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Resumo

A Cruzaina é a principal cisteino protease expressa pelo protozoario
Trypanossoma cruzi, agente etiologico da Doenca de Chagas, e por isso tem sido
largamente utilizada como alvo de inibidores enzimaticos de interesse farmacoldgico.
Os mais potentes inibidores dos quais se tem conhecimento agem sobre a Cruzaina
de maneira irreversivel ao ligar-se covalentemente ao sitio ativo da proteina.
Trabalhos recentes tém reportado a utilidade de compostos que se ligam
reversivelmente a enzima como possiveis inibidores. Neste trabalho serd apresentada
a metodologia utilizada para a producéo de duas dipeptidil-nitrilas na intencao de que
sejam encaminhadas para ensaios bioquimicos para avaliar sua efetividade como
inibidores reversiveis de cisteino protease. A sintese das dipeptidil-nitrilas escolhidas
baseia-se na construgcdo das moléculas de interesse a partir de aminoacidos
comerciais, o D-triptofano e a L-serina. A obtengcdo do composto iniciando pelo D-
triptofano segue uma rota de 4 etapas anteriormente descrita para compostos
analogos em estudo de inibicdo da enzima Catepsina K. A sintese da dipeptidil-nitrila
produzida a partir da L-serina foi realizada em 7 etapas, incluindo um acoplamento
cruzado de Negishi entre o derivado do aminoacido inicial e uma molécula de 5-

bromoindol, etapa chave do processo.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Doenca de Chagas

1.1.1 Histérico e Distribuicdo da Endemia

A Doenca de Chagas, também chamada Tripanossomiase Americana, é uma
doenca parasitaria do sistema cardiovascular causada pelo protozoario
Trypanossoma cruzil. Este parasita é capaz de penetrar nas células do hospedeiro
causando irritacbes e inflamacBes. Apds varios ciclos reprodutivos a célula é
rompida e novos parasitas sdo liberados na corrente sanguinea, a partir de onde
poderao invadir novas células nas quais o ciclo se repete?. A transmissdo acontece
principalmente por insetos triatomineos existentes no ambiente domiciliar3, dentre

eles o mais conhecido é o inseto vulgarmente chamado de “barbeiro”.

Os individuos mais afetados pela doenca sdo as populacdes de baixa renda,
mais efetivamente aquelas que vivem em habitacbes rudimentares. Os efeitos
causados pela doenca sobre os individuos infectados costumam ser relacionados a
danos cardiacos que geram uma enorme reducdo de sua capacidade laboral e
expectativa de vida“.

A infeccdo foi observada pela primeira vez em 1909 pelo médico e biélogo
Carlos Chagas, durante a investigacao de um surto de malaria que afetava operarios
de uma estrada de ferro na cidade de Lassance, no interior de Minas Gerais.
Enquanto examinava trabalhadores e habitantes do municipio detectou os flagelos
do T. cruzi na circulagdo de uma crianga. Pouco tempo apos a descoberta do
parasita o pesquisador descreveu, sozinho e de maneira detalhada, o parasito, o
vetor, os efeitos e o reservatdrio animal da doenca que posteriormente foi batizada

com seu nome3.

No Brasil, logo quando langcada a nota com os detalhes sobre nova

parasitiase, suas descobertas foram contestadas, tendo sido reconhecidas somente



guando o médico Salvador Mazza relatou haver observado na Argentina exatamente

0 mesmo microrganismo flagelado anteriormente descrito por Chagass.

A doenca, que foi primariamente diagnosticada em paises americanos do
hemisfério sul, é geograficamente distribuida desde o sul dos Estados Unidos,
cobrindo todos os paises da América Central, até o sul da Argentina e do Chile.
Alguns casos ja foram inclusive registrados em regides metropolitanas dos EUA por
conta do fluxo de imigrantes vindo de paises latinos®®.

No ano de 1990 a tripanossomiase americana foi considerada pelo Banco
Mundial como a doenga parasitica mais séria dentro da América Latina, onde
estima-se que 12 milhdes de pessoas estejam infectadas com o protozodrio e que
75 milhdes estejam expostas a infeccdo (dados de 2011)%7. Nestas localidades, a
infeccdo gera um impacto socioeconémico maior do que os efeitos combinados de

todas as outras doencas parasiticas de igual ocorréncia®.

Figura 1. Distribuicdo geogréfica das zonas endémicas da Doenca de Chagas

Endemic areas

[ Enzootic areas Chile

Fonte: COURA, J. R.; DIAS, J. C. P.; 2009, p. 33

Neste ponto, vale mencionar que a doenca de Chagas nao se trata de uma
patologia nova. Analises realizadas em mumias datadas de 9 mil anos de idade ja

detectaram o parasita como responsavel por uma doenca enzooltica repassada a
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humanos como uma antropozoonose no momento em que este adentrou nos
ecotopos naturais. Seu estabelecimento como endemia aconteceu apenas durante
os ultimos dois ou trés séculos, quando a acdo humana causou a eliminacdo do
habitat natural de triatomas com o objetivo de abrir espacos para atividades como
agricultura e pecuéaria. Estes triatomas, por sua vez, foram capazes de adaptar-se ao

ambiente doméstico, aumentando sua proximidade com o homem?°,

Até 1975, ano em que os esforgcos para o controle da infecgéo tiveram inicio,
a area de risco compreendia 36% do territorio brasileiro, contendo triatomas
domiciliares em 2.493 municipios distribuidos em 18 estados!!l. Atualmente os
principais focos endémicos se encontram na Bolivia e em Gran Chaco, na Argentina,

onde ha alto nivel de infeccdo em algumas comunidades?.

1.1.2 Transmisséao e Controle

A tripanossomiase americana € transmitida majoritariamente por triatomineos,
insetos hematéfagos obrigatorios e de habitos noturnos. Existem descritas mais de
100 espécies desta classe, a maioria presentes no continente americano, sendo 52
deles descritos no Brasil®®. Destas espécies, 3 sdo de especial interesse como
transmissores brasileiros: o Triatoma brasiliensis, o Tritoma sordida e o
Panstrongylos megistus. Em paises ao sul da América Latina como Uruguai, Chile e
Argentina, o principal vetor € o Triatoma infestans, o inseto “barbeiro”, que leva este
nome porque geralmente pica perto dos labios do individuo'*?. O T. infestans é um
vetor tdo conhecido que sua presencga passou a ser uma indicacédo praticamente
segura da existéncia de infeccdo humanad. A distribuicdo geogréafica de alguns dos

mais importantes vetores é apresentada na Figura 2.
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Figura 2. Distribuicdo dos vetores da Doenca de Chagas nas Américas Central e do Sul

Rhodnius prolixus

Triatoma dimidiata

Triatoma infestans

@ Areas of human
infections

Fonte: ROBERTS, L. S.; JANOVY, J.; 1937, p. 75

Além da transmissdo pela picada do vetor outras formas de infeccao
passiveis de comentario séo: transfusdo de sangue, 6rgdo ou tecidos; transmissao
congénita, na qual a mae passa a doenca para o filho geralmente no momento do
parto, quando o sangue materno entra em contato com as mucosas do recem-

nascido (cerca de 10% dos casos); ou acidentes laboratoriais?.

De grande importancia para a transmissao e resiliéncia de uma doenca é a
existéncia de reservatérios, ou seja, animais que albergam o agente etiol6gico sem
sofrer prejuizo. No caso da doenca de Chagas um grande numero de animais pode
servir como reservatorio, hanvendo mais de 100 reservatérios selvagens ja
registrados incluindo morcegos, marsupiais, carnivoros, lagomorfos, roedores e
primatas'®. Animais como cdes e gatos também podem realizar o papel de
reservatorios, sendo estes especialmente importantes para a transmissao direta ao

homem, uma vez que estédo presentes no ambiente doméstico'?.

O controle da endemia tem sido realizado no Brasil desde pouco depois da
descoberta de Carlos Chagas através de borrifacbes com hexaclorociclohexano
6,5% nas areas de infeccdo para combater o vetor!!. As medidas adotadas
provaram-se tao efetivas que incentivaram outros paises do Cone Sul a realizarem

as mesmas acdes em 1991, com o objetivo de eliminar o T. infestas'?. A iniciativa
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teve Gtimos resultados, sendo o T. infestas hoje raro e a doenca reduzida a casos

esporadicos em territério brasileiro3.

Para impedir a transmissao por transfusdes sanguinea e teciduais é feita a
triagem sorologica dos doadores, de modo a identificar o parasita caso presente. No
Brasil, por ordem ministerial, qualquer amostra de sangue provindo de doacdo deve
ser submetida a dois testes soroldgicos para excluir a possibilidade de infe¢éo por T.

cruzis.

