -ceto éster € protonado pelo
catalisador 4cido e sofre ataque nucleofilico por parte do derivado hidroxilado do naftaleno. O

intermedidrio resultante perde uma molécula de 4dgua e através de um novo ataque

nucleofilico, desta vez intramolecular, pelo grupo hidroxilo, no grupo carbonilo do éster,
66

ocorre o fecho do anel de oxopirano.

Esquema 1

A reaccdo do 4-metoxi-1-naftol com 4-cloroacetoacetato de etilo, em meio &acido
(solug¢do aquosa de acido sulfdrico a 70%), a temperatura ambiente, seguida de purificacao

por cromatografia ‘“seca”, em silica gel, originou o 4-(clorometil)-6-metoxi-2-oxo-2H-

7. D. Hepworth, in Comprehensive Heterocyclic Chemistry. A. R. Katrisky, C. W. Rees (Eds), Pergamon,
Oxford, 1984, 3, 802.
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benzo[h]benzopirano 1 na forma de um sélido verde com rendimento de 45% (Esquema 2,

Tabela 1).

(0]
OH o o (0] ‘
a L c
0
stO4 a 70%, t.a.
O\ /0

1

Esquema 2

Partindo novamente do 4-metoxi-1-naftol e seguindo as mesmas condi¢des
reaccionais, mas usando o acetoacetato de etilo como B-ceto éster, obteve-se 0o 6-metoxi-4-
metil-2-oxo-2H-benzo[h]benzopirano 2 (sintetizado anteriormente por um método diferente67)
(15%) e o derivado demetilado inesperado 6-hidroxi-4-metil-2-oxo-2H-benzo[h]benzopirano
3 (12%) (Esquema 3, Tabela 1).

O composto 3 foi posteriormente convertido no derivado metilado 2, com bom
rendimento (70%), por reaccdo de metilacdo com iodeto de metilo na presenga de carbonato
de potéssio, refluxo em DMF, sob atmosfera de azoto.

Atendendo a que o objectivo primdrio deste trabalho consistiu na sintese de compostos
poliaromaéticos funcionalizados, para posterior ligacdao a aminodcidos, o composto 2 foi usado
como precursor do derivado hidroximetilado 5. Assim, por reac¢do de oxidagdo com diéxido
de selénio, refluxo em clorobenzeno, do oxobenzo[h]benzopirano 2, seguida de purificacdao
por cromatografia “seca”, em silica gel, obteve-se o 6-metoxi-2-ox0-2H-benzo[/h]benzopiran-
4-carbaldeido 4 com rendimento de 79%. A reducgdo do grupo aldeido deste composto com
boroidreto de sddio, em cloroférmio/etanol, a baixa temperatura (banho de gelo), seguida de
purificagdo por cromatografia “seca”, originou o 4-(hidroximetil)-6-metoxi-2-oxo-2H-
benzo[/h]benzopirano 5 em 47%.

O composto 5 foi também obtido por hidroxilacdo alilica® do precursor 2 com diéxido

de selénio e isolado como subproduto da reaccao (10%).

B, Gangadasu, P. Narender, B. C. Raju, V. J. Rao, ZrCl, catalysed solvent free synthesis of coumarins. J.
Chem. Res. 2004, 7, 480-481.
% L. A. Paquete, Encyclopedia of reagents for organic synthesis, Wiley, New York, Ed 1995, 6, 4437-4438.
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Os fluoréforos 1 e 5 serdo referidos ao longo desta dissertacdo por um cédigo de trés

letras (Flu) para simplificar a desigancdo dos bioconjugados que serdo discutidos

posteriormente.
2 3
T MCI/ K2CO3
DMF, N,, refluxo
8602
clorobenzeno,
refluxo
(0] (0]
] T
OH
NaBH, CHO
EtOH, t.a.
0 0
5 4
Esquema 3
Tabela 1. Sintese dos compostos 1-5.
Composto Rendimento (%) pf. (°C)
1 45 180,5 - 181,9
2 15 131,1-1334
3 12 289,0 - 291,5
4 79 2225 -224.8
5 47 219,1 - 220,7

Os compostos 1-5 foram caracterizados por espectroscopia de IV, RMN ('He "C) e

espectrometria de massa de alta resolucao.
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Nos espectros de IV observaram-se as bandas de absorcdo correspondentes as
vibragdes de alongamento do grupo carbonilo do heterociclo para todos os compostos entre
1731 ¢ 1680 cm™ e do aldeido para o composto 2 a 1712 cm™.

Nos compostos 3 e S surgiram também as bandas correspondentes as vibragdes de
alongamento do grupo hidroxilo entre 3650-3186 cm".

Os espectros de RMN de 'H mostraram os sinais esperados para os protdes do anel de
oxobenzo[/h]benzopirano, dos quais se destacam os tripletos (J 0,8-1,6 Hz) correspondentes
aos protdes H-3 (0 6,35-6,63 ppm; 1, 2, 3, 5; 6 7,89 ppm, 4) e os singletos dos protdes H-5
(0 6,73-7,0 ppm). Para além dos protdes aromdticos surgiram também os sinais relativos aos
protdes alifaticos, nomeadamente para os grupos metoxilo (singletos, ¢ 4,02-4,08 ppm, 1, 2, 4,
5) metilo (singletos, 6 2,49 ppm, 2, 3), clorometilo (singleto, ¢ 4,73 ppm, 1), hidroximetilo
(duplo dupleto, 6 4,86 ppm, 5), e os protdes dos grupos funcionais aldeido (singleto, 0 10,16
ppm, 4), hidroxilo aromético (singletos, ¢ 10,42 ppm, 3) e hidroxilo alifético (tripleto J 4,2
Hz, 6 5,73 ppm, 5).

Nos espectros de RMN de B¢ dos compostos 1-5 destacam-se os sinais dos carbonos
do anel de oxobenzopirano, designadamente C-2 (6 159,88-161,30 ppm), C-3 (0 110,22-
115,27 ppm, 1, 2, 3, 5; 6 97,28 ppm, 4) e C-5 (6 96,02-100,90 ppm).

Foram também observados os sinais relativos aos carbonos alifdticos, nomeadamente
dos grupos metoxilo (0 55,70-56,01 ppm, 1, 2, 4, 5), metilo (6 19,34 ppm, 2; 6 12,63 ppm, 3),
clorometilo (6 41,92 ppm, 1) e hidroximetilo (6 59,58 ppm, 5), para além do carbono do grupo
aldeido (0 192,13 ppm, 4).

2.2. Sintese dos oxazoles 6 ¢ 8

Como foi ja referido no Capitulo 1 (ponto 3) os benzoxazoles sdo dos compostos
heterociclicos mais estudados em Quimica Medicinal, pois possuem um largo espectro de
actividade bioldgica. No entanto, apesar da sua importancia bioldgica, a utilizagdo destes
heterociclos como grupos protectores fotoclivaveis nio foi reportada até ao momento.

Considerando estes factos, e com o objectivo de investigar a possibilidade de
utiliza¢do de novos derivados de oxazole como grupos protectores fotoclivdveis, decidiu-se
sintetizar os heterociclos fluorescentes funcionalizados 6 e 8. Estes compostos foram usados

posteriormente na preparacdo de bioconjugados e submetidos a condi¢des de fotolise.
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O método de sintese usado baseou-se na reaccdo de condensacdo de um andlogo do
o-aminofenol com um &cido carboxilico na presenca de um grande excesso de &4cido
polifosférico, a temperatura elevada.

Por reaccao do 3-amino-2-naftol com acido bromoacético, em PPA, com aquecimento
(130 °C), seguida de purificacdo por cromatografia “seca” obteve-se o0

2-(bromometil)nafto[2,3-d]oxazole 6 (Esquema 4, Tabela 2).

OH
Br™ “CO,H o M
PPA. 130 °C N/j

NH,

6
HO .- 0O O 0 0 OH
NH,
NH2 H2$O4 a 70%, t.a.
7
Br~ CO,H B COH
PPA, 130 °C PPA, 130 °C
HO o 0 N ° N
0 Br
)
\C[ AN N N
N H,S0, a 70%, t.a.
9 8

Esquema 4

Com o objectivo de preparar um outro composto triciclico possuindo um anel de
oxopirano, para além do oxazole, comegou-se por sintetizar o oxobenzopirano 7 que foi
ciclizado posteriormente originando o oxazole pretendido 8.

Por reac¢do de Pechmann do 4-aminobenzeno-1,3-diol com acetoacetato de etilo em
meio 4cido (solucdo aquosa de 4cido sulftrico a 70 %), a temperatura ambiente, obteve-se 0
6-amino-7-hidroxi-4-metil-2-oxo-2H-benzopirano 7 com rendimento quantitativo. Este
composto reagiu com o dacido 3-bromoacético, num excesso de &4cido polifosforico, a
temperatura de 130 °C, originando, apds purificacdo por cromatografia “seca”, o
2-(bromometil)-8-metil-6-oxo-6 H-benzopirano[6,7-d]oxazole 8 com 23% de rendimento

(Esquema 4, Tabela 2).
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Uma outra via de sintese para o heterociclo 8 foi também considerada e baseava-se na
obtencdo inicial do benzoxazole 9 que depois ciclizava por reaccio de Pechmann com
acetoacetato de etilo originando o oxobenzopirano[6,7-d]oxazole 8 desejado. Assim, partiu-se
do 4-aminobenzeno-1,3-diol, efectuou-se a reac¢do de condensagcdo com o 4cido 3-
bromoacético na presenca de PPA, em condi¢cdes idénticas as referidas anteriormente e
obteve-se o 2-(bromometil)benzo[d]oxazol-6-0l 9, com baixo rendimento (7%). Atendendo a
este resultado decidiu-se abandonar esta via de sintese e optar pela inicialmente mencionada,

uma vez que permitiu a obten¢do quantitativa do precursor 7.

Tabela 2. Sintese dos compostos 6-9.

Composto Rendimento (%) p.f. °C)
6 13 133,1-133.9
7 99 243,6-244.2
8 23 220,1-221,4
9 7 153,8-154,8

Os compostos 6-9 obtidos foram caracterizados pelas técnicas espectroscopicas
habituais.

Nos espectros de IV observaram-se bandas de absor¢do correspondentes as vibragdes
de alongamento do grupo imina do anel de oxazole entre 1613 ¢ 1698 cm™' (6, 8, 9), do grupo
carbonilo do anel de oxobenzopirano a 1731 cm’ (7) e 1739 cm’ (8) e das fungdes hidroxilo
e amina entre 3646 e 3380 cm’! (7,9).

Os espectros de RMN de 'H mostraram os sinais esperados para os protdes alifaticos,
designadamente os singletos correspondentes aos protdes do grupo bromometilo (6 4,56-4,63
ppm, 6, 8, 9) e os dupletos (J 1,2 Hz) dos grupos metilo (6 2,32 ppm, 7; 6 2,53 ppm, 8). Para
os compostos 6 e 9 os protdes aromadticos provenientes dos anéis de naftaleno (6 7,48-8,19
ppm, 6) e de fenol (6 6,90-7,53 ppm, 9) sdo também visiveis. No caso dos compostos 7 e 8,
destacam-se os dupletos (J 1,2 Hz) correspondentes aos protdes do anel de oxopirano (H-3 ¢
6,15 ppm, 7; H-7 ¢ 6,34 ppm, 8). Salienta-se o facto dos singletos dos protdes H-5 (0 7,24
ppm) e H-8 (6 6,78 ppm) do oxobenzopirano 7 serem desviados para valores mais elevados
ap0s a reac¢do de ciclizacdo da qual resultou o oxobenzopirano-oxazole 8 (H-9 6 7,96 ppm e
H-4 67,52 ppm).

Nos espectros de RMN de B¢ dos compostos 6, 8 e 9 destacam-se os sinais do grupo

bromometilo (6 20,08-20,88 ppm) e do C-2 do anel de oxazole (6 159,67-163,25 ppm). No
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caso dos compostos 7 e 8 surgiram também os sinais relativos ao anel de oxobenzopirano,
designadamente o grupo carbonilo (d cerca de 160,30 ppm), o carbono adjacente a este grupo
(0 110,89 ppm, C-3, 7; 6 114,35 ppm, C-7, 8) e os sinais das ligacdes C-H aromaticas: C-5
(0 113,64 ppm) e C-8 (6 102,21 ppm) no composto 7 ou C-9 (6 115,78 ppm) e C-4 (6 99,68
ppm) no composto 8. Destacam-se também para ambos os heterociclos os sinais dos grupos

metilo (6 18,15 ppm, 7 e 19,22 ppm, 8).

3. Sintese dos bioconjugados de oxobenzopirano e oxazole 11a-d, 12a-
¢, 14a,b,15e 16

3.1. Sintese dos bioconjugados de oxobenzopirano 11a-d, 12a-c e 14a,b

Com o objectivo de investigar a possibilidade de utilizacio dos novos compostos
heterociclicos funcionalizados 1, 5, 6 e 8 como grupos protectores fotoclivdveis em sintese
organica, mas principalmente em aplicagdes caging, decidiu-se usar estes compostos na
preparacdo de varios bioconjugados, através de ligacOes quimicas diferentes, nomeadamente
éster e uretano.

Neste trabalho foram usados como modelos de moléculas bioldgicas os aminodcidos
neurotransmissores glicina, L-alanina, B-alanina e o 4cido y-aminobutirico que, dependendo
do grupo funcional do heterociclo e das condi¢des reaccionais usadas, sofreram reac¢do nos
terminais 4cido carboxilico e amina.

Os aminodcidos glicina (Z-Gly-OH, 10a), L-alanina (Z-Ala-OH, 10b), B-alanina (Z-p-
Ala-OH, 10c¢) e o 4cido y-aminobutirico (Z-GABA-OH, 10d), protegidos na fun¢do amina
com o grupo benziloxicarbonilo, foram derivatizados no C-terminus com o
4-(clorometil)-6-metoxi-2-oxo-2H-benzo[ h]benzopirano 1 na presenca de fluoreto de

% em DMF, a temperatura ambiente. Apds purificagdo por cromatografia “seca” em

potassio,
silica gel, isolaram-se os bioconjugados 1la-d possuindo uma ligacdo éster entre o
aminodcido e o fluor6foro, na forma de sélidos com bons rendimentos (53-86%) (Esquema 5,
Tabela 3).

