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Nomenclatura

Neste trabalho, a nomenclatura segue, regra geral, as normas IUPAC. No entanto, quando os
compostos sao conhecidos por designagoes triviais, estas foram adoptadas de modo a facilitar a sua

compreensao e simplificar o texto.

Abreviagoes

ATP — Trifosfato de adenosina

BATO — Aduto de acido borénico de dioxima de tecnécio (do inglés boronic acid adducts of technetinm
dioximes)

BNSA — #-butileno salicilamina

BOC — #ert-butoxicarbonilo

DCM - Diclorometano

DMF — Dimetilformamida

DMSO — Dimetilsulféxido

DMSA - 2,2. dimetilpropileno salicilamina

ENSA — Etileno salicilamina

IV — Espectroscopia de infravermelho

LC-MS ou HPLC-MS — Cromatografia liquida acoplada com espectrometria de massa (do inglés
liguid chromatography—mass spectrometry)

Ms — Mesilo

PET — Tomografia de emissao de positrao (do inglés positron emission tomography)

P.f. — Ponto de fusao

PNSA — n-propileno salicilamina

n — Rendimento

SPECT — Tomografia de emissao de fotao unico (do inglés single photon emission computed tomograplhy)
THF — Tetraidrofurano (do inglés zetrabydrofuran)

TLC — Cromatografia de camada fina (do inglés #hin layer chromatography)

Ts — Tosil



Utilizam-se as seguintes abreviaturas na descrigio dos espectros de ressondncia

magnética nuclear:

RMN'H — Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear proténica

RMN"C — Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de carbono 13

d — dubleto

dd — duplo-dubleto
m — multipleto

q — quarteto

s — singuleto

sl — singuleto largo

t — tripleto

TMS — Tetrametilsilano



Resumo

A hipéxia é um estado de reduzida pressao parcial de oxigénio nas células e é uma
caracteristica tipica de varios tumores. Verifica-se uma relagdo causa-efeito entre a caréncia de
oxigénio nas células e a deficiente resposta aos tratamentos anti-cancerigenos. Consequentemente,
torna-se muito importante o conhecimento exacto da sua extensao.

Sdo varios os métodos capazes de detectar e caracterizar o estado de hipdxia, contudo, na
sua maioria, sdo invasivos ou até irreprodutiveis. A excepg¢ao sao as técnicas de medicina nuclear,
mais propriamente a imagiologia que veio permitir o uso de radiotragadores para a detec¢io de
hipéxia.

Este projecto visava o desenvolvimento de diversos tipos de ligandos derivados de diaminas,
tais como diaminodioximas, salens e salans. Estes, apds complexacio com tecnécio radioactivo,
seriam utilizados em imagiologia funcional, de modo a permitir a detec¢ado e quantificagdo nao
invasivas eficientes da hipéxia tumoral.

Efectivamente, sintetizaram-se dois compostos do tipo cloronitroso, 2-cloro-2-metil-3-
nitrosobutano e 2-cloro-2-metil-3-nitrosobutan-4-ol, e algumas diaminas tais como a (1K, 35)-1,3-
diamino-1,2,2-trimetilciclopentano e (25)-2-(metoximetiloxi)-1,4-diaminobutano. Estes pretendiam-
-se utilizar para a sintese de algumas diaminodioximas, salens e salans. Obtiveram-se e
caracterizaram-se, um salen derivado do (1R, 35)-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano e um novo
ligando aminico nitro-aromatico: N-[2-(4-nitroimidazole)-etil]ciclo-hexilamina.

Numa fase postetior, os ligandos obtidos serdao testados quanto a complexagao com tecnécio

radioactivo e capacidade de marcagao de células hipoxicas.



Abstract

Hypoxia is a state of reduced partial pressure of oxygen in cells and is a typical feature of
many tumours. There is a cause-effect relation between the lack of oxygen in cells and poor
response to anti-cancer treatments. Thus, it is very important to know its exact extent.

There are several methods to detect and characterize the state of hypoxia, however most of
them are invasive or even irreproducible. The exception is the nuclear medicine techniques,
particularly imaging, that allow the use of radiotracers for the detection of hypoxia.

The purpose of this work was the development of various types of ligands derived from
diamines, such as diaminodioximes, salens and salans. These were complexed with radioactive
technetium-99m and would be used in functional imaging, in order to allow efficient, non-invasive,
detection and quantification of tumor hypoxia.

Indeed, two chloronitroso type compounds, 2-chloro-2-methyl-3-nitrosobutane and
2-chloro-2-methyl-3-nitrosobutan-4-ol, and  some  diamines, such as (1R35)-1,2,2-
trimethylcyclopentane-1,3-diamine  and  (25)-2-(methoxymethoxy)butane-1,4-diamine,  were
synthesized. These were to be used for the synthesis of some diaminodioximes, salens and salans.
We obtained and characterized a salen derivative of (1K, 35)-1,2,2-trimethylcyclopentane-1,3-
diamine and a new nitro-aromatic amine-ligand:  N-(2-(4-nitro-1H-imidazol-1-yl)ethyl)
cyclohexanamine.