1.1.3 Agente Etiolégico

O Trypanossoma cruzi, agente etiolégico da Doenca de Chagas, € um
protozoario unicelular da classe Mastigophora, pertencente a ordem Kinetoplastida,
e tem como caracteristica a estrutura flagelada além de um Unico nucleo. Possui
DNA separado do compartimento nuclear, localizado no interior de uma grande

mitocondria®.

Figura 3. Trypanossoma cruzi (em azul), causador da doenca de Chagas

Fonte: TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R.; CASE, C. L.; 2012, p. 661

O T. cruzi apresenta trés estagios de desenvolvimento: epimastigota,

tripomastigota e amastigota, presentes em diferentes fases da infec¢édo?.

O ciclo evolutivo comecga na forma epimastigota, encontrada exclusivamente
no intestino do vetor. Esta forma se desenvolve a temperatura ambiente e antes de

ser eliminada nas fezes do inseto transforma-se para a forma tripomastigota,
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flagelada e extremamente mével. O tripomastigota penetra entédo pelas mucosas ou
lesbes na pele (podem ter sido provocadas pela propria picada) do hospedeiro
dentro do qual se locomove pela corrente sanguinea até penetrar o citoplasma de
uma célula. No ambiente intracelular o parasita muda para a forma amastigota,

arredondada e reprodutivamente capaz através de divisdo binaria.

A multiplicacdo do amastigota é extremamente rapida. Em seis dias um anico
parasito € capaz de dar origem a cerca de 512 novos protozoérios, formando
verdadeiras colonias intracelulares. A enorme quantidade de microrganismos dentro
da célula torna-se insustentavel e acarreta o rompimento da membrana celular,
causando a disseminacdo dos parasitos no espaco extracelular. De volta a corrente
sanguinea, muda novamente para a forma circulante tripomastigota e se propagam

ao invadir novas células, onde o ciclo se repete®.

A forma tripomastigota, além de ser a responsavel pela infeccao é também
aquela ingerida pelo inseto, tornando-o vetor da doenca!®. Sabendo de sua
capacidade infecciosa, cabe comentar a maneira com que o tripomastigota penetra a

célula do hospedeiro.

Logo ao anexar-se aos receptores de superficie de uma célula, o parasita
provoca a inducdo de uma elevada concentracédo de ions Ca?* no sitio de interacdo
pelo lado do citosol. O sinal de i6nico recruta lisossomos, que se fundem a
membrana celular dando origem a um compartimento quase completamente
constituido da membrana lisossomal. O parasita utiliza este novo compartimento
como porta de entrada para o meio intracelular. Dentro do compartimento no qual se
encontra, o parasita libera uma enzima cuja funcéo € remover o acido sialico, uma
hexose, presente nas glicoproteinas do lisossomo, transferindo-as para sua propria
superficie. Dessa forma, o parasita termina revestido com moléculas de acucar do
hospedeiro. Em seguida, secreta uma toxina formadora de poros que resulta na lise
da membrana do compartimento do lisossomo, libertando o parasita no citoplasma

da célula hospedeira, onde comeca o ciclo reprodutivo’.
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Figura 4. Processo de invasao do T. cruzi em células hospedeiras
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Fonte: ALBERTS, B., 2008, p. 1510

1.1.4 Efeitos da Doenca

A patologia é dividida, clinicamente, em duas fases caracterizadas pela
gravidade de seus efeitos e cada qual contendo suas proprias classificacdes: a fase

aguda e a fase cronica.

O primeiro caso classificado como agudo € a forma assintomatica,
diagnosticada em mais da metade dos pacientes. Sendo a doenca assintomatica,
ela permanecerd neste estagio durante toda a vida do individuo infectados. A
segunda forma aguda € a sintomatica, marcada por febre e inchaco de glandulas
com duracdo de algumas semanas. As formas da fase aguda sao mais
frequentemente observadas em criancas, sendo que 20 a 30% dos pacientes neste

estagio irdo progredir para a fase cronica®4.

A fase cronica da doenca é dividida em: indeterminada, que é a forma
evoluida da fase aguda. Esta presente em 60% dos individuos diagnosticados e
gera alteractes patolégicas pouco significativas?®. A forma cardiaca é caracterizada
por comprometer progressivamente o tecido do miocardio, levando a insuficiéncia
cardiaca. E a forma mais grave da doenca e é causa da maioria das mortes!. A
forma digestiva afeta o tubo digestivo do individuo, causando megaeséfago e
megacolon. A dltima forma cronica existente € a nervosa, na qual o individuo

apresenta alteracées no sistema nervoso central e periféricos.
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Todos os sintomas cronicos sdo consequéncia direta da desnervacdo do

sistema parassimpatico autobnomo do individuo infectado?.

1.1.5 Tratamento Medicinal

Por definicdo da Organizacdo Mundial da Saude, a droga ideal para o
tratamento da doenca de Chagas deve cumprir 0s seguintes requisitos: (I) levar a
cura tanto dos casos agudos quanto cronicos; (ll) ser efetiva em uma Unica ou
apenas algumas doses; (Ill) ser vendida a baixo custo, de modo que seja acessivel a
todos os pacientes; (IV) ndo gerar efeitos colaterais ou teratogénicos; (V) nao induzir
resisténcia. Desafortunadamente, uma droga que cumpra todos os requisitos acima

apresentados ainda néo foi obtida®.

Desde 1912, diversas drogas foram testadas em ensaios clinicos, mas
apenas anos depois, em 1952, Packachanian demonstrou que nitrofuranos eram
moléculas promissoras ao estudar a nitrofurasona. Este composto foi testado em
experimentos realizados por Brener em 1962, no qual a nitrofurasona foi
administrada via oral em ratos durante 53 dias consecutivos. O resultado do
experimento foi a cura de 95,4% dos animais. A partir destes trabalhos as pesquisas

para o tratamento da doenca de Chagas comecaram com maior eficiéncia®13.

Apesar do sucesso do tratamento em ratos, a administracdo da nitrofurasona
em humanos realizado por Coura e colaboradores entre 1961 e 1962 nao foi bem-
sucedida. A maioria dos pacientes submetidos a diferentes doses do composto
tiveram que interromper o tratamento por conta dos severos efeitos colaterais
gerados pelo uso da droga. Seis pacientes haviam sido inicialmente escolhidos para
serem submetidos a um tratamento de longo prazo. Destes, apenas dois foram

considerados curados apds comprovacéo de testes sorolégicos*s.

Para tratamento pratico dos infectados as medidas inicialmente aplicadas
seguem as diretrizes definidas em 1997 por um conselho de especialistas em
conjunto com o Ministro da Saude. Estas medidas foram posteriormente reavaliadas
pela Organizacdo Pan-Americana de Salude em 1978 e sdo as vigentes até hoje?.

De acordo com a deciséo do 6rgao apenas duas drogas sdo legalmente aceitas para
15



o tratamento da doenca: o nifutimox, patenteada pela empresa Bayer, e 0
benzonidazol, cuja patente pertence a ao laboratério Hoffman-La Roche, cedida ao
governo brasileiro para producédo pela LAFEPE’. No Brasil estes compostos foram
comercializados com os nomes Lampit e Rochagan, respectivamente. Entretanto,
devido ao baixo interesse das empresas farmacéuticas quanto a doencas tropicais,
uma vez que a producdo de medicamentos destinados ao seu tratamento ndo é

lucrativa, a producéo e venda do nifurtimox no Brasil foi encerrada?®.

Figura 5. Estrutura dos farmacos utilizados no tratamento da doenca de Chagas

N
o /A
o,N__©° N //\S//:O é—N)\Noz
2 N-N H
\ / N\”)
(o)
Nirfutimox Benzonidazol

Fonte: Adaptado de GONZALEZ, M.; et all.; 2012.

As duas drogas citadas apresentam atividade contra as formas tripomastigota
e amastigota, aquelas encontradas dentro do organismo do hospedeiro, e devem ser
aplicadas por cerca de 60 dias. Resultados em individuos infectados mostram que o
uso do benzonidazol leva a cura de 80% dos pacientes em fase aguda e 20% dos
gue se encontram na fase crénica, sendo este mais efetivo do que o nifurtimox para
o segundo caso®!®. Infelizmente o uso de ambos os medicamentes causa graves
efeitos colaterais como anorexia, perda de peso, hiperexcitabilidade, depressao

medular, vertigens, cefaleia e dores abdominais®®.