No sentido de tornar estes bioconjugados num modelo mais adequado para a avaliacao

da viabilidade do novo derivado de oxobenzo[h]benzopirano 1 como grupo protector

fotoclivdvel de aminoédcidos neurotransmissores, decidiu-se efectuar a remoc¢do do grupo

“F.s. Tjoeng, G. A. Heavner, Improved preparation of 4-(Boc-aminoacyloxymethyl)-phenylacetic acids for use
in peptide-synthesis on solid supports utilizing a protecting group removable by photolysis or reduction.

Synthesis 1981, 897-899.
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protector benziloxicarbonilo, ficando apenas o neurotransmissor ligado ao heterociclo
fotossensivel.

Com efeito, os compostos 11a-c¢ foram submetidos a condi¢des de aciddlise, solucio
de 4cido bromidrico em 4cido acético,” tendo resultado os bioconjugados correspondentes

12a-c na forma de sélidos (18-71%).

0
0
0 R
| OH
cl o+ Ph/\O)J\ g%‘/
o9 :
10a-d
0
KF
1 DMF, t.a.
0 0
0} R | 0 R | 0
0
o O)J\an\n/o HBr/CH;CO,H HBr.HzN%‘/
H 0
0 0
11a-d 12a-c
an=1,R=H
bn=1,R=Me
cn=2,R=H
dn=3,R=H
o 0
o I ]
CDI K}
RO 0
OH + HN OR  pMF, ta. h
99 R
13a,b
0 aR =Me O\
-~ bR=H
5 14a.b
Esquema 5

O 4-(hidroximetil)-6-metoxi-2-oxo-2H-benzo[/]benzopirano S reagiu com o terminal

amina do éster metilico da B-alanina 13a e com a B-alanina completamente desprotegida 13b,

" M. Bodanszky, A. Bodanszky, The Practice of Peptide Synthesis, Springer: Berlin 1984.
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por uma reac¢io de transferéncia de carbonilo com 1,1’-carbonildiimidazole (CDI),”' em
DMF, a temperatura ambiente. Apds purificagdo por cromatografia “seca” em silica gel,
obtiveram-se os conjugados 14a (42%) e 14b (82%) com ligacdo uretano e possuindo ou nao
o grupo protector éster metilico na fun¢do dcido carboxilico da B-alanina (Esquema 5, Tabela

3).

Tabela 3. Sintese dos compostos 11a-d, 12a-c e 14a,b.

Composto Rendimento (%) pf. °C
11a 53 173,5-175,1
11b 86 153,3 - 154,7
11c 70 1199 - 122,6
11d 56 144,5 - 146,4
12a 18 194,8 — 195,9
12b 71 198,2 — 198,8
12¢ 45 204,3 - 205,4
14a 42 175,7-177,9
14b 82 2249 - 2259

Todos os compostos sintetizados foram caracterizados por espectroscopia de IV, RMN
('HeC)e espectrometria de massa de alta resolucao.

Nos espectros de IV dos conjugados 1la-d, 12a-c e 14a,b surgiram as bandas
correspondentes as vibracdes de alongamento para os diferentes grupos carbonilo presentes
nos conjugados fluoréforo-aminodcido entre 1643 e 1758 cm™.

Os espectros de RMN de "H mostraram os sinais dos residuos de aminoacidos,
designadamente o a-CH; (6 4,16 ppm, 11a ou ¢ 4,13 ppm, 12a), a-CH (0 4,49-4,59 ppm, 11b
ou 0 4,40-4,50 ppm, 12b), a-, B-CH, (6 2,43-3,02 ppm, 3,20-3,62 ppm, 11¢, 12¢, 14a,b),
assim como os a-, B-, -CH, (0 2,56, 1,84-2,00, 3,30-3,33 ppm, 11d). O grupo metileno do
fluoréforo era também visivel para todos os conjugados (6 5,26-5,74 ppm). Destacam-se
ainda os protdes aromadticos caracteristicos do anel de oxobenzopirano, H-3 (6 6,44-6,66 ppm)

e H-5 (0 6,46-7,0 ppm).

I'D. D’Addona, C. G. Bochet, Preparation of carbamates from amides and alcohols under mild conditions,

Tetrahedron Lett. 2001, 42, 5227-5229.
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A confirmacdo da formacdo das novas ligacdes éster (11a-d) e uretano (14a.b) foi
também evidente por espectroscopia de RMN de Be, surgindo os sinais do grupo carbonilo

correspondente (6 169,47-172,37 ppm, 11a-d; ¢ a cerca de 155,30 ppm, 14a,b).

3.2. Sintese dos bioconjugados de oxazole 15 e 16

A semelhanca dos oxobenzobenzopiranos 1 e 5, os oxazoles triciclicos
funcionalizados 6 e 8, foram também usados na sintese de novos bioconjugados, tendo como
modelo de molécula bifuncional o aminoacido neurotransmissor 3-alanina.

Com efeito, a N-benziloxicarbonil-B-alanina (10¢) foi derivatizada no C-terminus com
os fluoréforos 2-(bromometil)nafto[2,3-dJoxazole 6 e 2-(bromometil)-8-metil-6-0x0-6H-
benzopirano[6,7-d]oxazole 8 na presenca de fluoreto de potélssio,69 em DMEF, a temperatura

ambiente (Esquema 6, Tabela 4).

16

Esquema 6

Salienta-se o facto da reaccdo de acolplamento ter ocorrido muito mais rapidamente
neste caso, ou seja, usando derivados bromometilados (5 horas) do que quando foram usados
os compostos clorometilados (24 horas), nas mesmas condi¢des reaccionais.

Ap6s purificacdo por cromatografia “seca” em silica gel, isolaram-se os bioconjugados
com ligagdo éster 15 e 16 com rendimentos elevados. Estes compostos foram caracterizados

pelas técnicas espectroscopicas habituais.
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Tabela 4. Sintese dos compostos 15 e 16.

Composto Rendimento (%) pf. °C
15 90 105,6 — 106,9
16 95 1146 -115,4

Nos espectros de IV dos conjugados 15 e 16 surgiram as bandas correspondentes as
vibragdes de alongamento dos grupos carbonilo da ligacao éster fluor6foro-B-alanina, da
ligacdo uretano do grupo N-benziloxicarbonilo e do anel de oxobenzopirano (16) entre 1691 e
1750 cm™, assim como as bandas relativas 2 ligacdo imina dos anéis de oxazole entre 1631 e
1638 cm’™.

Os espectros de RMN de 'H mostraram para além dos sinais da B-alanina,
designadamente os tripletos do a-CH; (J a cerca de 2,74 ppm) e os multipletos do B-CH; (0
3,50 — 3,75 ppm), os singletos correspondentes ao grupo metilo dos fluoréforos (0 a cerca de
5,40 ppm). No caso do conjugado 16 destacam-se também os sinais do anel de
oxobenzopirano tais como, o singleto do grupo metilo (6 2,40 ppm) e o dupleto (J 0,8 Hz) do
protdao H-7 (0 6,31 ppm).

A confirmacdo da formagdo das novas ligacdes éster foi também evidente por

espectroscopia de RMN de B, surgindo os sinais do grupo carbonilo a ¢ cerca de 171,30

4. Caracterizacao fotofisica dos bioconjugados de oxobenzopirano e
oxazole 11a-d, 12a-c, 14a,b, 15 e 16

Atendendo a que este trabalho envolve a avaliacdo de compostos heterociclicos
fluorescentes como novos grupos protectores fotoclivdaveis, a caracterizacdo fotofisica €
fundamental. Este estudo ird permitir a avaliacdo das propriedades dos bioconjugados em
comparagdo com as dos fluoréforos de partida, assim como a determinacdo de parametros
necessarios a monitoriza¢ao por HPLC do processo de fotoclivagem.

Deste modo, foi efectuado o estudo fotofisico de todos os compostos obtidos,
nomeadamente dos heterociclos funcionalizados 1, 5, 6 e 8 e dos respectivos precursores
(excepto do composto 7), assim como dos bioconjugados correspondentes 1la-d, 12a-c,
14a.b, 15 ¢ 16.

Foram tracados os espectros de UV/visivel e de fluorescéncia de solugdes (10° M)

desses compostos em etanol absoluto e em metanol/solucao tampao de HEPES (80:20) e os
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resultados obtidos serdo discutidos para os bioconjugados em comparac¢do com os fluoréforos
de partida.

Os comprimentos de onda de absorcio maxima (Am.x) € de emissdo maxima (Aem), @
absorptividade molar (g), os rendimentos quanticos relativos de fluorescéncia (®Pr) e os
desvios de Stokes foram determinados e sdo apresentados.

Os rendimentos quanticos relativos de fluorescéncia foram calculados usando o 9,10-
difenilantraceno (DPA) como padrao (@r 0,95 em etanol).72 Para a determinacao dos valores
de @p, o padrdo fluorescente foi excitado ao comprimento de onda de absor¢do mdxima
encontrado para cada um dos compostos a ser testado e em todas as medi¢des fluorimétricas a

absorvancia da solu¢do ndo excedia 0,1.

4.1. Caracterizacao fotofisica dos bioconjugados de oxobenzopirano
11a-d, 12a-ce 14a.b

O estudo fotoffsico iniciou-se com a caracterizacdo dos compostos
11a-d, 12a-c e 14a.b, dos respectivos fluoréforos 1 e 5 e dos precursores correspondentes, em
etanol e em metanol/solucdo tampao de HEPES (80:20) (Tabelas 5 e 6).

Por comparacdo dos comprimentos de onda de absor¢io maxima de todos os
compostos nos dois solventes, nao se observam alteracdes significativas (Apax 365-380 nm,
em etanol e 370-383 nm, em metanol/HEPES) (Tabela 5). Além disso, apds a ligacao do
oxobenzobenzopirano 1 aos aminodcidos 10a-d, ocorreu apenas um ligeiro desvio
hipsocrémico (até 8 nm em etanol e até 13 nm em metanol/HEPES), observado nos
bioconjugados 11a-d e nos conjugados correspondentes 12a-c¢, que ndo possuem O grupo
protector benziloxicarbonilo.

No caso do oxobenzobenzopirano 5 e dos conjugados 14a,b ndo ocorreu qualquer
variagdo no valor do comprimento de onda de absor¢do médxima (14b em metanol/HEPES),

ou ocorreu um desvio batocromico em ambos, etanol e metanol/HEPES.

25 V. Morris, M. A. Mahaney, J. R. Huber, Fluorescence quantum yield determinations. 9,10 -
diphenylanthracene as a reference standard in different solvents, J. Phys. Chem. 1976, 80, 969-974.
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Tabela 5. Dados de UV/visivel dos precursores 1-5 e conjugados 11a-d, 12a-c e 14a,b em
etanol e em metanol/HEPES (80:20).

Etanol Metanol/ HEPES (80:20)
Composto

Mmax (NM) log ¢ Mmax (NM) log ¢

1 379 3,68 383 3,70
2 371 3,57 371 3,68
3 380 3,71 377 3,73
4 377 3,73 380 3,61
5 365 3,69 371 3,73
11a 376 3,72 373 3,73
11b 375 3,72 374 3,72
11c 375 3,75 376 3,78
11d 373 3,66 370 3,60
12a 374 3,39 372 3,62
12b 373 3,49 373 3,64
12¢ 371 3,33 370 3,63
14a 374 3,70 374 3,71
14b 373 3,52 371 3,62

Os bioconjugados 11a-d e 12a-c exibem bons rendimentos quanticos de fluorescéncia
em etanol (0,43 < @ < 0,63) e na solu¢do metanol/HEPES (80:20) (0,28 < & < 0,53), e sao
superiores aos valores obtidos para o precursor 1 correspondente (pelo menos 10 vezes (9-13)
em etanol e até 50 vezes (28-53) em metanol/HEPES (80:20)) (Tabela 6). No caso dos
conjugados 14a,b, quando comparados com o fluoréforo S, verifica-se que o valor mais
elevado surge para o composto 14b (@r = 0,71) em etanol.

Os compostos 11a-d, 12a-c e 14a,b apresentam uma emissdo médxima por volta dos
472 nm (em etanol) e no intervalo 469-484 nm (em metanol/HEPES), com desvios de Stokes
elevados (cerca de 100 nm) - caracteristica importante na biomarcacio fluorescente. Além
disso, por comparacdo dos precursores 1 e 5 com os conjugados correspondentes 11c, 14a e
14b, em etanol e em metanol/HEPES, verifica-se que todos os compostos exibem
comprimentos de onda de emissdo maxima superiores em metanol/HEPES.

Por comparacio dos valores de Ay, dos oxobenzobenzopiranos 1 e 5, e dos conjugados
correspondentes 11a-d, 12a-c e 14a,b observa-se um desvio para comprimentos de onda

superiores (9-12 nm) em etanol. Na solucdo metanol/HEPES ndo ocorreu uma variagio
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consideravel nos valores de A, excepto para os conjugados 11c¢ (13 nm), 14a e 14b (8 nm)
onde ocorreu um desvio batocromico. A Figura 1 mostra os espectros normalizados de
absor¢do e de fluorescéncia dos fluordforos 1 e 5 e dos bioconjugados de [-alanina
correspondentes 12¢ e 14b em etanol. O aspecto dos espectros em metanol/HEPES ¢é

semelhante.

Tabela 6. Dados de fluorescéncia dos precursores 1-5 e conjugados 11a-d, 12a-c e 14a,b em
etanol e em metanol/HEPES (80:20).

Etanol Metanol/ HEPES (80:20)
Composto Desvio de Desvio de
Aem (Nm) Dy Aem (M) Py
Stokes (nm) Stokes (nm)

1 461 0,05 82 471 0,01 88

2 463 0,33 72 447 0,32 76

3 459 0,17 79 466 0,02 89

4 461 0,49 84 472 0,30 92

5 460 0,45 95 469 0,45 98
11a 473 0,48 97 474 0,34 101
11b 472 0,56 98 472 0,31 98
11c 471 0,63 96 484 0,28 108
11d 473 0,60 100 470 0,38 100
12a 471 0,43 97 469 0,51 97
12b 471 0,50 98 471 0,53 08
12¢ 470 0,63 99 469 0,43 99
14a 472 0,31 98 477 0,44 103
14b 471 0,71 98 477 0,47 106
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Intensidade normalizada (u.a.)