Algumas outras drogas demonstraram efeito in vitro, como o allopurinol e
certos inibidores de ergosterol, como o cetoconazol e itraconazol. Ensaios utilizando
estas moléculas levaram invariavelmente a cura das células infectadas, no entanto
apenas o itraconazol se mostrou efetivo in vivo, ainda que levando a baixa

porcentagem de cura®18.
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1.1.6 Mecanismo de Acao dos Medicamentos

A acdo do nifurtimox comeca com a formacdo do nitro anion radical por
nitroredutases. A reacdo metabdlica gera, na presenca de oxigénio, intermediario
radicalares muito reativos, como por exemplo o radical hidroxila (OH+). Uma vez que
o T. cruzi é deficiente em mecanismos de desintoxicacdo de radicais, o parasita se
torna suscetivel a estes intermediarios que se ligam a peptideos, proteinas e ao

proprio DNA do parasita’®1416,

O mecanismo de acdo do benzonidazol se da por um caminho diferente
daquele do nirfutimox. A presenca deste composto causa alteracfes na sintese de
macromoléculas ao formar ligagcbes covalentes ou outras interacbes entre 0s
intermediarios de nitroreducédo e compostos celulares. Também afeta a manutencéo
metabdlica do protozoario pela ligacdo direta com o DNA, lipideos e proteinas do

parasitals.

1.2 Estratégia de Brusca por Possiveis Drogas: Inibicdo Enzimatica

1.2.1 A Enzima Cruzaina

A Cruzaina, ou Cruzipaina, ou ainda GP57/51, € membro da familia papaina
C1l de cisteino proteases, uma familia de enzimas proteoliticas com diversas
funcGes e amplamente distribuidas na natureza'®!’. Trata-se de uma glicoproteina
de massa entre 52 e 58 kDa!® cuja estrutura é constituida de uma Unica cadeia
polipeptidica de 215 residuos de aminoacidos que se dividem em dois dominios: L e
D. O primeiro é formado basicamente de a-hélices e fazem parte dele os residuos 12
a 112 e 208 a 212. O segundo é constituido de uma extensa interagdo de folhas B
antiparalelas, como tipicamente encontrado em outros membros da familia das

papainas. Estéo incluidos neste dominio os residuos 1 a 11 e 113 a 2077,
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Igualmente caracteristica de proteinas semelhantes a papaina é a triade
catalitica Cyszs, Hisiso e Asnizs encontrada no sitio ativo da enzima. No caso

especifico da Cruzaina, além da triade encontra-se também o residuo Glnao.

A figura abaixo mostra a estrutura cristalina da Cruzaina ligada a um inibidor
com nitrilo warhead (N-(2-aminoetil)-N-alfa-benzoil-L-fenilalaninamida). A imagem

mostra a enzima colorida de acordo com o tipo de estrutura secundaria.

Figura 6. Estrutura da Cruzaina com ligante nitrila

Fonte: Protein Data Bank PDB:4QH6

A sequéncia génica exata da Cruzaina foi reportada por completo por Eakin
no ano de 1992, mostrando que sua estrutura possui 53% de equivaléncia em
relacdo a cisteino protease encontrada no Trypanossoma brucei, agente etiolégico

da doenca no sono, ou tripanossomiase africana?®.

A Cruzaina encontra foco nas pesquisas relacionadas a doenca de Chagas
por ser o principal antigeno observado em todas as fazes do ciclo evolutivo do
Trypanossoma cruzi, tornando-a um excelente alvo para possiveis inibidores. A

enzima pode ser encontrada principalmente na superficie do parasito quando na
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forma amastigota (intracelular reprodutiva), em contato direto com o citoplasma do

hospedeiro!’.

1.2.2 Inibidores Enziméticos

Inibidores enzimaticos sdo moléculas que anulam ou reduzem a atividade de
determinada enzima ou grupo de enzimas por meio de interacdo reversivel ou
irreversivel em pontos especificos na estrutura da proteina. A inibicdo ocorre porque
o reconhecimento do ligante pela enzima causa uma série de modificacbes
conformacionais e interacdes intermoleculares especificas que resultam no bloqueio
da entrada do substrato no sitio ativo da enzima, impossibilitando que esta realize

sua reacao correspondentel’.

Moléculas inibidoras de proteinas sdo usualmente vistas como compostos de
interesse farmaceéutico pela sua capacidade de impedir o funcionamento de enzimas

importantes para a manutencao do microrganismo patologico.

Para serem consideradas drogas efetivas, os inibidores de proteinas devem
apresentar: (l) carater peptidico; (1) alta estabilidade a degradacéo proteolitica ndo
seletiva; (lll) boa permeabilidade em membranas; (IV) vida util longa na corrente
sanguinea e dentro das células; (V) baixa suscetibilidade a eliminacao; (VI) alta
seletividade e; (VII) boa biodisponibilidade. Usualmente os inibidores tem massa
molecular menor do que 1000 Da?°.

E importante ressaltar que identificar um novo composto para o tratamento de
uma doencga é um processo demorado, caro e imprevisivel, com risco de fracasso na
ordem de 80%. O tempo entre o descobrimento da droga certa até a prateleira da
farmacia pode levar entre 8 e 14 anos, dependendo da complexidade dos testes

clinicos, do foco e interesses da empresa patrocinadora?®.
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1.2.3 Inibidores Irreversiveis

A caracteristica principal destes compostos é sua capacidade de interagir
fortemente através da formacéo de ligagBes covalentes com o sitio ativo da enzima.
A existéncia da ligagdo formada leva a enzima sua extingdo via endocitose ou

destruicdo quimica?..

Até recentemente os mais fortes inibidores de cisteino proteases, como a
Cruzaina, eram do tipo irreversiveis no qual um “warhead” eletrofilico alquila a
enzima através de substituicdo nucleofilica ou adicdo conjugada®?. Na Figura 7 séo

apresentadas as estruturas de dois potentes inibidores irreversiveis inibidores de

Cruzaina.
Figura 7. Inibidores irreversiveis da enzima Cruzaina
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Fontes: Adaptado de YAO, S. Q.; HE, C. Y.; 2012.

Tanto o composto K11777 quanto o WRR483 apresentam um bom perfil
farmacéutico, possuindo adequada solubilidade em agua, disponibilidade oral,
auséncia de efeitos toxicos ou mutagénicos, além de produzirem efeito aditivo ao
serem combinados com benzonidazol. Ambos possuem o grupo vinisulfona em sua
estrutura, funcao responsavel pela interacao irreversivel com o residuo Cyszs do sitio
ativo da Cruzaina por reacao de adicdo de Michael, gerando uma ligacdo covalente
carbono-enxofre. Atualmente os dois inibidores estdo sendo utilizados em teste pré-

clinicos avancados?’:2324,
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1.2.4 Inibidores Reversiveis

Geralmente inibidores reversiveis agem por interacdo ndo covalente entre
enzima e inibidor, embora existam casos nos quais a ligagdo covalente é de fato
formada. Para estes a ligacdo que se d4 é altamente sensivel a hidrélise, tornando
possivel a separacdo do complexo enzima-inibidor. Exemplos deste tipo de
compostos sao dipeptidil aldeidos ou nitrilas, sendo a ultima a classe contendo os

inibidores de cisteino preteases mais potentes dentre os inibidores reversiveis?>26,

Os inibidores contendo grupo nitrila foram reportados primeiramente por
Hanzlik, no qual foram utilizadas como inibidoras da papaina protease?’. Um
segundo trabalho realizado por Gitschow e colaboradores?® em 2005 reporta
diversos azapeptides nitrilas proteoliticamente estaveis como uma classe de
inibidores que eficientemente formam adutos reversiveis no sitio ativo da cisteina.
Para estes estudos a enzima modelo utilizada foi a catepsina K, uma serino

protease.

Ainda mais recentemente o Odanacatib, inibidor reversivel contendo nitrilo
warhead entrou em fase de estudos clinicos avancados para tratamento da doenca
de Chagas e esta também sendo usado em estudos para o desenvolvimento do

tratamento de osteoporose pos-menopausica?®29,

Figura 8. Inibidor Reversivel da enzima Cruzaina
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Fonte: Adaptado de BEAULIEU, C; et all.; 2010.

Odanacatib
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2. OBJETIVOS

Em vista da importancia dos compostos contendo grupo nitrila como possiveis
farmacos para o tratamento da doenga de Chagas, este trabalho tem por objetivo a
sintese das seguintes dipeptidil-nitrilas que serdo usadas em posteriores ensaios
bioquimicos com intencédo de avaliar sua efetividade como inibidores reversiveis da

enzima Cruzaina.

Figura 9. Estrutura das dipeptidil-nitrilas alvos de sintese

CF;

-
N

A metodologia geral empregada para obtencdo destes compostos,
apresentada na Figura 10, segue a estratégia reportada em patente por Chen e
colaboradores® em 2006. Utilizando esta rota deve-se iniciar a sintese com o
aminoacido comercial que mais facilmente leve a molécula alvo, passando por
reacdo de esterificacdo e insercdo de moléculas como trifluoroacetofenona e a

ciclopropilaminonitrila, nesta sequéncia.

Figura 10. Rota geral de prepraro de dipeptidil-nitrilas a partir de amino&cidos
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O composto 1 pode ser facilmente preparado pela a rota apresentada tendo o

D-triptofano como molécula inicial. O aminoacido necessario para a sintese da

dipeptidil-nitrila 2, no entanto, é comercialmente disponivel apenas contendo o grupo

amina protegido por Fmoc. Uma vez que a desprotecdo deste aminoacido, testada

anteriormente por outro aluno do grupo, ndo foi eficiente, optou-se pela sintese

completa da molécula a partir de um precursor mais distante, a L-serina.

Sendo assim, a rota escolhida para o preparo do composto 2 passa pela

preparacdo do aminoacido de interesse a partir da L-serina e o 5-bromoindol, do

qual provém o nucleo inddlico da molécula e apenas depois segue pela rota

proposta na Figura 10. O esquema sintético geral utilizado neste caso foi

previamente descrito por Mcminn e colaboradores3! e é apresentado na Figura 11.

Figura 11. Rota sintética para preparacdo do aminoacido derivado da L-serina
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Preparacao de Dipeptidil-nitrila a Partir do D-triptofano

A estratégia empregada na producdo do composto 1 envolveu a realizacao de
4 etapas consecutivas, da maneira disposta na Figura 12. Na primeira etapa o
isbmero D do triptofano sofre esterificagdo por um método classico, utilizando cloreto

de tionila em metanol. O aminoéster é facilmente obtido em alto rendimento.

Figura 12. Rota sintética empregada para preparagdo da dipeptidil-nitrila 1
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O mecanismo desta reacdo tem inicio quando a hidroxila do grupo &cido do
triptofano realiza um ataque nucleofilico sobre o atomo de enxofre do cloreto de
tionila, liberando acido cloridrico. O ion cloreto vindo da ionizacdo do acido realiza
entdo um segundo ataque nucleofilico, desta vez sobre a carboxila, liberando di6xido
de enxofre e acido cloridrico. Um terceiro ataque acontece pela hidroxila do metanol
sobre a carbonila do cloreto de acido recém formado, levando ao aminoéster

simultaneamente com a expulsdo de um ion cloreto.
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Figura 13. Mecanismo de formacdo do aminoéster
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O aminoéster foi caracterizado por RMN de 'H e 3C, através dos quais a
obtencdo do produto péde ser confirmada pela presenca de um singleto em 3,80
ppm referente aos trés hidrogénios da metila do éster, e o sinal em 170,8 ppm

correspondente ao carbono da carbonila.

Dando seguimento a rota sintética, a segunda e terceira etapas juntas levam
a aminacao redutiva do aminoéster pela condensacao com 2,2,2-trifenilacetofenona
seguido de reducao por boroidreto de sbédio. Na primeira reacéo, representada na
Figura 14, a condensacao ocorre pelo atague nucleofilico do par de elétrons livre da
amina do aminoéster a carbonila do reagente a ser incorporado, passando por
transferéncia de préton no intermediério tetraédrico. A presenca de K2COs a elevada
temperatura (50°C) conduz a um intermediério ciclico antes da formacéo do sal de

potassio, como representado na Figura 14.

Figura 14. Esquema da formacéo da imina em condi¢des basicas como descrito por Hughes
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Fonte: Adaptado de HUGHES, G.; DEVINE, P. N.; NABER, J. R.; et all.; 2007
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Usualmente séo encontrados na literatura exemplos nos quais, em uma unica
etapa, a imina é gerada e pela adicao direta do agente redutor € levada a amina sem
necessidade de workup entre as duas reacdes. Por outro lado, esta reacgéo foi
também descrita por Hughes e colaboradores num estudo de aminacao redutiva
diastereoseletiva®®> no qual apresentam uma metodologia utilizando base de forca
moderada como K2COs, através da qual é possivel isolar a imina na forma de
carboxilato de potassio, que é retirado do meio reacional por precipitacdo em éter
metil-terc-butilico.

Apos isolar a imina usando o método citado acima a reacédo de reducédo era
realizada o mais rapido possivel devido a instabilidade do composto formado,
preferencialmente no mesmo dia em que o carboxilato de potassio era produzido.
Para a completa reducdo do composto utilizou-se 3 equivalentes de boroidreto de
sodio.

Nota-se que na etapa de reducdo foi obtido um rendimento extremamente
baixo. Isso se deve ndo a ma qualidade da metodologia utilizada, mas sim por
perdas de massa durante workup e purificacdo. A reducdo por NaBH4 foi realizada
uma Unica vez para este composto em especifico, dado que a massa final requerida
para os testes biolégicos € da ordem de poucos miligramas e a quantidade de

produto obtido nesta etapa foi suficiente para prosseguir para a Gltima reacao.

Ainda neste assunto, cabe fazer uma importante observacdo: o aminoacido
inicial possui um estereocentro de configuracdo R que permanece inalterado durante
todo o procedimento de preparacao da dipeptidil-nitrila. Apenas durante a etapa de
reducdo da imina ocorre o surgimento de um segundo estereocentro na molécula,
sendo que sua configuracao preferencial (R ou S) pode ser direcionada pela escolha
do agente redutor correto. Na abordagem ja mencionada optou-se pelo boroidreto de
sédio, um agente redutor que induz a formacdo do isémero anti (S,R) (5), ou seja,

que induz a configuracdo S no novo carbono quiral.®?

Isto ocorre pois, em solugdo, a conformacdo de menor energia da molécula é
aquela na qual o hidrogénio ligado ao carbono quiral € coplanar a ligagdo C=N da
imina. Dessa forma o nucleo inddlico se encontra posicionado em direcdo a face si

da molécula, impedindo-a estericamente. Como a funcao carboxilato € menor do que
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o substituinte indol o resultado é o ataque preferencial do hidreto pela face re, que

leva ao isdbmero anti, como representado na Figura 15.

Figura 15. Redugéo estereoseletiva por boroidreto de sédio
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A analise do composto por cromatografia de alta eficiéncia (HPLC) para
comprovar a seletividade enantiomérca da reacdo nao foi realizada, porém, estudos
anteriores®? confirmam que a reducéo por borohidreto de sédio leva também neste

caso a formacéao preferencial do isdbmero anti sobre o syn em uma proporcéo = 95%.

Para caracterizacdo da molécula foi efetuado RMN de 'H, no qual se percebe
a auséncia do singleto em 3,80 ppm correspondente aos hidrogénios da metila do
aminoéster, e 0 aparecimento de sinais na regido dos aromaticos referentes aos
cinco hidrogénios fenilicos, além do quarteto em 4,03 ppm que corresponde ao
hidrogénio do carbono vizinho ao grupo trifluorometil. Este mesmo carbono é

perceptivel no espectro de RMN de 3C em 63,5 ppm.

Por fim, a sintese é completada na quarta etapa com a formacéo da ligacéao
peptidica ao incorporar a ciclopropilaminonitrila em uma reacdo de 24h em meio
bésico na presenca do agente de acoplamento HATU, ou hexafluorofosfato de 2-(1-

H-7-azabenzotriazol-1-il)1,1,3,3-tetrametilurénio, formando o composto 1.

O mecanismo desta reacdo € apresentado na Figura 16. Nela o anion
carboxilato reage com o HATU para formar um sal isourénio e o anion OAt, ou O-
acil(tetrametil)isourdénio. Logo que formado o anion OAt ataca a carbonila dando
origem a forma ativa do éster. A reacdo termina com o ataque nucleofilico da amina
presente na ciclopropilamina, passando por um intermediario estavel formado pela
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interacdo do par de elétrons nao-ligantes do nitrogénio do anel piridinico e o

hidrogénio da ciclopropilamina.

Figura 16. Mecanismo da reacao de acoplamento peptidico usando HATU
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A estrutura da dipeptidil-nitrila foi comprovada através de andlise dos
espectros de RMN de 'H, no qual se percebe a presenca dos hidrogénios do
ciclopropil em 1,57, 1,22 e 1,15 ppm, assim como os hidrogénios geminados da
molécula de triptofano aparecendo como duplos dubletos em 3,26 e 2,93 ppm. Os
picos referentes aos hidrogénios do indol e do anel aromatico vindos da
trifluoroacetofenona também séo perceptiveis no espectro entre 7,36 e 6,74 ppm. A
presenca do carbono da funcdo amida também pode ser percebida pelo pico
caracteristico em 174,5 ppm no espectro de RMN de 13C.