330 380 430 480 530 580 630

Comprimento de onda (nm)

Figura 1. Espectros normalizados de absorcdo (A) e de fluorescéncia (F) dos precursores 1 e
5, e dos conjugados 12¢ e 14b em etanol (1, Aexe 379 nm; 5, Aexe 365 nm; 12¢, Aexe 375 nm;
14b, hexc 374 nm) (1, linha a preto; 5, linha a cinzento; 12¢, linha tracejada a preto; 14b, linha
tracejada a cinzento).

4.2. Caracterizacao fotofisica dos bioconjugados de oxazole 15 e 16

O estudo fotofisico relativo aos conjugados 15 e 16, e fluoréforos respectivos 6 e 8 foi
efectuado em etanol e metanol/solucdo tampao de HEPES (80:20) e conduziu aos valores
apresentados nas Tabelas 7 e 8 para os diferentes parametros considerados (Amax, Aem, €, desvio
de Stokes e D).

Por comparacdo do comprimento de onda de absor¢do médxima de todos os compostos
nos dois solventes, verifica-se que os valores obtidos sdo iguais (Amax 301-334 nm), (Tabela
7).

Apds a ligacdo dos oxazoles 6 e 8 a B-alanina 10c¢ ocorreu em ambos, etanol e
metanol/HEPES um desvio hipsocrémico no Ama,x que é mais significativo para os compostos

6 e 15 (33 nm; 8 e 16, 3 ou 4 nm, dependendo do solvente).
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Tabela 7. Dados de UV/visivel dos precursores 6 e 8, e conjugados 15 e 16 em etanol e
metanol/HEPES (80:20).

Etanol Metanol/ HEPES (80:20)
Composto
Mmax (NM) log ¢ Amax (MIM) log ¢
6 334 3,67 334 3,60
8 325 3,80 325 3,54
15 301 4,04 301 3,63
16 322 4,01 321 3,80

Os bioconjugados 15 e 16 exibem rendimentos quanticos relativos de fluorescéncia na
solu¢do metanol/HEPES (@ 0,30, 15 e 0,43, 16) superiores aos valores observados em etanol
(@£ 0,19, 15 € 0,20, 16) (Tabela 8).

Os valores de @r dos bioconjugados 15 e 16 sdo superiores aos dos oxazoles
precursores 6 e 8, sendo para o conjugado 15 cerca de 4 e 15 vezes e para o conjugado 16
cerca de 19 e 430 vezes, em etanol e metanol/HEPES, respectivamente. Este resultado mostra
claramente que os oxazoles 6 e 8 sdo reagentes fluorogénicos em ambos os solventes (0
composto 6 é o menos significativo em etanol), sendo o composto 8 excepcionalmente
relevante.

Todos os compostos apresentam uma emissdo maxima na regido 374-424 nm (em
etanol) e 380-452 nm (em metanol/HEPES).

Por comparacdo dos valores de A, dos precursores 6 ¢ 8, e dos bioconjugados 15 e 16
correspondentes, verifica-se que ocorre um desvio batocromico em ambos os casos (excepto
para o conjugado 16 em etanol), sendo mais relevante para o conjugado 16 em
metanol/HEPES (56 nm).

Os desvios de Stokes registados variam de 40 a 130 nm, estando o 2-(bromometil)-8-
metil-6-ox0-6H-benzopirano[6,7-d]oxazole 8 e respectivo conjugado associados aos valores

mais elevados (71-130 nm), em ambos os solventes usados.
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Tabela 8. Dados de fluorescéncia dos precursores 6, 8 e conjugados 15, 16 em etanol e em
metanol/HEPES (80:20).

Etanol Metanol/ HEPES (80:20)
Composto Desvio de Desvio de
Aem (NnmM) Dy Aem (Nm) Dy
Stokes (nm) Stokes (nm)
6 374 0,05 40 380 0,02 46
8 424 0,01 99 396 0,001 71
15 384 0,19 83 385 0,30 84
16 413 0,20 90 452 0,43 130

A Figura 2 mostra os espectros normalizados de absorcdo e de fluorescéncia dos
oxazoles 6 e 8, e dos bioconjugados de B-alanina 15 e 16 em etanol. O aspecto dos espectros

em metanol/HEPES € semelhante.

Fluorescéncia normalizada (u.a.)

300 350 400 450 500 550 600 650

Comprimento de onda (nm)

Figura 2. Espectros normalizados de fluorescéncia dos precursores 6, 8 e dos conjugados 15,
16 em etanol (6, Aexe 334 nm; 8, Aexe 325 nm; 15, Aexe 301 nm; 16, Aexe 322 nm) (6, linha a
preto; 8, linha a cinzento; 15, linha tracejada a preto; 16, linha tracejada a cinzento).

Os neurotransmissores usados como modelos neste trabalho sdo representativos de
aminodcidos alifdticos, os quais ndo absorvem ou emitem significativamente na regido do
UV/visivel, ndo sendo facilmente detectdveis por técnicas de absor¢do e de fluorescéncia. Por

este motivo, a ligacdo a um fluoréforo ou fluorogénio como os oxobenzobenzopiranos 1 e 5§
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ou os oxazoles 6 e 8 apresenta-se como uma excelente abordagem para a melhoria das

propriedades fotofisicas de biomoléculas deste tipo.

5. Estudos de fotoclivagem dos bioconjugados de oxobenzopirano e
oxazole 11a-d, 12a-c, 14a,b, 15 e 16

De forma a avaliar a sensibilidade a radiagdo UV/visivel das ligacdes éster e uretano
estabelecidas entre os aminoacidos neurotransmissores e os fluoréforos heterociclicos 1, 5, 6 €
8, efectuaram-se estudos de clivagem foto-induzida dos bioconjugados 11a-d, 12a-c¢, 14a,b,
15 e 16.

Solucdes dos compostos referidos ( 1,0><10'4 M) em metanol/HEPES foram irradiadas
num reactor Rayonet RPR-100 a 254, 300, 350 € 419 nm.

A reacgdo de fotoclivagem foi monitorizada por HPLC de fase reversa com deteccio
UV. Com base no tracado dos valores médios das dreas dos picos correspondentes a cada
bioconjugado em funcdo do tempo de irradiacdo verificou-se que ocorreu uma diminui¢do
gradual das dreas ao longo do tempo, tendo esta diminui¢do sido detectada até 5 % do valor
inicial.

Efectuou-se o tracado do logaritmo neperiano da drea em funcdo do tempo de
irradiacdo que mostrou tratar-se de uma correlagdo linear, o que sugere uma reaccao de 1*
ordem. Como se tratava de solugdes diluidas, existia uma relacdo linear entre a concentragdo e
a area dos picos, o que permitiu calcular o valor das constantes de velocidade directamente
dos dados das dreas dos picos, tendo sido obtidos valores compreendidos entre 4,8><10'3 e
9,94x10” min"' (11a-d, 12a-c, 14a,b), 8,0x10™ (15) e 6,3x10" (16) min™". Foi aplicado o
método dos minimos quadrados para obter a equacdo da recta que melhor se ajustava aos

dados experimentais, bem como o coeficiente de correlacdo, r (0,7728-0,9980).
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5.1. Estudos de fotoclivagem dos bioconjugados de oxobenzopirano
11a-d, 12a-c e 14a,b

Os resultados obtidos nos estudos de fotoclivagem dos bioconjugados 11a-d, 12a-c e

14a.b nas condig¢des anteriormente referidas sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Tempos de irradiacdo (em min) e constantes de velocidade (><10'2 min'l) para a
fotdlise dos conjugados 11a-d, 12a-c, 14a,b e 17a,b50’51 a diferentes comprimentos de onda
de irradiacdo em solucdo de metanol/HEPES (80:20).

254 nm 300 nm 350 nm 419 nm
Composto
Tempo k Tempo £k Tempo k Tempo £k
11a Z-Gly-OFlu 93 324 144 2,09 60 5,02 - -
11b Z-Ala-OFlu 48 5,45 49 6,17 30 9,94 57 5,36

11c Z-B-Ala-OFlu 52 6,16 592 0,48 438 0,62 -- --
11d Z-GABA-OFlu 52 5,35 45 6,62 39 6,77 245 1,21

12a H-Gly-OFlu ~ - - ~ 469 067 @ - -
12b H-Ala-OFlu - - - 441 066 @ - -
12¢ H-B-Ala-OFlu - - - ~ 370 080 - -
14a Flu-p-Ala-OMe 75 4,10 140 150 140 187 - -
14b  Flu-p-Ala-OH ~ - - - 63 391 - -

17a Z-B-Ala-OBba 418 0,72 957 0,31 513 0,59 -- --
17b Z-GABA-OBba 169 1,75 124 2,51 84 3,78 -- --

Considerando a influéncia do comprimento de onda de irradiacdo na velocidade das
reaccoes de fotoclivagem dos conjugados 1la-d e 14a em solucdo de metanol/HEPES
(80:20), verifica-se que a 300 e 350 nm os tempos de irradiacdo sdo compardveis, € 0S
melhores resultados foram obtidos a 350 nm.

Atendendo a influéncia da estrutura do aminoacido neurotransmissor na velocidade de
fotoclivagem, verifica-se que o conjugado de B-alanina 11c¢ apresenta os tempos de irradiagao
mais elevados a 300 e 350 nm. Pelo contrério, os tempos de irradiagdo para os conjugados de
alanina 11b e GABA 11d foram sempre os menores e muito semelhantes, tendo sido testada
também a fotoclivagem a 419 nm para estes dois compostos. Os valores obtidos mostraram
que para o bioconjugado 11b o tempo de irradiacdo foi cerca de 2 vezes maior (57 min) que o
obtido a 350 nm e para o composto 11d foi 6 vezes maior (245 min). Apesar do aumento

verificado, estes valores indicam que para os conjugados 11b e 11d o comprimento de onda
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de 419 nm continua a representar uma alternativa possivel caso a foto-desprotec¢cdao seja
considerada.

Nesta altura, é possivel efectuar-se a comparacdo dos valores obtidos para os
conjugados de B-alanina e GABA com os fluor6foros de oxobenzo[h]benzopirano 11c¢ e 11d
obtidos neste trabalho e de oxobenzo[f]benzopirano 17a e 17b, publicados anteriormente.’ 051
Estes compostos diferem apenas no modo de fusdo dos anéis da estrutura triciclica do
fluoréforo (Tabela 9, Figura 3). Considerando os resultados obtidos para os bioconjugados
11c.d e 17a,b, verifica-se que, a fotoclivagem de 11c e 11d ocorre com tempos de irradiacio
menores a 300 e 350 nm (até 3 vezes), assim como a 254 nm (até 8 vezes). Nas duas séries, 0s
conjugados de B-alanina estdo associados a clivagens lentas. Estes resultados confirmam que
o novo derivado heterociclico, 4-(clorometil)-6-metoxi-2-0xo-2H-benzo[h]benzopirano 1

apresenta vantagens como grupo protector fotoclividvel quando comparado com os

oxobenzo[f]benzopiranos publicados anteriormente.

0
0 | 0
Ph/\o)kﬂwo
o

17 2 Z-B-Ala-OBba

an=
bn=3 Z-GABA-OBba

Figura 3. Estrutura dos bioconjugados de 2-oxo-2H-benzo[f]benzopirano 17a,b.

No seguimento da avaliacdo da clivagem foto-induzida dos bioconjugados de
oxobenzo[/h]benzopirano, os conjugados possuindo apenas a unidade foto-sensivel ligada ao
aminoécido neurotransmissor 12a-c ¢ 14b foram também irradiados a 350 nm em solucdo de
metanol/HEPES, nas condi¢des referidas anteriormente (Figura 4). Os resultados obtidos
mostram que os tempos de irradiacdo foram superiores para os compostos 12a,b (370-469
min) e inferiores para o conjugado de [-alanina 12¢, relativamente as clivagens dos
conjugados correspondentes possuindo a funcdo amina protegida com o grupo
benziloxicarbonilo (11a-¢). A clivagem do composto 14b foi a mais rdpida; a f-alanina livre
foi obtida em cerca de metade do tempo de irradiacdo necessdrio a sua clivagem na forma de

éster metilico a partir do conjugado 14a (Tabela 9).

54



Apresentacdo e Discussdo dos Resultados

Por comparagdo dos conjugados de B-alanina 11c e 14a, assim como 12¢ e 14b, que
diferem apenas no tipo de ligacdo entre o fluor6foro e o neurotransmissor, verificou-se que a
300 e 350 nm, a ligacdo uretano (14a,b) cliva num intervalo de tempo significativamente

inferior ao da ligacgdo éster (11c, 12c¢).

In A

0 50 100 150 200 250 300 350

Tempo de irradiacao (min)

Figura 4. Tracado do In A versus tempo de irradiacdo para a fotdlise dos conjugados 12a (A),
12b (0), 12¢ (o) e 14b (x) a 350 nm, em metanol/HEPES (80:20).