3.2 Preparacéao de Dipeptidil-nitrila a Partir da L-serina

No caso da dipeptidil-nitrila 2, a abordagem utilizada comeca pela producao
do amino&cido contendo o nucleo inddlico na posicédo desejada. Para sua obtencgéo
foi seguida a metodologia apresentada por Mcminn3!, cuja descricdo metodoldgica

tem inicio pela sintese do composto 8. Por conta disso, as moléculas 6 e 7 foram
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produzidas utilizando procedimentos anteriormente adotados no grupo a partir da L-

serina.
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Figura 17. Primeira parte da sintese da dipeptidil-nitrila 2

Nestas reacgdes iniciais ocorre primeiramente a protecdo da funcdo amina do
aminoacido com cloroformato de benzila (Cbz) em solu¢cdo aquosa de NaHCOs.
Mecanisticamente, ocorre o ataque nucleofilico da amina do aminoacido inicial sobre
a carbonila da molécula de Cbz, levando a expulsdo de um ion cloreto na forma de
acido cloridrico, dando origem ao aminoéacido protegido. Em solucdo, o acido
cloridrico formado reage com o bicarbonato de sodio formando cloreto de sodio, gas

carbbnico e agua.

Figura 18. Mecanismo de prote¢do com Chz
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A caracterizacdo do composto foi realizada por RMN de 'H e de '°C. No
primeiro a entrada do grupo de protecdo € evidenciada pela presenca de um
multipleto em 7,28 — 7,38 ppm correspondentes aos cinco hidrogénios aroméaticos e
um singleto em 5,11 ppm, referentes aos dois hidrogénios benzilicos do grupo Cbz.
Enguanto isso, no espectro de RMN de 3C é possivel perceber o sinal referente a
carbonila do grupo protetor em 158,5 ppm e 0s sinais correspondentes aos carbonos
do anel aromatico em 138,1, 129,4, 129,0 e 128,8 ppm.

A segunda etapa foi a esterificacdo da carboxila utilizando cloreto de tionila
em metanol, reacdo cujo mecanismo foi apresentado na Figura 13, de forma a obter
0 aminoéster de serina. Tanto a primeira quanto a segunda etapa da rota em

guestao foram eficientes, resultando em elevados rendimentos.

O aminoéster de serina foi analisado por RMN de 'H, no qual a formacéo do
éster é verificada pela presenca de um singleto em 3,73 ppm referente aos trés
hidrogénios metilicos. Da mesma forma o carbono da metila foi observado como um

sinal em 52,8 ppm no espectro de RMN de *3C.

A rota sintética segue com a reacdo de iodoacao do aminoéster, realizada na
presenca de trifenilfosfina e imidazol em diclorometano. O procedimento utilizado
nesta etapa foi ligeiramente diferente daquele descrito por Mcminn no que se refere
a temperatura de adicao do iodeto e do composto 7 ao meio reacional, assim como
a maneira como é feito o workup. As alteracfes realizadas aumentaram a velocidade
de montagem do sistema reacional e elevaram o rendimento conseguido para a

reacao se comparado a quando foi utilizado o procedimento encontrado na patente.

A reacao de iodacao iniciou-se pela formacédo do iodeto de trifenilfosfina
gerado pelo ataque nucleofilico da trifenilfosfina a molécula de 2. A hidroxila
presente no aminoéster entdo realiza uma reacdo do tipo SN2 sobre o iodeto de
trifenilfosfina que origina um anion iodo, capturado pelo imidazol presente no meio
reacional, e o intermediario ligado a trifenilfosfina. Uma segunda substituicdo
nucleofilica ocorre quando o iodeto ataca o carbono diretamente ligado ao oxigénio,

liberando 6xido de trifenilfosfina como grupo abandonador.
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Figura 19. Mecanismo da reacao de iodacdo com trifenilfosfina e imidazol

[NH I PhyP:0
Ph;,g:—\lal JJ\/\OH [Ph P- |]| —Z~ JJ\/\o —PPh; —;‘» JJ\/\

NH .
Cbz” Cbz Cbz”

le
Z||

Os espectros de RMN de 'H tanto para o material de partida (7) quando o
produto sdo, como esperado, bastante semelhantes, uma vez que sua estrutura
muda apenas pela troca de um grupo funcional. A formacé&o do iodeto, entretanto, foi
percebida pelo deslocamento dos duplos dubletos referentes aos hidrogénios do

bY

carbono diretamente ligado a hidroxila no composto inicial. No composto 7 o
deslocamento para os hidrogénios geminais encontra-se em 3,86 e 3,80 ppm, 0 que
0S posiciona como atomos moderadamente desblindados por conta do grupo
retirador de elétrons (Atomo de oxigénio) no carbono vizinho. Enquanto isso para o
composto 8 este deslocamento passou para uma regido ligeiramente mais blindada,
em 3,59 e 3,47 ppm, sugerindo a mudanca do grupo funcional vizinho para um grupo

menos retirador de elétrons do que a hidroxila, como € o caso do iodo.

Na sequéncia realizou-se a etapa chave para formacdo do aminoacido
contendo o nucleo inddélico como almejado: a reacdo de acoplamento cruzado de
Negishi, responsavel pela formacdo da ligacdo carbono-carbono entre o aminoéster

e 0 5-bromoindol.

Seguindo o classico ciclo catalitico para esta reacdo (Figura 20), o catalisador
de paladio inicialmente na forma de Pd(0) sofre uma adi¢cdo oxidativa ao interagir
com o haleto organico para formar o complexo de Pd(Il). Durante a transmetalagéo o
grupo R do composto organozinco gerado in situ toma o lugar do anion haleto no
complexo de paladio formando ZnBrl (M-X). Na fase final do ciclo o catalisador de

Pd(0) é regenerado e o produto de acoplamento é liberado do complexo.

31



Figura 20. Ciclo catalitico para acoplamento de Negishi

R;—R, R,—X

LnPd(0)
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Adicao
Oxidativa

X =Br

M = Znl

R1 = Cbz-Serina-OMe
R2 = 5-bromoindol

R2—Pd(ll)Ln-R4 R,—Pd(ll)Ln-X

Transmetalagao

M— X R,—M

Fonte: Adaptado de VELOSO, D. P.; TEIXEIRA, R. R.; BARBOSA, L. C. A.; 2007

No procedimento adotado o catalisador de paladio utilizado foi o Pdz(dba)s

overnight, na presenca de S-Phos, resultando em um rendimento de 47%.

produzido no préprio laboratério. A reacao foi realizada em condi¢cfes anidras a 50°C

A Ultima etapa da primeira parte da abordagem apresentada é a desprotecao

grupo protetor.

Figura 21. Mecanismo simplificado da reacéo de desprotecdo por hidrogenacéo

do grupo amino por hidrogenacéao catalitica com Pd(OH)2/C 20%, cujo mecanismo &
apresentado de maneira simplificada na Figura 21. No espectro de RMN de 'H do
produto reacional percebeu-se a auséncia dos sinais pertencentes ao grupo Chz em
aproximadamente 5,10 ppm e na regido de hidrogénios arométicos (7,40-7,20 ppm).
A falta do sinal em 155,9 ppm referente ao carbono benzilico do Cbz no espectro de

RMN de *3C também é facilmente identificavel e igualmente comprovou a retirada do

H—H NH ©/ NH  co, NH
e 2 D
©/\OJI\H OMe Pd(OH), HOh OMe H,N OMe
o o o
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Vale comentar que a etapa de desprotecdo também foi realizada diferente do
prescrito na patente de Mcminn, na qual se utiliza Pd/C como catalisador da
hidrogenagdo. E inclusive importante ressaltar que os melhores resultados tanto
para reacdo de acoplamento quanto para a desprotecdo s6 foram obtidos ao

reproduzir o procedimento com mais de 50 mg de material de partida.

A segunda parte da rota sintética envolve as mesmas reagfes apresentadas
no item anterior (rota do D-triptofano), como representado na Figura 22, contendo

pequenas alteracfes na etapa de aminacao redutiva.

Figura 22. Segunda parte da sintese da dipeptidil-nitrila 2

= 1) K,CO; MeOH = =

NH o NH NH
CF;
©) CF, H,N CN CF,
50°C, 18h H HATU, B
H.N OMe . N OH - = N N CN
2 2) NaBH,, THF H § DIPEA, DMF, Nl s
° r.t., overnight rt, 24h
84% 10 47% 11 63% 2

Diferente do observado na rota com o triptofano, ao reagir com a 2,2,2-
trifluoroacetofenona néo foi possivel separar a imina formada do meio reacional. De
modo que neste caso as etapas de geracdo e reducdo da imina foram realizadas
one-pot, levando a um rendimento de 47%. E importante ressaltar que da mesma
forma que na rota anterior, o uso de boroidreto de s6dio como agente redutor leva

somente ao isbmero anti, ou R,S.

O produto reduzido foi caracterizado por RMN de 'H e de *C. Nestes a
presenca do anel aromatico proveniente da trifluoroacetofenona foi perceptivel pelos
sinais entre 7,29 e 7,22 ppm no espectro de RMN H e entre 135,2 e 128,0 ppm no
espectro de RMN de '3C. Assim como explicado na rota anterior, a proporcéao
enantiomérica obtida na reacéo de reducéo por analise de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) nao foi realizada, mas trabalhos anteriores contataram para

essa reacdo uma razao anti:syn de 95:5.

Por fim, a formacdo da ligacdo peptidica para inclusdo do grupo nitrila

presente na ciclopropilaminonitrila encerrou a sintese da dipeptidil-nitrila 2. Sua
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estrutura final foi comprovada por andlise dos espectros de RMN de H, no qual se
observam, a semelhanca do composto 2, os picos referentes aos hidrogénios do
ciclo de trés membros em 1,17 e 1,62-1,51 ppm e os hidrogénio geminados do
carbono adjacente ao nucleo inddlico em 6,71 e 6,80 ppm. Os hidrogénios
aromaticos dos compostos apareceram na regiao entre 6,45 e 7,72 ppm, sendo o
hidrogénio em 6,45 ppm um indicio marcante da presenca do indol. No espectro de
RMN de '3C o carbono referente a amida apareceu como um sinal em 174,2 ppm,
enguanto os sinais em 20,1, 17,0 e 16,4 ppm representaram os carbonos do ciclo de

trés membros.
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4. CONCLUSAO

O presente trabalho permitiu descrever a sintese completa de duas dipeptidil-
nitrilas contendo nacleo inddlico a partir de aminoacidos essenciais de facil acesso
comercial. A abordagem iniciada pelo D-triptofano levou ao produto de interesse em
4 etapas nas quais foram obtidos rendimentos entre 96% e 4%. J& a rota a partir da
L-serina levou a dipeptidil-nitrila desejada em 7 etapas, das quais duas haviam sido
testadas na rota anterior. Nas reacfes empregadas na segunda rota obteve-se

sempre rendimentos bons (entre 100 e 84%) ou aceitaveis (na faixa de 47%).

Apesar de escassamente relatadas na literatura em comparacdo aos
compostos inibidores irreversiveis, percebeu-se que a preparacdo de possiveis
inibidores reversiveis de carater peptidico contendo nitrilo warhead, como sé@o os
compostos neste trabalho descritos, sdo possiveis de serem produzidos por meio de
reacoes simples, sem grande complexidade. Este fato torna as dipeptidil-nitrilas

praticas moléculas sobre as quais testes biolégicos podem ser realizados.

Como expanséo do trabalho realizado para a obtencdo da dipeptidil-nitrila 2
(isbmero anti), foi produzido em um trabalho pertencente ao mesmo projeto o
isbmero syn, ou S,S, empregando boroidreto de zinco durante a reducdo da imina
formada a partir do composto 10.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Procedimentos para o preparo das moléculas da rota do D-Triptofano

(R)-2-amino-3-(1H-indol-3-il)propanoato de metila 3

(o)

OCH,
“NH,
N
N « HCl
H

Em um baldo de 25 mL acoplado a um condensador de refluxo sob atmosfera
inerte adicionou-se 2 g (9,79 mmol) de D-triptofano e MeOH seco suficiente para
dissolver o sélido. O baléo foi posto em banho de gelo e adicionou-se lentamente 2 g
(1,25 mL, 17 mmol, 1,7 eq) de cloreto de tionila destilado. A reag&o foi deixada em
agitacao a temperatura ambiente por 2 h e 30 min, seguidos de 30 min em refluxo. A
solucéo foi deixada overnight. O solvente foi entdo evaporado e o sélido lavado com

éter etilico. Obteve-se 2,39 g (96%) do produto na forma de um sélido branco.

RMN H (500 MHz, CD3sOD) & (ppm) = 7,55 (d, J = 8 Hz, 1H); 7,40 (d, J = 8 Hz, 1H);
7,21 (d, J = 8 Hz, 1H): 7,15 (t, J = 8Hz, 1H); 7,07 (t, J = 8 Hz, 1H); 4,33 (m, 1H): 3,80
(s, 3H); 3,47 (dd, J = 15 e 6 Hz, 1H); 3,37 (dd, J = 15 e 7 Hz, 1H).

RMN 13C (125 MHz, CDsOD) & (ppm) = 170,8; 138,3; 128,2; 125,6; 122,9; 120,3;
118,8: 112,7; 107,5; 54,6; 53,6: 27,6.

(R,2)-3-(1H-indol-3-il)-2-(2,2,2-trifluoro-1-feniletilideno)amino)propanoato de potassio
4
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Em um baldo de 25 mL ligado a um condensador de refluxo dissolveu-se 1,5
g (6,87 mmol) do composto 3 em 10 mL de MeOH e acrescentou-se 2,18 g (15,81
mmol, 2,3 eq) de K2COs3 e 1,20 g (6,87 mmol, 1 eq) de 2,2,2-trifluoroacetofenona. O
sistema foi fechado sob atmosfera de argénio e deixado em refluxo 18 h a 50 °C.
Apoés o tempo de reacéo filtrou-se em papel de filtro e evaporou-se o0 solvente em
rotaevaporador. O sélido elastico resultante é entdo lavado com 25 mL de TBME e
seco a presséo reduzida. Obteve-se 0,325 g (24,5%) do produto na forma de um

sélido branco.

Analises — Nao foram realizadas analises devido a instabilidade dos carboxilatos de

potassio.

Acido (R)-3-((1H-indol-3-il)-2(((S)-2,2,2-trifluoro-1-feniletil)amino)propanoico 5

H
N
D

CF;

©/ku/\[0ron

Em um baldo de 10 mL adicionou-se 660 mg (1,656 mmol) do composto 4 em
7 mL de solu¢cdo THF/H20 4%. Em seguida adicionou-se lentamente 188 mg (4,97
mmol, 3 eq) de NaBHa4 e deixou-se a reagdo em agitacao sob atmosfera de argbnio a
temperatura ambiente por 6 h. O solvente foi entdo retirado em rotaevaporador e
adicionou-se 25 mL de &agua destilada. Ajustou-se o pH da solucdo para 10 e
extraiu-se com AcOEt (3x30 mL). A fase aquosa foi acidificada até pH 2 com solucao
de HCI e realizou-se uma segunda extracdo com AcOEt (5x30 mL). O produto foi
seco e purificado em coluna tipo flash utilizando gradiente do eluente AcCOEt:Hex, de

30% a 50%. O rendimento da reacéo foi de 4%.

RMN H (500 MHz, CDCls) & (ppm) = 8,09 (d, J = 21 Hz, 1H); 7,39-7,35 (m, 3H);
7,20 (dd, J = 15 e 8 Hz, 3H); 7,16—7,11 (m, 1H); 7,07 (t, J = 8 Hz, 2H); 7,01 (t, J = 8
Hz, 1H); 6,97 (s, 1H); 6,85 (d, J = 8 Hz, 2H); 4,02 (g, J = 7 Hz, 2H); 3,49 (dd, J =9 e
5 Hz, 1H); 3,04 (dd, J = 15 e 9 Hz, 1H).
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RMN 13C (125 MHz, CDCls) & (ppm) = 136,5; 129,6, 129,4; 129,0; 128,7; 128,2;
123,3; 122,7; 122,6; 120,1; 120,0; 118,8; 118,6; 111,5; 111,4; 110,0; 63,5; 59,1;
29.8.

(R)-N-(1-cianociclopropil)-3-(1H-indol-3-il)-2(((S)-2,2,2-trifluoro-1-

feniletil)amino)propanamida 1
H
N
|
CF;

B H

SRRV

Em um baldo de 25 mL foram dissolvidos 50 mg (0,138 mmol) do composto 5
em 2 mL de DMF seco. A seguir adicionou-se 18 mg (0,152 mmol, 1,1 eq) de
ciclopropilaminonitrila, 78,7 mg (0,207 mmol, 1,5 eq) de HATU e 26,7 mg (36 mL,
0,207 mmol, 1,5 eq) de DIPEA. A solucao foi deixada em agitacdo e sob atmosfera
inerte por 24 h a temperatura ambiente. Dado o tempo da reagdo adicionou-se 15
mL de solucdo saturada de NaCl e extraiu-se com AcOEt (10 x 15 mL). A fase
orgéanica foi seca com Na2SOas e 0 solvente retirado em rotaevaporador. O produto
foi purificado em coluna do tipo flash utilizando gradiente do eluente AcOEt:Hex, de
40% a 60%. O rendimento da reacé&o foi de 89%.

RMN H (500 MHz, CDCl3) & (ppm) = 8,19 (s, 1H); 7,69 (s, 1H); 7,34 (dd, J=17 e 8
Hz, 2H); 7,18 (t, J = 7 Hz, 2H); 7,03 (t, J = 8 Hz, 1H); 6,99 (t, J = 8Hz, 1H); 6, 90 (s,
1H); 6,75 (d, J = 8Hz, 2H); 3,37 (dd, J = 9 e 4 Hz, 1H); 3,26 (dd, J = 14 e 4 Hz, 1H);
2,93 (dd, J = 14 e 9 Hz, 1H): 1,57 (m, 2H); 1,22 (m, 1H): 1,15 (m, 1H).