As reaccoes de fotdlise dos bioconjugados 1la-d, 12a-c e 14a,b e a consequente
obtencdo dos N-benziloxicarbonil-aminodcidos (10a-d), do éster metilico da B-alanina (13a) e
dos residuos livres, como produtos esperados deste processo, foram também monitorizados
por RMN de protdo em solucdes de metanol-d,/D,O (80:20) com concentracdes entre

1,05x107 e 1,47x10* M (Esquema 7).
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0) R 0) R
foto-produtos
Ph/\O)J\NJ&\”/O\Flu — Ph/\O)J\N%‘/OH + relacionados com o
H ”O H S fluoréforo
11a-d 10a-d
ou ou
R R
o h OH foto-produtos
H,N VS Flu v - H,N U +  relacionados com o
o o fluoréforo
12a-c
ou
ou
i i i fot dut
oto-produtos
Flu \O)J\N/\)J\OR — H N/\)J\OR + relacionados com o
H : fluoréforo
14a,b 13a,b
10,11,123”=1,R=H 13,143R=Me
bn=1,R=Me bR=H
cn=2,R=H
dn=3,R=H
Flu = oxobenzobenzopirano
Esquema 7

Ap6s irradiagdo aos comprimentos de onda usuais, surgiu nos espectros de RMN um
conjunto novo de sinais referente aos protdes alifiticos dos residuos de aminoécidos e aos
grupos protectores dos terminais N e C (no caso da clivagem dos conjugados 11a-c e 14a).
Prolongando a irradiag@o por um periodo de tempo varidvel (dependendo do comprimento de
onda de irradiacdo usado e da estrutura do conjugado) os sinais dos aminodcidos da forma
conjugada desapareceram completamente dando lugar a um conjunto de sinais correspondente
aos N-benziloxicarbonil-aminoécidos (Z-Aaa-OH, para 11a-d), éster metilico da B-alanina
(H-B-Ala-OMe, para o 14a) e aos aminodcidos neurotransmissores livres (H-Aaa-OH, para
12a-c e 14b). Estas observacdes confirmam a libertacdo quantitativa dos aminodcidos sem
ocorrer clivagem do grupo protector Z, quando este estd presente, o que € um resultado
interessante considerando que o tipo de ligacdo € igual a ligacdo uretano que o novo grupo
protector fotoclivavel oxobenzobenzopirano 1 estabelece. Para além dos sinais relativos aos
protdes dos aminodcidos, é possivel identificar nos espectros de RMN de 'H, os sinais

resultantes dos subprodutos do fluoréforo.
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A titulo de exemplo as Figuras 5-7 mostram os espectros de RMN de protdo para a
fotdlise a 350 nm dos conjugados de Z-B-alanina 11¢, de B-alanina 12¢ e 14b, em comparagdo
com os espectros da Z-B-alanina e [-alanina livre, respectivamente. Como mencionado
anteriormente, ap0s irradiac@o € visivel um decréscimo dos tripletos referentes aos protdes a-
CH; e B-CH; (6 2,76 e 3,51 ppm, 11¢; 0 3,04 e 3,33 ppm, 12¢; 6 2,60 e 3,48 ppm, 14b), assim
como do singleto do CH; tipo benzilico do fluoréforo (6 5,40 ppm, 11¢; 6 5,62 ppm, 12¢;
5,49 ppm, 14b). Nos trés casos, a B-alanina libertada origina um novo conjunto de sinais,
designadamente o a-CH; (6 a cerca de 2,55 ppm, 11c e 2,70 ppm, 12¢, 14b) e -CH, (J a
cerca de 3,39 ppm, 11c e 3,20 ppm, 12¢, 14b).
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Figura 5. Espectros de RMN de 'H em metanol-d/D,0 (80:20) da fotélise do conjugado Z-p-
Ala-OFlu 11¢ (C = 1,08x102 M) a 350 nm: (a) antes da irradiacdo; (b) apds 40 min. de
irradiacdo; (c) ap6s 155 min. de irradiagdo; (d) ap6s 285 min. de irradiacdo; (e) H-f-Ala-OH.
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Figura 6. Espectros de RMN de 'H em metanol-d,/D,O (80:20) da fotélise do conjugado
H-B-Ala-OFlu 12¢ (C = 1,47x107 M) a 350 nm: (a) antes da irradiacao; (b) ap6s 20 min. de
irradiacdo; (c) ap6s 40 min. de irradiacdo; (d) apds 140 min. de irradiagdo; (e) H-B-Ala-OH.
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Figura 7. Espectros de RMN de 'H em metanol-d,/D,O (80:20) da fotélise do conjugado
Flu-B-Ala-OH 14b (C = 1,05%1072 M) a 350 nm: (a) antes da irradiacdo; (b) apdés 35 min. de
irradiacdo; (c) apdés 60 min. de irradiacdo; (d) apds 90 min. de irradiacdo; (e) H-B-Ala-OH.
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5.2. Estudos de fotoclivagem dos bioconjugados de oxazole 15 e 16

O estudo de clivagem foto-induzida dos conjugados éster de B-alanina — fluoréforos de
oxazole 15 e 16 foi efectuado com radiagdo de 254, 300 e 350 nm, em solucdes de
metanol/HEPES (80:20), tal como descrito anteriormente. As reac¢des de fotoclivagem foram

monitorizadas por HPLC (Esquema 8, Tabela 10).

S SN N
/\)J\ _Flu hv /\)J\ foto—produtos
) N 0 ph” 0 N OH + relacionados
H H com o fluoréforo

15.16 10c

Flu = oxazoles 6 ou 8

Esquema 8

Tabela 10. Tempos de irradiagdo (em min) e constantes de velocidade (><10'1 min'l) para a
fotdlise dos conjugados 15 e 16, a diferentes comprimentos de onda de irradiacdo em solugdo

de metanol/HEPES (80:20).

254 nm 300 nm 350 nm
Composto
Tempo k Tempo k Tempo k
15 4,8 6,30 5.3 5,46 3731 0,008
16 27,8 1,08 37 0,82 - -

Considerando a influéncia do comprimento de onda de irradiacdo na velocidade das
reaccoes de fotdlise dos bioconjugados 15 e 16, verifica-se que a 254 e a 300 nm os tempos de
irradiacdo sdo comparaveis para o conjugado 15, surgindo a 254 nm o melhor resultado para o
conjugado 16.

Atendendo a que o composto 15 clivava rapidamente a 300 nm, decidiu-se estudar o
seu comportamento por irradiacdo a 350 nm. No entanto, o valor obtido foi extremamente

elevado, o que torna a clivagem a este comprimento de onda invidvel do ponto de vista pratico

(Figura 8).
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Figura 8. Tracado In A versus tempo de irradiacdo para a fotdlise dos conjugados 15 (A, a
254 nm; o, a 300 nm) e 16 (O, a 254 nm; %, a 300 nm), numa solu¢do de metanol/HEPES
(80:20).

As estruturas dos bioconjugados 15 e 16, apenas diferem na unidade
fotossensivel. No entanto, verifica-se que a presenca de um segundo anel heterociclico no
fluoréforo (anel de oxopirano) resulta num aumento significativo dos tempos de clivagem
(cerca de 6 vezes a 254 nm e 7 vezes a 300 nm).

O uso de oxazoles como grupos protectores fotoclivdveis ndo foi reportado até ao
momento e os resultados obtidos neste trabalho sdo extremamente positivos.

Atendendo a estes factos e no sentido de entender o comportamento deste tipo de
compostos e de aprofundar os resultados preliminares obtidos serdo efectuados num futuro
proximo mais estudos usando bioconjugados de outros aminodcidos neurotransmissores €

novos fluoréforos poli(hetero)aromaticos de oxazole.
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6. Conclusoes e perspectivas futuras

Ao longo deste trabalho foram sintetizados e caracterizados estruturalmente pelos
métodos habituais dois novos oxobenzobenzopiranos, designadamente o 4-(clorometil)-6-
metoxi-2-oxo-2H-benzo[h]benzopirano 1 com bom rendimento € num passo Unico € O
4-(hidroximetil)-6-metoxi-2-oxo-2H-benzo[h]benzopirano S, através de vérios passos de
modificagdes sintéticas habituais.

Foram também sintetizados dois novos oxazoles funcionalizados, um naftoxazole, o
2-(bromometil)nafto[2,3-d]oxazole 6, num passo Unico e o andlogo bis-heterociclico, o
2-(bromometil)-8-metil-6-ox0-6 H-benzopirano[6,7-d]oxazole 8, a partir do oxobenzopirano 7,
correspondente.

Os compostos poli(hetero)aromaticos 1, 5, 6 e 8, foram usados na sintese eficiente de
conjugados do tipo éster (11a-d, 15 e 16) e uretano (14a,b), por reaccdo nos terminais acido
carboxilico e amina dos aminoédcidos neurotransmissores excitatdrios e inibitorios, tais como
glicina, alanina, [-alanina e 4cido y-aminobutirico, protegidos com o0s grupos
benziloxicarbonilo e éster metilico, ou na forma livre (no caso do 14b).

A caracterizacgdo fotofisica dos bioconjugados foi efectuada em etanol e solucdo de
metanol/tampao HEPES (80:20) e os resultados obtidos sugerem que os 2-oxo-2H-
benzo[h]benzopiranos 1, 5, e os oxazoles 6, 8 sdo fluoréforos ou fluorogénios apropriados
para a derivatizacdo de moléculas ndo-fluorescentes, originando bioconjugados com
rendimentos quanticos de fluorescéncia de moderados a elevados.

Os estudos de clivagem foto-induzida dos bioconjugados fluorescentes de
oxobenzobenzopirano 11a-d, 12a-c e 14a,b, em solucdo de metanol/tampao HEPES (80:20),
a 254, 300 e 350 nm mostraram que a estrutura do neurotransmissor influéncia o tempo de
irradiagdo.

Apesar de ser possivel encontrar um comprimento de onda de irradiacdo adequado
para todos os conjugados de neurotransmissores, os aminodcidos alanina e GABA protegidos
na func¢do amina com o grupo benziloxicarbonilo (Z-Ala-OH e Z-GABA-OH), sdo os que
surgem mais rapidamente em todos os comprimentos de onda testados.

Considerando os tempos de irradiacdo, a fotdlise a 419 nm pode também ser usada
nalguns dos compostos estudados.

De modo a restaurar a actividade biologica como neurotransmissor, conjugados
possuindo apenas o aminodcido ligado ao grupo protector fotossensivel 12a-c¢ (o grupo Z foi

removido nos compostos 11a-c¢ originando os compostos 12a-c), e 14b foram irradiados a 350
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nm, tendo-se verificado que os melhores resultados foram obtidos para a clivagem da
[B-alanina a partir do conjugado uretano.

Os estudos de fotoclivagem com os bioconjugados 15 e 16 dos derivados policiclicos
de oxazoles revelaram que a clivagem pode ser efectuada a 300 nm, com tempos de irradiagdo
curtos, que dependem da estrutura do fluoréforo, sendo o conjugado de naftoxazole 15 o que
cliva mais depressa.

Apesar dos tempos de fotdlise serem varidveis, foi possivel verificar que ocorreu a
clivagem quantitativa de todos os neurotransmissores estudados nas condi¢des reaccionais
usadas. Para além disso, os novos derivados de oxobenzobenzopirano 1 e 5 podem ser
considerados um avanco relativamente aos heterociclos fundidos deste tipo ja publicados. Os
estudos iniciados neste trabalho com compostos de oxazole foram reveladores de uma nova
alternativa no desenvolvimento de novos grupos protectores fotoclivaveis que interessa

explorar num futuro préximo.
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1. Procedimentos gerais

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H foram determinados nos aparelhos
Varian Unity Plus numa frequéncia de 300 MHz para 'H e 75,4 MHz para BC e Bruker
Avance IIT 400 numa frequéncia de 400 MHz para 'H e 100,6 MHz para 3¢, usando o pico
de solvente como referéncia interna, a 25°C. Os solventes deuterados usados foram
cloroféormio (Acros Organics), dimetilsulféxido (DMSO-ds) (Acros Organics), metanol-dy
(Acros Organics) e D,O (Aldrich) com grau de deuteragdo superior a 99,8%. As constantes de
acoplamento sio dadas em Hz. Na atribuicdo dos sinais de 'H e 13C recorreu-se a técnicas de
correlagdo espectrocdpica heteronuclear, bidimensional nomeadamente HMQC e HMBC.

Os espectros de infravermelho foram registados num espectrofotometro BOMEM MB
104. As amostras foram preparadas em pastilhas de KBr 1% ou usadas na forma de filme
liquido.

Os espectros de ultravioleta/visivel (200-700 nm) foram obtidos num espectrofotometro
Shimadzu UV/2501PC.

Os espectros de fluorescéncia foram registados num espectrofluorimetro FluoroMax-4,
em solugdes desgaseificadas por ultra-sons durante 30 minutos.

Os espectros de massa de alta resolu¢cdo foram efectuados no “C.A.C.T.I.- Unidad de
Espectrometria de Masas”, na Universidade de Vigo, Espanha.

Os pontos de fusdo foram determinados num aparelho Stuart SMP3 e niao foram
corrigidos.

Nas cromatografias ‘“secas” utilizou-se Kieselgel Merck 60 (230-400 mesh). As

cromatografias preparativas foram efectuadas em placas Merck de silica gel com 2,0 mm de
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espessura (Fertiplatten Kieselgel 60F,s4) e reveladas no ultravioleta (Ap,x 254 € 365 nm) numa
camara CN-6 de luz ultravioleta.

As andlises por TLC foram efectuadas em placas Merck de silica gel com 0,25 mm de
espessura (Fertigplatten Kieselgel 60F,s4) e os processos de revelagdo usados foram: (i)
ultravioleta (Amax 254 € 365 nm) na camara referida anteriormente; (ii) exposi¢ao a vapores de
iodo; (iii) pulverizagdo com uma solucdo de ninidrina a 0,2% em acetona seguida de
aquecimento a 105 °C.

As fotoclivagens foram efectuadas num reactor fotoquimico Rayonet RPR-100,
equipado com dez lampadas de 254 (35W), 300 (21W), 350 (24W) e 419 (14W) £ 10 nm.

As andlises em HPLC foram efectuadas usando uma coluna Licrospher 100 RP18 (5
pm) num sistema constituido por uma bomba Jasco PU-980, detector de UV/visivel Shimadzu
SPD-GAYV e um registador Shimadzu C-RGA Chromatopac.

Os reagentes utilizados foram produtos p.a. ou para sintese das firmas Sigma-Aldrich,
Fluka, Acros Organics e Senn Chemicals. O cloridrato do éster metilico da B-alanina existia
no laboratorio, tendo sido sintetizado a partir do respectivo aminoécido livre.

Os solventes usados de grau p.a. foram fornecidos pela LabScan, Panreac, Riedel, Vaz

Pereira e Pronalab.
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2. Sintese dos heterociclos de oxobenzopirano 1, 5 e de oxazole 6, 8
2.1. Sintese dos 6-metoxi-2-o0x0-2H-benzo[h]benzopiranos 1 e 5

[1] 4-(Clorometil)-6-metoxi-2-oxo-2H-benzo[h]benzopirano

A uma solu¢do de 4-metoxi-1-naftol (0,501 g, 2,88><1O'3 mol) em &cido sulftrico
aquoso a 70% (3 mL) adicionou-se com agitacdo, a temperatura ambiente, 4-cloroacetoacetato
de etilo (0,6 mL, 4,36><10'3 mol). A mistura reaccional foi mantida nestas condi¢des durante 4
horas. Seguiu-se a reac¢do por TLC (acetato de etilo/n-hexano 6:4).