RMN 13C (125 MHz, CDCIs) & (ppm) = 174,5; 136,5; 132,5; 129,2; 128,6; 127,8;
127,1; 123,3; 122,7; 120,1; 119,9; 118,5; 111,4; 110,0; 61,0; 60,5; 29,3; 21,2; 20,2;
17,1; 16,5; 14,3.
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5.2 Procedimentos para o preparo das moléculas da rota da L-Serina

Acido (S)-2-((benziloxi)carbonilamino)-3-hidroxipropanoico 6

o)

HO/\HJ\OH

HN
~Cbz

Em um bal&do de 250 mL, 4 g (38 mmol) de L-serina foram dissolvidos em 152
mL de NaHCOs. Lentamente e sob atmosfera inerte adicionou-se 9,56 g de
cloroformiato de benzila (8 mL, 56 mmol, 1,5 eq). A reacéao foi deixada em constante
agitacdo a temperatura ambiente e apds 5 h foi extraida com dietil éter (6x30 mL). A
fase aquosa foi entdo acidificada com 20 mL de HCI concentrado até pH 1, momento
em que se observa a formacdo de um precipitado branco. Adicionou-se 150 mL de
agua destilada e extraiu-se com AcOEt (8x45 mL). A fase organica foi seca com
Na2SO4 e 0 solvente evaporado a vacuo. Obteve-se 8,44 g de produto (93%), sendo

este um sélido branco.

RMN *H (400 MHz, CD3OD) & (ppm) = 7,43-7,22 (m, 5H); 5,11 (s, 2H); 4,28 (t, J = 4
Hz, 1H); 3,86 (qd, J = 11 e 4 Hz, 2H).

RMN 13C (100 MHz, CD3OD) & (ppm) = 173,7; 158,8; 138,1; 129,4; 128,8; 67,7; 63,1;
57,7.

2-((benziloxi)carbonilamino)-3-hidroxipropanoato de (S)-metila 7

o)

HO/\HkOMe

HN
“Cbz

Em um baldo de 500 mL sob atmosfera de argbnio 8 g (33,4 mmol) do
composto 7 foram solubilizados em 68 mL de MeOH seco e agitada a 0 °C.
Adicionou-se lentamente 4 g (2,45 mL, 33,4 mmol, leq) de cloreto de tionila

destilado e deixou-se a reacdo em agitacao durante 1 h a 0 °C. Permitiu-se que a
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mistura retornasse a temperatura ambiente e a reacdo seguiu-se por mais 14 h,
seguindo-se a evaporacdo do solvente. O residuo no baldo foi solubilizado em
MeOH, evaporado na sequéncia em rotaevaporador. Este procedimento de lavagem
e evaporacao foi realizado 5 vezes utilizando 8 mL de MeOH. O produto & um 06leo

transparente de clara tonalidade salméo. O rendimento foi quantitativo.

RMN H (500 MHz, CD30OD) & (ppm) = 7,37-7,28 (m, 5H); 5,10 (s, 2H): 4,32 (t, 1H);
3,86 (dd, J = 12 e 7 Hz, 1H); 3,80 (dd, J = 11 e 4 Hz, 1H); 3,73 (s, 3H); 3,35 (s, 1H).

RMN 13C (100 MHz, CDs3OD) & (ppm) = 172,3; 157,9; 137,3; 129,1; 128,7; 128,5;
78,9; 78,6; 78,2;: 67,6; 62,8; 57,3; 52,8.

2-((benziloxi)carbonilamino)-3-iodopropanoato de (R)-metila 8

O

| OMe

HN
“Cbz

Em um baldo de 25 mL adicionou-se 1,55 g (5,93 mmol, 1,5 eq) de
trifenilfosfina e 400 mg (5,93 mmol, 1,5 eq) de imidazol, que foram dissolvidos em
6,8 mL de Cl2CH2 seco. 1,5 g (5,93 mmol, 1,5 eq) de iodo foram entdo adicionados
durante um periodo de 30 min. Por fim adicionou-se a solucdo de 1 g (1,95 mmol) do
composto 7 em 5 mL de Cl2CH2, e a reacéo foi deixada overnight a temperatura
ambiente sob atmosfera inerte. A mistura foi lavada com tiossulfato de sédio e
purificada em coluna do tipo flash utilizando gradiente do eluente AcOEt:Hex, de 0%

a 80%, para obter 0,856 g (60%) do produto na forma de sélido branco.

RMN !H (500 MHz, CDsOD) & (ppm) = 7,38-7,28 (m, 5H); 5,12 (s, 2H); 4,47 (t, 1H);
3,75 (s, 3H); 3,57 (dd, J = 10 e 4 Hz, 1H); 3,48 (dd, J= 10 e 7, 1H).

RMN 13C (125 MHz, CDsOD) & (ppm) = 169,7; 155,4; 136,0; 128,6; 128,3; 128,1;
67,3; 54,1; 53,1.
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2-((benziloxi)carbonilamino)-3-(1H-indol-5-il)propanoato de (S)-metila 9

—

NH

Cbz OMe

N
(o]

Em um bal&o previamente seco e sob atmosfera de argonio adicionou-se 270
mg (4,13 mmol, 3 eq) de zinco ativado e 97,40 mg (0,4 mmol, 0,3 eq) de iodo. O
baldo foi aquecido de modo que os grdos de iodo sublimassem em seguida resfriado
até a temperatura ambiente para a adicdo de 0,7 mL de DMF seco. Uma solucao
contendo 500 mg (1,37 mmol) do composto 8 em 0,7 mL de DMF foi entédo
adicionada e a mistura foi deixada em agitacdo por 5 min a temperatura ambiente,
seguida de mais 45 min a 30 °C. Adicionou-se entdo a solucdo de 324 mg (1,65
mmol, 1,2 eq) de 5-bromoindol em 0,4 mL de DMF, 28,2 mg (0,069 mmol, 0,005 eq)
de S-Phos e 25,2 mg (0,027 mmol, 0,02 eq) de Pdz(dba)s. A reacao foi deixada sob
agitacédo a 50 °C overnight e em seguida lavada com 10 mL de solugao saturada de
cloreto de sodio e extraida com AcOEt (3x8 mL). A fase organica foi lavada uma
altima vez com 10 mL de solucdo saturada de cloreto de sodio e concentrada a
presséao reduzida. Foi, por fim, purificada em coluna do tipo flash utilizando gradiente
do eluente AcOEt:Hex, de 10% a 50%, para obter 258 mg (46,9%) do produto puro,

um viscoso 6leo amarelo.

RMN H (400 MHz, CDCls) & (ppm) = 8,27 (s, 1H); 7,35-7,24 (m, 7H); 7,15 (t, 1H);
6,89 (d, J = 8 Hz, 1H) 6,46 (m, 1H); 5,23 (s, 1H); 5,08 (s, 2H); 4,68 (g, 1H); 3,70 (s,
3H); 3,19 (m, 2H).

RMN 13C (125 MHz, CDCIs) & (ppm) = 172,5; 155,9; 136,5; 135,2; 128,6; 128,3;
128,2; 128,2; 126,9; 127,7; 123,4; 121,4; 111,4; 102,6; 67,0; 55,4; 52,4; 38,4.
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2-amino-3-(1H-indol-5-il)propanoato de (S)-metila 10

—

NH

OMe
H,N

(0]

Em um baldo de 25 mL, transferiu-se 214,64 mg (3,34 mmol, 1 eq) de
Pd(OH)2/C 20% e adicionou-se uma solucdo de 1,32 g (3,34 mmol) do composto 9
em 14 mL de MeOH seco. A solucdo foi posta sob atmosfera de hidrogénio e
deixada em agitacdo por 16 h a temperatura ambiente. Apés este periodo a mistura
foi filtrada com celite e 0 solvente evaporado a pressao reduzida, resultando em

0,612 mg (84%) de um 6leo verde escuro de alta viscosidade.

RMN !H (500 MHz, CDCl3) & (ppm) = 8,17 (s, 1H); 7,46 (s, 1H); 7,33 (d, J = 8 Hz,
1H); 7,20 (t, 1H); 7,01 (dd, J = 10 Hz, 1H); 6,50 (m, 1H): 3,78 (m, 1H); 3,73 (s, 3H):
3,21 (dd, J = 14 e 5 Hz, 1H); 2,94 (dd, J = 14 e 8 Hz, 1H).

RMN 13C (125 MHz, CDCls) & (ppm) = 175,8; 175,1; 128,4; 128,3; 124,7; 123,5;
121,4; 111,3; 102,6; 56,4; 52,1; 41,4.