Deitou-se a mistura sobre gelo, deixando-se agitar durante 2 horas. Recolheu-se o
precipitado verde formado por filtragdo, lavou-se o s6lido com édgua fria e secou-se em estufa
sob vdcuo, a temperatura ambiente durante uma noite.

Ap6s purificagdo por cromatografia “seca” (acetato de etilo/n-hexano, misturas de

polaridade crescente), obteve-se o composto 1 na forma de um sélido verde.

n=45% (0,358 g)

p.f. =180,5-181,9 °C

Rf = 0,69 (acetato de etilo/n-hexano 1:1)

IV (KBr 1%): vmax = 3427, 2934, 2850, 1709, 1601, 1565, 1508, 1476, 1466, 1422,
1388, 1274, 1251, 1175, 1163, 1143, 1110, 1077, 1028, 986, 949, 922, 884, 845, 730 cm’".

'"H RMN (CDCl;, 400 MHz): dy = 4,07 (s, 3H, OCHs), 4,73 (s, 2H, CHy),
6,63 (t, J = 0,8 Hz, 1H, H-3), 6,84 (s, 1H, H-5), 7,64-7,72 (m, 2H, H-8 e H-9), 8,25-8,33
(m, 1H, H-7), 8,49-8,55 (m, 1H, H-10) ppm.

3C RMN (CDCls, 100,6 MHz): dc = 41,92 (CH,), 55,85 (OCH3), 96,02 (C-5), 112,58
(C-4a), 115,27 (C-3), 122,27 (C-7), 122,45 (C-10), 124,03 (C-10a), 127,50 (C-6a), 127,94 (C-
9), 128,55 (C-8), 146,11 (C-10b), 150,10 (C-4), 152,23 (C-6), 160,56 (C-2) ppm.

m/z (EI) Valor obtido: M*, 274,0395. Valor calculado para C15H110335C1: 274,0397.
Valor obtido: M*, 276,0370. Valor calculado para C15H11033 Cl: 276,0367.

68



Parte Experimental

[2] 6-Metoxi-4-metil-2-oxo0-2H-benzo[h]benzopirano

A uma solu¢do de 4-metoxi-1-naftol (0,612 g, 3,5 1x107° mol) em &acido sulfurico
aquoso a 70% (6 mL) adicionou-se com agitacdo, a temperatura ambiente acetoacetato de
etilo (1,4 mL, 1,1><10'2 mol). A mistura reaccional foi mantida nestas condi¢des durante 3
horas. Seguiu-se a reac¢do por TLC (acetato de etilo/n-hexano 4:6).

Deitou-se a mistura sobre gelo, deixando-se agitar durante 2 horas. Recolheu-se o
precipitado rosa formado por filtracdo, lavou-se com 4gua fria e secou-se em estufa sob
vacuo, a temperatura ambiente durante uma noite.

Ap6s purificagdo por cromatografia “seca” (acetato de etilo/n-hexano, misturas de

polaridade crescente), obteve-se o composto 2 na forma de um sélido beje.

n=15% (0,130 g)

p.f.=131,1-133,4°C

Rf = 0,65 (acetato de etilo/n-hexano 1:1)

IV (KBr 1%): vimax = 3417, 2926, 1725, 1610, 1596, 1564, 1506, 1469, 1453, 1429,
1386, 1384, 1272, 1248, 1234, 1208, 1176, 1151, 1110, 1083, 1032, 990, 944, 933, 873, 851,
815 cm™.

'"H RMN (CDCl;, 300 MHz): dy = 2,49 (s, 3H, CH3), 4,04 (s, 3H, OCH3), 6,35
(d, J = 1,2 Hz, 1H, H-3), 6,73 (s, 1H, H-5), 7,70-7,58 (m, 2H, H-8 e H-9), 8,20-8,28 (m, 1H,
H-7), 8,46-8,53 (m, 1H, H-10) ppm.

3C RMN (CDCls, 75,4 MHz): dc = 19,34 (CH3), 55,70 (OCH3), 96,55 (C-5), 114,46
(C-3), 114,94 (C-4a), 122,12 (C-7), 122,37 (C-10), 123,90 (C-10a), 127,22 (C-6a), 127,64
(C-9 ou C-8), 128,04 (C-8 ou C-9), 145,23 (C-10b), 151,93 (C-6), 153,17 (C-4), 161,13 (C-2)
ppm.

m/z (EI) Valor obtido: M*, 240,0791. Valor calculado para C;5H;,0;: 240,0786.
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[3] 6-Hidroxi-4-metil-2-oxo-2H-benzo[k]benzopirano

Na reaccdo anterior, para além do composto 2, isolou-se também o composto 3 na

forma de um soélido esverdeado.

n=12% (0,095 g)

p.f. =289,0-291,5 °C

Rf =0,35 (acetato de etilo/n-hexano 1:1)

IV (KBr 1%): vimax = 3650-3186, 2956, 2925, 2854, 1680, 1598, 1563, 1482, 1422,
1403, 1384, 1372, 1348, 1296, 1274, 1259, 1236, 1206, 1176, 1148, 1094, 1078, 1020, 950,
881, 853, 781, 734, 665 cm’.

'"H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): 8y = 2,49 (s, 3H, CH3), 6,45 (d, J = 1,6 Hz, 1H,
H-3), 7,00 (s, 1H, H-5), 7,63-7,73 (m, 2H, H-8 e H-9), 8,19 (dt, J = 8,4 e 1,6 Hz, 1H, H-7),
8,30 (dt, J=8,0e 1,6 Hz, 1H, H-10), 10,42 (s, 1H, OH) ppm.

BC RMN (DMSO-ds, 100,6 MHz): dc = 12,63 (CHjz), 100,90 (C-5), 114,07 (C-3),
115,40 (C-4a), 121,49 (C-10), 122,45 (C-7), 123,19 (C-10a), 126,32 (C-6a), 127,59 (C-9 ou
C-8), 127,61 (C-8 ou C-9), 143,10 (C-10b), 149,51 (C-6), 153,67 (C-4), 159,88 (C-2) ppm.

m/z (EI) Valor obtido: M*, 226,0633. Valor calculado para C4H;003: 226,0630.

O composto 3 foi convertido no composto 2 por reac¢do de metilacdo nas condigdes

descritas em seguida.

A uma solugdo de 6-hidroxi-4-metil-2-ox0-2H-benzo[h]benzopirano 3 (0,098 g,
4,35x10™ mol) em DMF seca (10 mL) adicionou-se carbonato de potassio (0,064 g,
4,65x10"4 mol) e iodeto de metilo (0,029 mL, 4,59><1O'4 mol), gota-a-gota, com agitacdo. A
mistura reaccional foi refluxada, em atmosfera de azoto, durante 4 horas. Seguiu-se a reac¢do
por TLC (acetato de etilo/n-hexano 4:6).

A mistura reaccional adicionou-se agua (5 mL) e extraiu-se com acetato de etilo

(4x10 mL). A fase organica lavou-se com solu¢do aquosa saturada de cloreto de sddio,
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secou-se (MgSOy anidro) e apds evaporagdo do solvente obteve-se o composto 2, sob a forma
de um sélido castanho escuro (0,072 g, 70%). Os dados espectroscopicos eram compariveis
aos dados obtidos por reaccdo de Pechmann a partir do 4-metoxi-1-naftol, anteriormente

referidos e confirmaram a estrutura esperada.

[4] 6-Metoxi-2-0x0-2H-benzo[h]benzopiran-4-carbaldeido

A uma solucdo de 6-metoxi-4-metil-2-oxo-2H-benzo[h]benzopirano 2, (0,108 g,
4,50><10'4 mol) em clorobenzeno (5 mL) adicionou-se di6xido de selénio (0,299 g, 3,70><10'3
mol) e refluxou-se durante 36 horas. Seguiu-se a reac¢do por TLC (acetato de etilo/n-hexano
6:4).

Filtrou-se a mistura a quente, evaporou-se o solvente e purificou-se por cromatografia
“seca” (acetato de etilo/n-hexano, misturas de polaridade crescente). O composto 4 surgiu

como um solido laranja.

n="79% (0,090 g)

p.f. =222,5-224,8 °C

Rf = 0,69 (cloroférmio/metanol 9,5:0,5)

IV (KBr 1%): vmax = 3430, 3066, 2962, 2926, 2850, 1731, 1712, 1630, 1594, 1561,
1504, 1472, 1450, 1418, 1381, 1272, 1247, 1183, 1138, 1110, 1083, 1028, 985, 928, 893, 867,
855,775 cm’.

'"H RMN (CDCl;, 400 MHz): dy = 4,08 (s, 3H, OCH3), 6,94 (s, 1H, H-5), 7,65-7,72
(m, 2H, H-8 e H-9), 7,89 (s, 1H, H-3), 8,25-8,32 (m, 1H, H-7), 8,48-8,54 (m, 1H, H-10),
10,16 (s, 1H, CHO) ppm.

3C RMN (CDCl;, 100,6 MHz): dc = 55,86 (OCH3), 97,28 (C-3), 110,48 (C-4a),
122,27 (C-10), 122,40 (C-7), 123,51 (C-10a), 125,19 (C-5), 127,62 (C-6a), 127,87 (C-9),
128,92 (C-8), 144,19 (C-10b), 147,09 (C-6), 152,66 (C-4), 160,51 (C-2), 192,13 (CHO) ppm.

m/z (EI) Valor obtido: M*, 254,0589. Valor calculado para C;sH;oO¢: 254,0579.
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Na mesma reaccdo, para além do composto 4, isolou-se também o 4-(hidroximetil)-6-
metoxi-2-oxo-2H-benzo[h]benzopirano 5 na forma de um sélido amarelo claro (0,011 g,
10%). Os dados espectroscopicos sdo compardveis aos obtidos por reaccdo de reducgdo, a

partir do composto 4, e confirmam a estrutura esperada.

[5] 4-(Hidroximetil)-6-metoxi-2-ox0-2H-benzo[h]benzopirano

Dissolveu-se o 6-metoxi-2-0x0-2H-benzo[h]benzopiran-4-carbaldeido 4 (0,098 g,
3,85%10™ mol) em cloroférmio (7 mL) e adicionou-se etanol (15 mL). Arrefeceu-se a solugao
(banho de gelo) e adicionou-se, com agitacdo, gota-a-gota, durante 30 minutos, boroidreto de
sodio (0,016 g, 4,28%10 mol) suspenso em etanol (2 mL). A mistura reaccional manteve-se
nestas condi¢des durante 30 minutos e a temperatura ambiente durante 3 dias. Seguiu-se a
reaccdo por TLC (acetato de etilo/n-hexano 7:3).

Ap6s evaporacdo do solvente purificou-se o residuo por cromatografia “seca” (acetato
de etilo/n-hexano, misturas de polaridade crescente). O composto 5 foi obtido na forma de um

solido amarelo claro.

n=47% (0,046 g)

p.f. =219,1-220,7 °C

Rf = 0,60 (acetato de etilo/n-hexano 7:3)

IV (KBr 1%): vmax = 3410, 2924, 2853, 1707, 1602, 1567, 1506, 1474, 1451, 1422,
1384, 1355, 1315, 1275, 1250, 1143, 1117, 1097, 1061, 987, 950, 856, 762, 736, 666 cm’*

"H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): dy = 4,02 (s, 3H, OCH3), 4,86 (dd, J = 4,2 ¢ 1,2 Hz,
2H, CHy), 5,73 (t, J = 4,2 Hz, 1H, OH), 6,55 (t, J = 1,2 Hz, 1H, H-3), 6,93 (s, 1H, H-5), 7,67-
7,75 (m, 2H, H-8 e H-9), 8,19 (dd, J = 8,0 e 1,5 Hz, 1H, H-7), 8,32 (dd, J = 7,6 e 1,6 Hz, 1H,
H-10) ppm.
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BC RMN (DMSO-dg, 100,6 MHz): dc = 56,01 (OCH3), 59,58 (CH,), 97,12 (C-5),
110,22 (C-3), 112,78 (C-4a), 121,60 (C-10), 121,90 (C-7), 123,03 (C-10a), 126,28 (C-6a),
127,92 (C-9), 128,23 (C-8), 144,17 (C-10b), 151,08 (C-6), 157,37 (C-4), 160,12 (C-2) ppm.

m/z (EI) Valor obtido: M, 256,0745. Valor calculado para C;5H;204: 256,0736.

2.2. Sintese dos oxazoles 6 ¢ 8

[6] 2-(Bromometil)nafto[2,3-d]oxazole
7 8 8a 2 9a o1 Br
>
6 4232 N
5 4 3
A uma mistura de 3-amino-2-naftol (0,300 g, 1,88><1O'3 mol) em 4cido polifosférico
(1,88 g), adicionou-se, com agitacio, a temperatura ambiente, dcido bromoacético (0,262 g,
1,88x107 mol). Aqueceu-se a mistura reaccional a 130 °C (banho de 6leo), mantendo a
agitacdo, durante 4 horas. Seguiu-se a reaccdo por TLC (acetato de etilo/n-hexano 1:1).
Por adicdo de 4gua fria a mistura reaccional precipitou um sélido verde que foi
recolhido por filtragdo e seco em estufa sob vicuo, a temperatura ambiente, durante uma

noite. Apds purificacdo por cromatografia “seca” (acetato de etilo/n-hexano, misturas de

polaridade) obteve-se o composto 6 na forma de um so6lido rosa claro.

n=13% (0,062 g)

p.f.=133,1-133,9 °C

Rf=0,98 (acetato de etilo/n-hexano 1:1)

IV (KBr 1%): vmax = 3395, 3355, 3166, 1659, 1622, 1604, 1590, 1547, 1485, 1455,
1420, 1357, 1250, 1233, 1218, 1158, 1019, 971, 879, 864, 747, 715, 666 cm.

"H RMN (CDCl, 300 MHz): 6y = 4,63 (s, 2H, CH,), 7,48-7,58 (m, 2H, H-6 e H-7),
7,94 (s, 1H, H-9), 7,96 (dd, J = 6,8 e 2,7 Hz, 1H, H-8), 8,01 (dd, J = 6,9 e 2,7 Hz, 1H, H-5),
8,19 (s, 1H, H-4) ppm.

13C RMN (CDCl;, 75,4 MHz): dc = 20,62 (CH,), 106,78 (C-9), 118,17 (C-4), 124,96
(C-7), 125,94 (C-6), 127,95 (C-8), 128,61 (C-5), 131,38 (C-8a), 131,99 (C-4a), 140,81 (C-3a),
149,80 (C-9a), 163,25 (C-2) ppm.

m/z (EI) Valor obtido: M, 260,9786. Valor calculado para C;,HsNO” Br: 260,9789.

Valor obtido: M, 262,9767. Valor calculado para C12H8N081Br: 262,9769.
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[7] 6-Amino-7-hidroxi-4-metil-2-oxo-2H-benzopirano

1 8
0.2 0. 8a OH
7
IR
4 4a 5 6 NH2

A uma suspensdo de 4-aminobenzeno-1,3-diol (0,040 g, 2,48><10'4 mol) em &cido
sulfirico aquoso a 70% (2 mL) adicionou-se, com agitacdo, acetoacetato de etilo (0,1 mL,
7,44x10"4 mol). A mistura reaccional foi mantida nesta condi¢des durante um dia. Seguiu-se a
reaccdo por TLC (acetato de etilo/n-hexano 1:1).

Adicionou-se dgua fria a mistura reaccional e o precipitado cinzento que se formou foi
recolhido por filtracdo e seco em estufa sob vicuo, a temperatura ambiente, durante uma

noite. O composto 7 obteve-se na forma de um sélido branco.

n=99% (0,047 g)

p.f. =243,6-244,2 °C

Rf = 0,88 (acetato de etilo/n-hexano 1:1)

IV (KBr 1%): vmax = 3646, 3390, 3065, 2928, 2623, 1731, 1639, 1622, 1577, 1537,
1515, 1454, 1395, 1370, 1353, 1281, 1251, 1233, 1215, 1174, 1139, 1120, 1060, 976, 929,
892, 854, 745, 708, 686, 666 cm'".

'"H RMN (DMSO-ds, 300 MHz): 6y = 2,32 (d, J = 1,2 Hz, 3H, CHs), 6,15 (d,
J=1,2Hz, 1H, H-3), 6,78 (s, 1H, H-8), 7,24 (s, 1H, H-5) ppm.

BC RMN (DMSO-dg, 75,4 MHz): dc = 18,15 (CHs), 102,21 (C-8), 110,89 (C-3),
111,92 (C-4a), 113,64 (C-5), 125,79 (C-6), 149,92 (C-8a), 151,41 (C-7), 152,98 (C-4), 160,30
(C-2) ppm.

m/z (EI) Valor obtido: M", 191,0589. Valor calculado para C;,HoNOs: 191,0582.

[8] 2-(Bromometil)-8-metil-6-o0xo0-6 H-benzopirano[6,7-d]oxazole

0..6.-0. 4a 3a_Q Br

A uma mistura de 6-amino-7-hidroxi-4-metil-2-oxo-2H-benzopirano 7 (0,100 g,
5,24x10™* mol) em 4cido polifosférico (0,524 g), adicionou-se, com agitago, a temperatura

ambiente, dcido bromoacético (0,109 g, 7,85><10'4 mol). Aqueceu-se a mistura reaccional a
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130 °C (banho de 6leo), mantendo a agita¢do, durante Sh30min. Seguiu-se a reac¢do por TLC
(acetato de etilo/n-hexano 1:1).

Por adicdo de 4gua fria a mistura reaccional precipitou um sélido beje que foi
recolhido por filtracdo e seco em estufa, sob vicuo, a temperatura ambiente, durante uma
noite. Apds purificacdo por cromatografia “seca” (acetato de etilo/n-hexano, misturas de

polaridade crescente), obteve-se o composto 8 na forma de um sélido branco.

n=23% (0,036 g)

p.f. =220,1-221,4 °C

Rf'=0,94 (acetato de etilo/n-hexano 1:1)

IV (KBr 1%): vmax = 3400, 3083, 3029, 2969, 2924, 2854, 1739, 1698, 1635, 1598,
1571, 1470, 1438, 1386, 1349, 1297, 1265, 1227, 1208, 1139, 1055, 1037, 945, 931, 894, 878,
864, 816, 754, 742, 698, 666 cm'.

"H RMN (CDCls, 300 MHz): 4 = 2,53 (d, J = 1,2 Hz, 3H, CH3), 4,60 (s, 2H, CH,),
6,34 (d, J=1,2 Hz, 1H, H-7), 7,52 (s, 1H, H-4), 7,96 (s, 1H, H-9) ppm.

3C RMN (CDCl;, 75,4 MHz): 6c = 19,22 (CH3), 20,03 (CH,), 99,68 (C-4), 114,35
(C-7), 115,78 (C-9), 118,08 (C-8a), 137,98 (C-9a), 152,24 (C-4a), 152,31 (C-8), 152,57
(C-3a), 160,31 (C-6), 162,73 (C-2) ppm.

m/z (EI) Valor obtido: M", 292,9691. Valor calculado para C 12H8N0379Br: 292,9688.

Valor obtido: M*, 294,9679. Valor calculado para C1,HsNO; *'Br: 294,9667.

[9] 2-(Bromometil)benzo[d]oxazol-6-o0l

H0677ao Br
2

15
3a N

4 3

A uma mistura de 4-aminobenzeno-1,3-diol (0,105 g, 6,53><10'4 mol) em 4acido
polifosférico (0,694 ¢g) adicionou-se, com agitacdo, a temperatura ambiente, dcido
bromoacético (0,091 g, 6,53x10™ mol). Aqueceu-se a mistura reaccional a 130 °C (banho de
0leo), durante 4 horas. Seguiu-se a reacc¢ao por TLC (acetato de etilo/n-hexano 8:2).

Adicionou-se 4gua fria a mistura reaccional, extraiu-se a fase organica com
cloroférmio e secou-se (MgSO, anidro). Apds evaporacao do solvente, obteve-se o composto

9 na forma de um soélido castanho.
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n=72% (0,010 g)

p.f.=153,8-154,8 °C

Rf = 0,86 (acetato de etilo/n-hexano 8:2)

IV (KBr 1%): vmax = 3380, 2963, 2926, 2853, 2786, 2693, 2626, 2551, 1627, 1613,
1567, 1490, 1420, 1402, 1326, 1316, 1262, 1235, 1138, 1111, 1023, 980, 949, 887, 856, 840,
803, 703, 666, 634 cm.

"H RMN (CDCls, 400 MHz): oy = 4,56 (s, 2H, CH>), 6,90 (dd, J = 8,6 e 2,0 Hz, 1H,
H-5), 7,03 (d, J=2,0 Hz, 1H, H-7), 7,53 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-4) ppm.

3C RMN (CDCl3, 100,6 MHz): 6¢c = 20,88 (CH,), 97,74 (C-7), 113,83 (C-5), 120,45
(C-4), 134,36 (C-3a), 152,08 (C-7a), 155,68 (C-6), 159,67 (C-2) ppm.

3. Sintese dos bioconjugados de oxobenzopirano e oxazole 11a-d, 12a-
¢, 14a,b,15e 16

3.1. Sintese dos bioconjugados de oxobenzopirano 11a-d, 12a-c e 14a,b

[11a] Ester (6-metoxi-2-0x0-2H-benzo[h]benzopiran-4-il)metilico da
N-(benziloxicarbonil)-glicina, Z-Gly-OFlu

A uma solugdo de 4-(clorometil)-6-metoxi-2-oxo-2H-benzo[h]benzopirano 1
(0,063 ¢, 2,30><10'4 mol) em DMF seca (2 mL), adicionou-se, com agitacdo, a temperatura
ambiente, fluoreto de potdssio (0,040 g, 6,85><10'3 mol) e N-(benziloxicarbonil)-glicina
(Z-Gly-OH) 10a (0,054 ¢, 1,21><10'4 mol). A mistura reaccional foi mantida nestas condi¢des
durante um dia. Seguiu-se a reac¢ao por TLC (acetato de etilo/éter de petroleo 4:6).

Evaporou-se o solvente e purificou-se o residuo por cromatografia “seca” (acetato de
etilo/éter de petréleo, misturas de polaridade crescente). O composto 11a foi obtido na forma

de um soélido amarelo.
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n=53% (0,054 g)

p.f. =173,5-175,1 °C

Rf = 0,48 (acetato de etilo/éter de petrdleo 4:6)

IV (KBr 1%): vmax = 3315, 2925, 1735, 1687, 1600, 1538, 1475, 1455, 1422, 1386,
1291, 1197, 1110, 1085, 1060, 989, 750 cm’".

"H RMN (CDCls, 400 MHz): dy = 4,04 (s, 3H, OCH3), 4,16 (d, J = 6,0 Hz, 2H, CH,
Gly), 5,16 (s, 2H, CH; Z), 5,34 (s alargado, 1H, a-NH Gly), 5,43 (s, 2H, CH»), 6,56 (s, 1H,
H-3), 6,61 (s, 1H, H-5), 7,28-7,40 (m, 5SH, 5 x Ar-H Z), 7,64-7,72 (m, 2H, H-8 e H-9),
8,25-8,30 (m, 1H, H-7), 8,48-8,54 (m, 1H, H-10) ppm.

C RMN (CDCls, 100,6 MHz): ¢ = 42,80 (CH, Gly), 55,90 (OCH3), 62,37 (CH,),
67,35 (CH, Z2), 95,17 (C-5), 112,05 (C-4a), 112,95 (C-3), 122,27 (C-7), 122,41 (C-10), 123,97
(C-10a), 127,41 (C-6a), 127,99 (C-9 e Ar-C), 128,15 (Ar-C), 128,28 (Ar-C), 128,52 (Ar-C),
128,55 (C-8 e Ar-C), 135,99 (Ar-C), 145,79 (C-10b), 148,86 (C-4), 152,38 (C-6), 156,32
(C=0 uretano), 160,55 (C-2), 169,47 (C=0 éster) ppm.

m/z (EI) Valor obtido: M, 448,13908. Valor calculado para CpsH2oNO7: 448,14095.

[11b] Ester (6-metoxi-2-o0x0-2H-benzo[h]benzopiran-4-il)metilico da
N-(benziloxicarbonil)-L-alanina, Z-Ala-OFlu

Partiu-se de 4-(clorometil)-6-metoxi-2-oxo-2H-benzo[h]benzopirano 1 (0,070 g,
2,55%10™ mol), usou-se DMF seca (3 mL), fluoreto de potéssio (0,045 g, 7,75x10™ mol) e N-
(benziloxicarbonil)-L-alanina (Z-Ala-OH) 10b (0,058 g, 2,59x10 mol), e procedeu-se de um
modo semelhante ao descrito na preparacao do conjugado 11a. Tempo de reac¢do um dia.

Isolou-se o composto 11b na forma de um sélido amarelo.

n=386% (0,101 g)
p.f. =153,3-154,7 °C
Rf =0,87 (acetato de etilo/n-hexano 1:1)
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IV (KBr 1%): vmax = 3312, 2928, 1758, 1714, 1598, 1566, 1551, 1506, 1473, 1455,
1422, 1387, 1345, 1311, 1276, 1252, 1211, 1178, 1161, 1116, 1085, 1073, 1030, 986, 959,
856, 815 cm’™!

'"H RMN (CDCls, 400 MHz): 8y = 1,53 (d, J = 7,2 Hz, 3H, p-CHj3 Ala), 4,00 (s, 3H,
OCH3), 4,49-4,59 (m, 1H, o-CH Ala), 5,07-5,17 (m, 2H, CH; Z), 5,28-5,47 (m, 3H, CH; e
a-NH Ala), 6,52 (s, 1H, H-3), 6,53 (s, 1H, H-5), 7,25-7,40 (m, 5H, 5 x Ar-H Z), 7,60-7,70
(m, 2H, H-8 e H-9), 8,23 (d, / =9,2 Hz, 1H, H-7), 8,45 (d, J/ = 9,2 Hz, 1H, H-10) ppm.

3C RMN (CDCls, 100,6 MHz): dc = 18,23 (B-CH; Ala), 49,77 (a-CH Ala), 55,79
(OCH3), 62,36 (CHy), 67,09 (CH; Z), 95,11 (C-5), 111,98 (C-4a), 112,78 (C-3), 122,21
(C-10), 122,27 (C-7), 123,83 (C-10a), 127,27 (C-6a), 127,88 (C-9 e Ar-C), 128,09 (Ar-C),
128,18 (C-8 e Ar-C), 128,40 (Ar-C), 128,48 (Ar-C), 136,02 (Ar-C), 145,59 (C-10b), 148,94
(C-4), 152,20 (C-6), 155,67 (C=0 uretano), 160,47 (C-2), 172,37 (C=0 éster) ppm.

m/z (EI) Valor obtido: M", 462,15473. Valor calculado para CysHo4NO7: 462,15467.

[11c] Ester (6-metoxi-2-0x0-2H-benzo[h]benzopiran-4-il)metilico da
N-(benziloxicarbonil)-f-alanina, Z-p-Ala-OFlu

Partiu-se de 4-(clorometil)-6-metoxi-2-oxo-2H-benzo[h]benzopirano 1 (0,087 g,
3,16x10™ mol), usou-se DMF seca (2 mL), fluoreto de potéssio (0,055 g, 9,49x10™ mol) e N-
(benziloxicarbonil)-B-alanina (Z-B-Ala-OH) 10¢, (0,074 g, 3,29><10'4 mol), e procedeu-se de
um modo semelhante ao descrito na preparacio do conjugado 11a. Tempo de reaccdo 3 dias.