Acido (S)-3-(1H-indol-5-il)-2-(((R)-2,2,2-trifluoro-1-feniletil)amino)propanoico 11

—

NH

Em um viel foram dissolvidos 50 mg (0,229 mmol) do composto 10 mais 73
mg (0,527 mmol, 2,3 eq) de K2CO3 em MeOH seco. Apoés adigcéao de 39,8 mg (0,229
mmol, 1 eq, 32 pL) de trifluoroacetofenona a reacdo foi deixada em agitacdo e
atmosfera de argdnio durante 18 h a 50 °C. Em seguida a mistura foi filtrada para
retirar o K2COs e o filtrado foi seco a atmosfera reduzida para retirada do solvente. O
sélido resultante foi redissolvido em THF seco, seguido da adi¢do de 43,33 mg (1,15

mmol, 5 eq) de NaBH4 anidro. A reacéo foi deixada overnight sob atmosfera de
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argbnio e temperatura ambiente. O solvente foi evaporado sob pressao reduzida,
adicionou-se 3 mL de agua destilada e extraiu-se com AcOEt (3x4mL). A fase
aquosa foi acidificada com solucdo de HCI até pH 2, quando uma segunda extragdo
com AcOEt (4x4mL) foi realizada. As fases organicas das duas extracbes foram
juntadas, secas com Na2SOs e tiveram o solvente evaporado em rotaevaporador. A
purificacdo foi feita em coluna do tipo flash utilizando AcOEt:Hex 50%. O rendimento
da reacéo foi de 47% (38,7 mg).

RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm) = 8,01 (s, 1H); 7,33-7,20 (m, 7H); 7,13 (t, J = 7,8
Hz, 2H): 6,99 (d, J = 7,6 Hz, 2H): 6,88 (d, J = 8.3 Hz, 2H); 6,37 (d, J = 2.6 Hz, 1H);
3,23 (M, 1H): 3,12 (dd, J = 14 e 5 Hz, 1H), 2.92 — 2.83 (m, 1H).

RMN 13C (125 MHz, CDCls) & (ppm) = 171,2; 135,2; 129,2; 128,6; 128,4; 128,2;
128,0; 127,5; 126,5; 124,9; 123,0; 121,2; 111,6; 102,8; 60,7; 38,8.

(S)-N(1-cianociclopropil)-3-(1H-indol-5-il)-2-(((R)-2,2,2-trifluoro-1-
feniletil)amino)propranamida 2

Em um frasco de 5 mL, 27 mg (0,075 mmol) do composto 11 foi dissolvido em
1 mL de DMF seco. Em seguida adicionou-se 9,78 mg (0,082 mmol, 1,1 eq) de
ciclopropilaminonitrila, 42,77 mg (0,112 mmol, 1,5 eq) de HATU e 14,54 mg (0,112
mmol, 1,5 eq, 19,6 uL) de DIPEA. A solucéo foi deixada a temperatura ambiente por
24 h sob agitacéo e atmosfera de argonio. Completado o tempo de reacéo, 5 mL de
solucéo de HCI foram adicionados e extraiu-se com AcOEt (6x4mL). A fase organica
foi extraida uma segunda vez com NaCl (2x6mL). A solucéo foi seca com NazSO4 e
o0 solvente foi evaporado sob pressédo reduzida. A purificacdo foi realizada com
coluna do tipo flash utilizando solu¢cdo de AcOEt:Hex de 30% a 70% como eluente.
O produto obtido foi um 6leo amarelado semitransparente. O rendimento da reacao
foi de 63% (20,1 mg).
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RMN H (500 MHz, CDCl3) & (ppm) = 8,02 (d, J = 8 Hz, 1H); 7,29-7,24 (m, 3H); 7,22
(d, J = 3 Hz, 1H); 7,13 (t, J = 8 Hz, 1H); 6,99 (d, J = 8 Hz, 2H); 6,88 (d, J = 8 Hz, 1H);
6,37 (s, 1H); 3,23 (dd, J = 8 e 5 Hz, 1H); 3,12 (dd, J = 13 e 5 Hz, 1H); 2,87 (dd, J =
13 e 8 Hz, 1H).

RMN 3C (125 MHz, CDCIs) & (ppm) = 174,2; 135,1; 129,0; 128,5; 128,4; 127,8;
126,6; 125,0; 122,9; 121,0; 119,8; 111,6; 102,5; 62,0; 39,3; 20,1; 17,0; 16,4.

5.3 Procedimentos para o preparo do catalisador Pdz(dba)z

Dibenzilidenoacetona (dba)

T

Em um baldo de 50 mL foram transferidos 15 mL de &gua destilada nos quais
foram dissolvidos 1,5 g de cloreto de sodio. A solugéo foi mantida em agitagdo num
banho ligeiramente gelado e 11,8 mL de etanol foram adicionados. Quando a
solucéo voltou a temperatura ambiente adicionou-se metade da solucédo de 3 g (3
mL, 28,8 mmol, 2 eq) de benzaldeido destilado em 0,85 g (1,07 mL, 14,6 mmol, 1
eq) de acetona, observando a formacédo de um precipitado amarelo. A mistura foi
agitada por 50 min e entdo adicionou-se o restante da solugdo de benzaldeido e
acetona. A agitacdo foi mantida por mais 30 min, seguindo-se a filtracdo da
suspensao e lavagem do floculado amarelo com 4gua destilada até que se obtivesse
um filtrado transparente. O solido foi recristalizado com AcOEt. A massa final obtida
foi de 1,786 g (52%), sendo o produto um solido amarelo.
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Tris(dibenzilidenoacetona)dipaladio (0)

0
NN
o [ &

Em um baldo de 25 mL foram transferidos 334,5 mg (1,49 mmol) de acetato
de palédio (ll) e 122,2 mg (1,49 mmol, 1 eq), de acetato de sodio, além de 16,8 mL
de MeOH. A reacéo foi agitada a 40 °C por 3 h, observando-se a formagao de um
precipitado marrom. A mistura foi filtrada e o solido lavado com MeOH e &gua
destilada. O produto foi arrastado para fora do filtro utilizando cloroférmio e seco a
pressao reduzida. O sélido resultante deste processo foi dissolvido em 7 mL de
cloroférmio destilado e 25 mL de acetona e deixado a -18 °C overnight. Os cristais
obtidos foram filtrados a vacuo e lavados com 20 mL de acetona gelada. Obteve-se

0,372 mg (41%) de cristais roxo escuros de Pdz(dba)s.
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APENDICE

(R)-2-amino-3-(1H-indol-3-il)propanoato de metila 3

RMN H (500 MHz, CD3z0D)
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Acido (R)-3-((1H-indol-3-il)-2(((S)-2,2,2-trifluoro-1feniletillamino)propanoico 5

RMN H (500 MHz, CDCls)
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(R)-N-(1-cianociclopropil)-3-(1H-indol-3-il)-2(((S)-2,2,2-trifluoro-1-

feniletil)amino)propanamida 1

RMN *H (500 MHz, CDCls)
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Acido (S)-2-((benziloxi)carbonilamino)-3-hidroxipropanoico 6

RMN H (400 MHz, CD30D)
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2-((benziloxi)carbonilamino)-3-hidroxipropanoato de (S)-metila 7

RMN H (500 MHz, CD3z0D)
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2-((benziloxi)carbonilamino)-3-iodopropanoato de (R)-metila 8

RMN *H (500 MHz, CD3OD)
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2-((benziloxi)carbonilamino)-3-(1H-indol-5-il)propanoato de (S)-metila 9

RMN H (400 MHz, CDCl)
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2-amino-3-(1H-indol-5-il)propanoato de (S)-metila 10

RMN H (500 MHz, CDCls)
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Acido (S)-3-(1H-indol-5-il)-2-(((R)-2,2,2-trifluoro-1-feniletil)amino)propanoico 11

RMN H (500 MHz, CDCls)

o™ DOWMANLWMO WV OULNTOANTTMN—OOWNMNLW
SO ANANNN « OomM NANANNNNNAN =~ 0) 0 ®©
00 [ D e L L D (e (o) FTITTTOOOOOOONMONONNNN
N N N T \———
NH
CF;3
' OH
N
o]
& breo & & oR L
(2] OO N~NWOVUM o o — M <
o M AN A — — — -
} T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

4.5 4.0
f1 (ppm)

RMN 13C (125 MHz, CDCls)

©
©
I
-
N Y] ©
jo - N
N2 g © o
_g‘_ = ~ L
- - ©
o~ 0 ~ I3]
to} © =}
@
N = o ©
-
N~
-
Sl JIIJ Il | Jol, .

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 . 105 100 95 9 8 8 75 70 65 60 55 50 45 40
1 (ppm)

58



(S)-N(2-cianociclopropil)-3-(1H-indol-5-il)-2-(((R)-2,2,2-trifluoro-1-

feniletil)amino)propranamida 2

RMN *H (500 MHz, CDCls)
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