Isolou-se o composto 11¢ na forma de um sélido amarelo.

n="70% (0,099 g)

p.f.=119,9-122,6 °C

Rf = 0,64 (acetato de etilo/n-hexano 1:1)

IV (KBr 1%): vmax = 3346, 2936, 1721, 1643, 1614, 1599, 1565, 1529, 1507, 1474,
1455, 1422, 1385, 1312, 1274, 1249, 1170, 1143, 1112, 1087, 1029, 989, 951, 860, 770 cm’".
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'"H RMN (CDCl;, 300 MHz): oy = 2,74 (t, J = 6,0 Hz, 2H, a-CH, B-Ala), 3,56
(q, J = 6,0 Hz, 2H, B-CH; B-Ala), 3,94 (s, 3H, OCH3), 5,10 (s, 2H, CH;, Z), 5,26 (s, 2H, CH,),
5,41 (s alargado, 1H, NH B-Ala), 6,44 (s, 1H, H-3), 6,46 (s, 1H, H-5), 7,24-7,38 (m, SH, 5 x
Ar-H Z), 7,56-7,66 (m, 2H, H-8 e H-9), 8,12-8,20, (m, 1H, H-7), 8,34-8,42 (m, 1H, H-10)
ppm.

3C RMN (CDCls, 75,4 MHz): dc = 34,34 (a-CH, B-Ala), 36,46 (B-CH, B-Ala), 55,68
(OCH3), 61,55 (CH,), 66,71 (CH, Z), 94,90 (C-5), 111,85 (C-4a), 112,25 (C-3), 122,11 (C-7 e
C-10), 123,66 (C-10a), 127,09 (C-6a), 127,77 (Ar-C), 128,00 (C-9), 128,05 (C-8), 128,27
(2 x Ar-C), 128,41 (2 x Ar-C), 136,26 (Ar-C), 145,36 (C-10b), 149,20 (C-4), 152,02 (C-6),
156,23 (C=0 uretano), 160,45 (C-2), 171,42 (C=0 éster) ppm.

m/z (EI) Valor obtido: M, 462,15473. Valor calculado para CrcH24NO7: 462,15600.

[11d] N-(Benziloxicarbonil)-y-butanoato de (6-metoxi-2-oxo-2H-
benzo[h]benzopiran-4-il)metilico, Z-GABA-OFlu

Partiu-se de 4-(clorometil)-6-metoxi-2-oxo-2H-benzo[h]benzopirano 1 (0,097 g,
3,55%10™ mol), usou-se DMF seca (3 mL), fluoreto de potassio (0,065 g, 1,12><10'3 mol) e
dcido N-(benziloxicarbonil)-y-butirico (Z-GABA-OH) 10d (0,087g, 3,67><10'4 mol), e
procedeu-se de um modo semelhante ao descrito na preparacdo do conjugado 11a. Tempo de
reaccdo 3 dias.

Isolou-se o composto 11d na forma de um sé6lido amarelo.

n=56% (0,095 g)

p.f. =144,5-146,4 °C

Rf=0,74 (acetato de etilo/éter de petrédleo 1:1)

IV (KBr 1%): vmax = 3310, 2927, 1737, 1715, 1692, 1652, 1565, 1556, 1505, 1455,
1385, 1321, 1266, 1249, 1174, 1137, 1110, 1083, 1030, 945, 828, 772, 737, 665 cm™".

'H RMN (CDCl;, 400 MHz): 6y = 1,84-2,0 (m, 2H, B-CH, GABA), 2,56
(t, J =7,2 Hz, 2H, a-CH, GABA), 3,30 e 3,33 (2 x d, J = 6,4 ¢ 6,8 Hz, 2H, y-CH, GABA),
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4,01 (s, 3H, OCHs), 4,96 (s alargado, 1H, NH GABA), 5,10 (s, 2H, CH, Z), 5,34 (s, 2H,
CH,), 6,55 (s, 1H, H-3), 6,58 (s, 1H, H-5), 7,28-7,38 (m, 5SH, 5 x Ar-H Z), 7,62-7,70 (m, 2H,
H-8 e H-9), 8,26 (d, / =9,2 Hz, 1H, H-7), 8,49 (d, J =9,6 Hz, 1H, H-10) ppm.

3C RMN (CDCl3, 100,6 MHz): dc = 25,17 (B-CH, GABA), 31,16 (a-CH, GABA),
40,22 (y-CH, GABA), 55,85 (OCHs3), 61,51 (CHy), 66,72 (CH, Z), 95,15 (C-5), 112,08
(C-4a), 112,36 (C-3), 122,22 (C-7), 122,34 (C-10), 123,92 (C-10a), 127,31 (C-6a), 127,91
(Ar-C), 128,05 (Ar-C), 128,09 (C-9 e Ar-C), 128,40 (Ar-C), 128,47 (C-8 e Ar-C), 136,41
(Ar-C), 145,63 (C-10b), 149,58 (C-4), 152,24 (C-6), 156,45 (C=0 uretano), 160,68 (C-2),
172,36 (C=0 éster) ppm.

m/z (EI) Valor obtido: M*, 476,1704. Valor calculado para C»7H,6NO7: 476,1717.

[12a] Bromidrato do éster (6-metoxi-2-0x0-2H-benzo[h]benzopiran-4-il)metilico

da glicina, H-Gly-OFlu

Adicionou-se, com agitacdo, a temperatura ambiente, uma solu¢do de dacido
bromidrico em é4cido acético a 45% (20 pL) e dcido acético glacial (1 mL) ao Z-Gly-OFlu 11a
(0,025 g, 5,59><10'5 mol). A mistura reaccional foi mantida nestas condi¢des durante tés dias e
o processo foi seguido por TLC (acetato de etilo/n-hexano 6:4). Durante este tempo foi
adicionada mais solucdo de acido bromidrico em acido acético em pequenas fracgdes até ao
volume total de 110 pL.

Por adicao de éter dietilico (0,5 mL) & mistura reaccional formou-se um precipitado
que se filtrou e lavou com o mesmo solvente. O composto 12a surgiu na forma de um sélido

amarelo claro.

n=18% (0,004 g)
p.f. =194,8-195,9 °C
Rf = 0,54 (acetato de etilo/metanol 4:3)
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IV (KBr 1%): vmax = 3515, 3414, 2992, 2926, 2719, 2651, 1729, 1596, 1567, 1505,
1475, 1453, 1423, 1387, 1317, 1276, 1253, 1172, 1143, 1111, 1086, 1061, 985, 963, 923, 871,
840, 733, 666 cm’".

'"H RMN (CD;0D, 400 MHz): dy = 4,13 (s, 5H, a-CH, Gly e OCH3), 5,74 (s, 2H,
CHo,), 6,66 (s, 1H, H-3), 6,95 (s, 1H, H-5), 7,70-7,80 (m, 2H, H-8 e H-9), 8,31-8,37 (m, 1H,
H-7), 8,46-8,51 (m, 1H, H-10) ppm.

3C RMN (CD;OD, 100,6 MHz): dc = 41,07 (a-CH, Gly), 56,60 (OCH3), 64,28
(CHp), 97,09 (C-5), 113,03 (C-3), 113,72 (C-4a), 122,94 (C-10), 123,45 (C-7), 125,08
(C-10a), 128,82 (C-6a), 129,23 (C-9), 129,73 (C-8), 146,65 (C-10b), 151,92 (C-4), 153,84
(C-6), 162,66 (C-2), 168,32 (C=0 éster) ppm.

m/z (EI) Valor obtido: M™, 313,09504. Valor calculado para C;7H;5NOs: 313,09505.

[12b] Bromidrato do éster (6-metoxi-2-oxo-2H-benzo[/]benzopiran-4-il)metilico
da L-alanina, H-Ala-OFlu

Partiu-se do Z-Ala-OFlu 11b (0,035 g, 7,59><10'5 mol), usou-se uma solucdo de acido
bromidrico em acido acético a 45% (130 pL, volume total) e procedeu-se de modo semelhante
ao descrito na remoc¢do do grupo N-benziloxicarbonilo do conjugado 1la. Isolou-se o

composto 12b na forma de um sélido amarelo claro.

n="71% (0,022 g)

p.f. = 198,2-198,8 °C

Rf = 0,74 (acetato de etilo/metanol 4:3)

IV (KBr, 1%): vimax = 3426, 2924, 1727, 1698, 1638, 1613, 1597, 1566, 1505, 1474,
1453, 1423, 1386, 1315, 1274, 1249, 1204, 1176, 1145, 1111, 1085, 1031, 987, 960, 857, 815,
787,733, 666 cm™.
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"H RMN (CD;0D, 400 MHz): 6y = 1,70 (d, J = 7,2 Hz, 3H, B-CHs Ala), 4,11 (s, 3H,
OCHy), 4,40-4,50 (m, 1H, a-CH Ala), 5,70 (s, 2H, CH»), 6,61 (s, 1H, H-3), 6,90 (s, 1H, H-5),
7,70-7,78 (m, 2H, H-8 e H-9), 8,28-8,34 (m, 1H, H-7), 8,42-8,47 (m, 1H, H-10) ppm.

13C RMN (CD;0D, 100,6 MHz): dc = 16,29 (B-CH; Ala), 49,90 (0-CH Ala), 56,90
(OCH3), 64,53 (CHy), 97,06 (C-5), 113,14 (C-3), 113,68 (C-4a), 122,91 (C-10), 123,44 (C-7),
125,01 (C-10a), 128,77 (C-6a), 129,22 (C-9), 129,72 (C-8), 146,62 (C-10b), 151,80 (C-4),
153,78 (C-6), 162,59 (C-2), 170,67 (C=0 éster) ppm.

m/z (EI) Valor obtido: M™, 327,11072. Valor calculado para C;gH;7NOs: 327,11071.

[12¢] Bromidrato do éster (6-metoxi-2-oxo-2H-benzo[/]benzopiran-4-il)metilico
da p-alanina, H-p-Ala-OFlu

Partiu-se do Z-fB-Ala-OFlu 11c¢ (0,040 g, 8,67x107 mol), usou-se uma solucao de
acido bromidrico em 4cido acético a 45% (60 puL, volume total) e procedeu-se de modo
semelhante ao descrito na remog¢ao do grupo N-benziloxicarbonilo do conjugado 11a. Isolou-

se o composto 12¢ na forma de um sélido amarelo claro.

n=45% (0,016 g)

p.f. =204,3-205,4 °C

Rf =0,26 (acetato de etilo/metanol 4:3)

IV (KBr 1%): vmax = 3437, 3010, 2923, 1741, 1699, 1631, 1607, 1592, 1565, 1504,
1473, 1444, 1422,1383, 1336, 1312, 1275, 1251, 1197, 1172, 1150, 1114, 1088, 1032, 1017,
992, 959, 927, 877, 729, 666 cm'".

'"H RMN (CD;OD, 400 MHz): dy = 3,02 (t, J = 6,4 Hz, 2H, a-CH, B-Ala),
3,30-3,40 (m, 2H, B-CH, B-Ala), 4,08 (s, 3H, OCH3), 5,58 (s, 2H, CH»), 6,57 (s, 1H, H-3),
6,85 (s, 1H, H-5), 7,66-7,77 (m, 2H, H-8 e H-9), 8,23-8,30 (m, 1H, H-7), 8,37-8,45 (m, 1H,
H-10) ppm.
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3C RMN (CD;OD, 100,6 MHz): dc = 32,20 (a-CH, B-Ala), 36,33 (B-CH, B-Ala),
56,55 (OCH3), 63,42 (CH,), 97,02 (C-5), 112,81 (C-3), 113,77 (C-4a), 122,88 (C-10), 123,41
(C-7), 124,97 (C-10a), 128,69 (C-6a), 129,15 (C-9), 129,05 (C-8), 146,49 (C-10b), 152,49
(C-4), 153,69 (C-6), 162,71 (C-2), 171,59 (C=0 éster) ppm.

m/z (EI) Valor obtido: M", 327,11071. Valor calculado para C;gH;7NOs: 327,11071.

[14a] Ester metilico da N-[(6-metoxi-2-0x0-2H-benzo[h]benzopiran-4-il)metiloxi-

carbonil-p-alanina, Flu-p-Ala-OMe

A uma solucdo de CDI (0,059 g, 3,61x10™ mol) em DMF seca (1 mL) adicionou-se,
gota-a-gota, com agitacdo, a temperatura ambiente, o 4-(hidroximetil)-6-metoxi-2-oxo-2H-
benzo[h]benzopirano 5 (0,060 g, 2,43x10™ mol) dissolvido em DMF seca (3 mL). A mistura
reaccional foi mantida nestas condi¢des durante trés horas. Adicionou-se o cloridrato do éster
metilico da B-alanina 13a (0,025 g, 2,44><10'4 mol) e manteve-se nas mesmas condi¢des
durante 12 horas. Seguiu-se a reac¢@o por TLC (cloroférmio/metanol 9,5:0,5).

Evaporou-se o solvente e purificou-se por cromatografia “seca” (cloroférmio/metanol,
misturas de polaridade crescente). Isolou-se o composto 14a na forma de um sélido amarelo

claro.

n=42% (0,038 g)

p.f.=175,7-177,9 °C

Rf'=0,75 (cloroférmio/metanol 9,5:0,5)

IV (KBr 1%): vmax = 3324, 3081, 2925, 2854, 1739, 1711, 1612, 1598, 1562, 1554,
1505, 1474, 1451, 1420, 1382, 1324, 1312, 1252, 1197, 1174, 1145, 1110, 1083, 1052, 1016,
986, 952, 890, 876, 811, 734 cm’.

"H RMN (CDCl;3, 300 MHz): dy = 2,62 (t, J = 5,7 Hz, 2H, a-CH, p-Ala), 3,50-3,62
(m, 2H, B-CH, B-Ala), 3,74 (s, 3H, OCH3 B-Ala), 4,04 (s, 3H, OCH3), 5,38 (s, 2H, CHy), 5,59
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(t, J = 5,7 Hz, 1H, NH B-Ala), 6,56 (s, 1H, H-3), 6,65 (s, 1H, H-5), 7,64-7,72 (m, 2H, H-8 e
H-9), 8,24-8,32 (m, 1H, H-7), 8,48-8,56 (m, 1H, H-10) ppm.

3C RMN (CDCls, 75,4 MHz): dc = 34,02 (a-CH, B-Ala), 36,74 (B-CH, B-Ala), 51,9
(OCHj; B-Ala), 55,87 (OCH3), 62,01 (CHy), 95,29 (C-5), 112,10 (C-4a), 112,21 (C-3), 122,22
(C-10), 122,40 (C-7), 123,97 (C-10a), 127,31 (C-6a), 127,88 (C-9), 128,37 (C-8), 145,63
(C-10b), 150,52 (C-4), 152,24 (C-6), 155,27 (C=0O uretano), 160,90 (C-2), 172,68 (C=0
éster).

m/z (EI) Valor obtido: M™, 386,12343. Valor calculado para CpoH2oNO7: 386,12455.

[14b] N-[(6-Metoxi-2-0x0-2H-benzo[h]benzopiran-4-il)metiloxicarbonil]-f-
alanina, Flu-p-Ala-OH

Partiu-se da CDI (0,046 g, 2,84><10'4 mol) em DMF seca (1 mL), usou-se 4-
(hidroximetil)-6-metoxi-2-oxo-2H-benzo[h]benzopirano 5 (0,020 g, 7,93%10™ mol) em DMF
seca (1 mL) e B-alanina 13b (0,014 g, 1,59x10™ mol), e procedeu-se de um modo semelhante
ao descrito na preparacdo do conjugado 14a. O tempo de reaccdo foi de um dia antes e apds a
adicdo de H-B-Ala-OH. TLC (acetato de etilo).

Evaporou-se o solvente, dissolveu-se o residuo em metanol e filtrou-se o sélido branco
que se formou. A solucio em metanol foi evaporada e purificada por cromatografia
preparativa (acetato de etilo/metanol 9:1). Isolou-se o composto 14b na forma de um sélido

amarelo claro.

n=282% (0,024 g)

p.f. =224,9-225.9 °C

Rf=0,61 (acetato de etilo/metanol 8:2)

IV (KBr 1%): vmax = 3269, 3081, 2991, 2933, 2972, 1741, 1714, 1690, 1613, 1572,
1505, 1476, 1461, 1426, 1386, 1305, 1274, 1197, 1180, 1147, 1114, 1085, 1046, 992, 956,
888, 844, 770, 738, 666 cm’".
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"H RMN (DMSO-dg, 400 MHz): 8y = 2,43 (t, J = 6,8 Hz, 2H, a-CH, B-Ala), 3,20-
3,30 (m, 2H, B-CH, B-Ala), 4,05 (s, 3H, OCH3), 5,44 (s, 2H, CH,), 6,50 (s, 1H, H-3), 7,00 (s,
1H, H-5), 7,66 (t, J = 5,2 Hz, 1H, NH B-Ala), 7,71-7,79 (m, 2H, H-8 e H-9), 8,20-8,26 (m,
1H, H-7), 8,33-8,38 (m, 1H, H-10) ppm.

3C RMN (DMSO-dg, 100,6 MHz): dc = 34,07 (a-CH, B-Ala), 36,66 (B-CH, B-Ala),
56,11 (OCH3), 61,44 (CH,), 97,36 (C-5), 111,25 (C-3), 112,50 (C-4a), 121,70 (C-10), 122,00
(C-7), 123,04 (C-10a), 126,46 (C-6a), 128,15 (C-9), 128,57 (C-8), 144,51 (C-10b), 151,27
(C-6), 152,44 (C-4), 155,31 (C=0 uretano), 159,76 (C-2), 172,72 (CO,H) ppm.

m/z (EI) Valor obtido: M", 339,11072. Valor calculado para C;oH;7NO7: 339,11071.

3.2 Sintese dos bioconjugados de oxazole 15 e 16

[15] Ester (nafto[2,3-d]oxazol-2-il)metilico da N-(benziloxicarbonil)-B-alanina
0-92 a 7
0 E o o/\2<\ 6
3N 3a 4a
4 5

Partiu-se de 2-(bromometil)nafto[2,3-dJoxazole 6 (0,031 g, 1,20x10™ mol), usou-se

DMF seca (2 mL), fluoreto de potéssio (0,021 g, 3,61><10'4 mol) e N-(benziloxicarbonil)-f-
alanina 10c (0,028 g, 1,20><10'4 mol), e procedeu-se de um modo semelhante ao descrito na
preparagdo do conjugado 11a. Tempo de reaccdo 5 horas. TLC (acetato de etilo/n-hexano

1:1). Apés purificacdo por cromatografia “seca” (acetato de etilo) isolou-se o composto 15 na

forma de um sélido amarelo.

n=90% (0,044 g)

p.f. =105,6-106,9 °C

Rf =0,92 (acetato de etilo/n-hexano 1:1)

IV (KBr 1%): vmax = 3305, 3066, 2958, 2921, 2850, 1750, 1724, 1715, 1638, 1620,
1577, 1546, 1506, 1457, 1426, 1409, 1382, 1366, 1278, 1254, 1245, 1231, 1202, 1179, 1165,
1140, 1080, 1046, 1025, 971, 911, 888, 869, 778, 751, 697 cm’".

"H RMN (CDCls, 300 MHz): 8y = 2,76 (t, J = 5,7 Hz, 2H, a-CH, B-Ala), 3,55-3,75
(m, 2H, B-CH,; B-Ala), 5,15 (s, 2H, CH; Z), 5,45 (s, 2H, CH,), 6,15 (s alargado, 1H, NH j-
Ala), 7,30-7,42 (m, 5H, 5xAr-H Z), 7,43-7,60 (m, 2H, H-6 e H-7), 7,80-8,00 (m, 3H, H-9, H-
8 e H-5), 8,07 (s, 1H, H-4) ppm.
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3C RMN (CDCls, 75,4 MHz): dc = 34,74 (a-CH, B-Ala), 36,80 (B-CH, B-Ala), 58,18
(CHy), 66,78 (CH, Z), 106,73 (C-9), 117,03 (C-4), 124,86 (C-7), 125,80 (C-6), 127,60 (Ar-C),
127,90 (Ar-C), 128,06 (Ar-C), 128,11 (C-8), 128,24 (Ar-C), 128,53 (Ar-C), 128,61 (C-5),
131,28 (C-8a), 131,68 (C-4a), 136,47 (Ar-C), 140,06 (C-3a), 149,48 (C-9a), 156,53 (C=0
uretano), 162,94 (C-2), 171,34 (C=0 éster) ppm.

m/z (ESI) Valor obtido: M'+1, 405,1445. Valor calculado para CyHyN,Os:
405,1444.

[16] Ester (8-metil-6-0x0-6H-benzopirano[6,7-d]oxazol-2-il)metilico da

N-(benziloxicarbonil)-f-alanina.

Partiu-se de 2-(bromometil)-8-metil-6-oxo0-6H-benzopirano[6,7-d]oxazole 8 (0,030 g,
1,02><10'4 mol), usou-se DMF seca (2 mL), fluoreto de potéssio (0,018 g, 3,07><10'3 mol) e N-
(benziloxicarbonil)-B-alanina 10c¢ (0,024 g, 1,02><10'4 mol), e procedeu-se de um modo
semelhante ao descrito na preparacdo do conjugado 11a. Tempo de reac¢do 5 horas. TLC
(acetato de etilo/n-hexano 1:1). Apds purificagdo por cromatografia “seca” (acetato de etilo),

isolou-se o composto 16 na forma de um sé6lido amarelo.

n=95% (0,042 g)
p.f.=114,6-115,4 °C

Rf = 0,89 (acetato de etilo/n-hexano 1:1)

IV (KBr 1%): vimax = 3366, 3060, 3047, 2958, 2927, 2852, 1742, 1716, 1691, 1631,
1600, 1576, 1535, 1498, 1455, 1441, 1418, 1394, 1347, 1324, 1311, 1289, 1261, 1211, 1166,
1133, 1081, 1069, 1030, 1013, 975, 938, 920, 894, 884, 816, 784, 739, 666 cm".

"H RMN (CDCls, 400 MHz): 8y = 2,40 (s, 3H, CHs), 2,74 (t, J = 6,0 Hz, 2H, o-CH,
B-Ala), 3,58-3,63 (m, 2H, B-CH, B-Ala), 5,13 (s, 2H, CH, Z), 5,41 (s, 2H, CH,), 5,82
(s alargado, 1H, NH B-Ala), 6,31 (d, J = 0,8 Hz, 1H, H-7), 7,25-7,40 (m, 5SH, 5xAr-H Z), 7,50
(s, 1H, H-4), 7,89 (s, 1H, H-9) ppm.

13C RMN (CDCl3, 100,6 MHz): 6¢c = 19,08 (CHz), 34,55 (a-CH, B-Ala), 36,72 (B-CH,
B-Ala), 57,91 (CH,), 66,72 (CH, Z), 99,66 (C-4), 11427 (C-7), 115,60 (C-9), 117,94
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(C-8a), 127,91 (Ar-C), 128,12 (Ar-C), 128,30 (Ar-C), 128,55 (Ar-C), 136,42 (Ar-C), 137,42
(C-9a), 151,98 (C-4a), 152,26 (C-8), 152,39 (C-3a), 156,40 (C=0 uretano), 160,37 (C-6),
162,29 (C-2), 171,30 (C=0 éster) ppm.

m/z (ESI) Valor obtido: M™+1, 437,1343. Valor calculado para Cy3H21N,O7:
437,1353.

4. Caracterizacao fotofisica dos bioconjugados de oxobenzopirano e
oxazole 11a-d, 12a-c, 14a,b, 15 e 16

4.1. Procedimento geral

As medic¢des fluorimétricas foram realizadas com solucdes desgaseificadas dos
compostos sintetizados 1-6, 8, 11a-d, 12a-c, 14a,b, 15 e 16, de concentracao 1x10° M em
etanol e com uma solugdo etandlica do composto padrdo, o 9,10-difenilantraceno (Dr, =
0,95),72 de concentragdo da mesma ordem de grandeza.

A fluorescéncia foi medida, num angulo de 90° em relacdo a radiacdo incidente de
excitacdo, em células de quartzo. O comprimento de onda de excitacdo foi o comprimento de
onda de absor¢cdo méaxima, para cada composto. O padrao foi excitado no comprimento de
onda de absor¢cdo mdxima de cada composto. Apds o tracado do espectro de fluorescéncia
determinou-se a respectiva area abaixo da curva e utilizou-se a expressdo seguinte para o

cédlculo do rendimento quantico relativo de fluorescéncia dos compostos em estudo (DPreomp):

D

Fcomp __

P

2
ApxF Xn,

comp

2
Fp Acomp X F P X ncomp

onde A, e Acomp 530 as absorvancias das solugdes nos comprimentos de onda de excitagdo do
padrao e do composto em estudo, respectivamente, € F, € F.,,, sd0 as dreas abaixo da curva
de fluorescéncia do padrdo e do composto em estudo. Os termos n, € neonp representam o
valor do indice de refraccdo do solvente das solugdes do padrio e do composto,
respectivamente.

Foram também efectuadas medi¢des fluorimétricas dos compostos 1-7, 8, 1la-d,
12a-c, 14a,b, 15 e 16 e do padrio, 9,10-difenilantraceno de concentragdo 1x10° M em
solucdes desgaseificadas de metanol/tampao HEPES (80:20).

Usando a expressdo anteriormente referida determinou-se o @, em metanol/HEPES
(80:20) (considerando o @, em etanol como referéncia) e usou-se esse valor na determinagao

do rendimento quantico relativo de fluorescéncia dos compostos em estudo.
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5. Estudos de fotoclivagem dos bioncojugados de oxobenzopirano e
oxazole 11a-d, 12a-c, 14a,b, 15 e 16

5.1. Método geral de fotoclivagem

As solugdes dos compostos 11a-d, 12a-c, 14a.b, 15 e 16 de concentracio 1x10* M em
metanol/tampao HEPES (80:20) (5 mL) foram irradiadas em tubos de quartzo num reactor
Rayonet RPR-100 nos comprimentos de onda e durante os tempos referidos no Capitulo 2,
pontos 5.1. e 5.2.

Foram recolhidas amostras de 100 pL. em intervalos regulares de tempo, que foram
analisadas por HPLC.

O eluente de HPLC, acetonitrilo/dgua 3:1, foi filtrado através de um filtro Milipore,
tipo HN 0,45 pum e desgaseificado por ultra-sons durante 30 minutos, antes da utilizacdo. O
fluxo do eluente foi de 0,8 mL/min para todos os compostos.

Os cromatogramas foram tracados por detec¢do de absor¢ao UV no comprimento de
onda de absor¢do maxima (em metanol/HEPES (80:20)) para cada composto (tempo de
retencdo: 11a, 6,6; 11b, 6,5; 11¢, 6,7; 11d, 6,0; 12a, 4,2; 12b, 4,2; 12¢, 4,2; 14a, 4,7; 14b, 2,3;
15, 6,2; 16, 4,1 min).

A solugdo tampao de HEPES a pH 7,2 foi preparada com as proporc¢des seguintes dos
compostos constituintes: HEPES, 0,01 M; NaCl, 0,12 M; KCI 0,003 M; CaCl,, 0,001 M.
Ap6s a preparagdo por dissolucdo dos vdrios sélidos em dgua destilada, o pH foi acertado a
7,2 por adicdo de solucdo aquosa de hidroxido de sodio 1M. A solucdo foi mantida no
frigorifico e utilizada com a maior brevidade possivel na preparacdo das solucdes dos

compostos submetidos a fot6lise em conjunto com metanol, na propor¢ao desejada.

Tracado dos grdficos de consumo de reagente

Para cada amostra recolhida a intervalos regulares foram efectuadas trés injec¢des no
HPLC, tendo-se utilizado o valor médio das dreas dos picos dos trés ensaios, com tempo de
retencao correspondente a cada composto, para tracar os graficos drea média versus tempo de
irradiacdo e logaritmo neperiano da area média (Ln A) versus tempo de irradiacdo.

No caso do griafico logaritmo neperiano da drea média (Ln A) versus tempo de
irradiacdo foi aplicado o método dos minimos quadrados para obter a recta que melhor se
ajustava aos dados experimentais e os valores dos coeficientes de correlagdo variaram entre

0,7728 e 0,9980.
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