At a later stage, the ligands obtained will be tested for complexation with radioactive

technetium-99m and for the ability to trace hypoxic cells.
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Capitulo 1

Introdugao

1.1 Hipo6xia Tumoral

A hipoxia é o estado de reduzida pressio parcial de oxigénio nas células e é uma
caracteristica de varias condi¢bes patofisiologicas, como, por exemplo, o cancro, insuficiéncia
respiratoria e algumas doengas vasculares. Tipicamente, a hipéxia resulta de um fornecimento
inadequado de oxigénio que pode ser causado por factores como: baixa pressao parcial de oxigénio
no sangue arterial, fluxo de sangue inadequado aos tecidos ou deficiéncia circulatéria, deficiente
capacidade do sangue em transportar o oxigénio dos tecidos e ac¢ao de toxinas sobre as enzimas
respiratorias [1]. O oposto, estado de hiperdxia, é o excesso de oxigénio nas células. A concentragao
intracelular de oxigénio deve ser mantida entre a hipdxia e a hiperdxia, de modo a que a actividade
celular ocorra normalmente.

Dado que o oxigénio é um elemento essencial para o metabolismo oxidativo e para a cadeia
de transporte de electroes nas mitocondrias das células vivas, qualquer alteraciao dos seus niveis leva
a ocorréncia de uma série de mudangas fisiologicas e a privagao deste podera mesmo levar a morte
celular. Ou seja, ao nivel celular, a hipoxia causa, inicialmente, perda da fosforilacio oxidativa e da
producao de ATP pelas mitocondrias, impedindo a célula de utilizar o seu principal meio de
obtengdo de energia, levando a sua morte [1,2].

A demonstragao da presenca de zonas hipoxicas em tumores humanos foi feita pela primeira
vez na década de 50 do século passado e os resultados publicados em 1955 por Thomlinson and
Gray. No referido estudo foi verificada a existéncia de zonas hipoxicas cronicas e até necroticas em
carcinomas bronquicos, a cerca de 150 pm dos vasos sanguineos, que ¢ uma distancia ligeiramente
superior a de difusio do oxigénio soluvel nos tecidos. Tipicamente, para distancias de difusao de
oxigénio até 100 um ha uma boa oxigenag¢ao (normoxia), de 100 a 150 um existem condi¢oes de

hipéxia e acima dos 150 pm sao ultrapassadas as distancias limite de difusio, existindo anodxia


http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fosforila%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/ATP
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(pressao parcial de oxigénio ¢ de 0 mmHg) e consequente necrose celular [1,3,4]. Na maioria dos
tumores solidos, a hipéxia desenvolve-se devido a incapacidade do sistema vascular fornecer
quantidades adequadas de oxigénio para as massas tumorais.

Ao contrario do que ocorre nos tecidos normais, nos tumores as massas celulares vio
crescendo. Numa primeira fase o abastecimento sanguineo ¢ feito através da vascularizagio existente
na regido, posteriormente, durante o crescimento do tumor, alguns dos vasos pré-existentes sao
comprimidos ou obstruidos, necessitando de um fornecimento adicional de oxigénio de modo a
manter estas células vivas. Assim, de modo a satisfazer esta necessidade, ¢ promovido o
aparecimento de novos vasos sanguineos [5]. Os novos vasos sanguineos formam-se de um modo
excessivo, sio distorcidos e seguem direc¢Oes variadas e imprevisiveis. Consequentemente, a
geometria da difusdo sofre distor¢des nos tecidos neoplasicos, sendo pior que nos tecidos normais,
o que impossibilita uma suficiente difusdo do oxigénio. Esta particularidade leva a areas bem
irrigadas e a outras com pouca ou nenhuma vascularizagdo, o que faz com que o transporte de
oxigénio e nutrientes para algumas regides do tumor seja muito menos eficiente do que nos tecidos
normais. SAo estas caracteristicas que levam a varias transformagdes nos tumores, tornando-os
muito heterogéneos, com subpopulagdes celulares com diferentes proximidades vasculares e
exibindo baixa tensio de oxigénio, baixo pH e concentra¢oes de glicose reduzidas. Um micro-
-ambiente deste género induz uma variedade de mudangas biologicas nas células cancerigenas,
incluindo mudangas metabdlicas e de expressao genética [1,2,0].

Com base na hipéxia, muitos tratamentos anti-cancerigenos tinham como objectivo impedir
o crescimento dos vasos sanguineos nos tumores eliminando o seu suplemento de oxigénio e,
consequentemente, provocando a sua morte. No entanto, estudos relativamente recentes contrariam
o exposto anteriormente. Estes estudos demonstraram que as células tumorais que sobrevivem ao
estado de hipoxia podem usar esta falta de oxigénio a seu favor, verificando-se, também, uma
relagao causa-efeito entre a hipdxia e a deficiente resposta aos tratamentos anti-cancerigenos [7].

Pennacchietti e colaboradores conseguiram mesmo relacionar a hipdxia e a progressao
acelerada dos tumores por meio de uma via molecular precisa. Os baixos niveis de oxigénio
permitem a activagao de proteinas e enzimas especificas que, posteriormente, levam a estimulagao da
divisao celular, migracao e mudangas morfolégicas de varios tipos celulares. Tal pode tornar os

tumores mais agressivos e capazes de invadir outros tecidos, formando metastases [7,8].
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Ao longo da ultima década, o estado de oxigena¢ao nos tumores sélidos tem sido objecto de
estudo e tornou-se evidente que a hipoxia modifica os padroes da expressio genética de varias
formas que alteram o potencial de malignidade dos tumores, levando a caracteristicas mais agressivas
de sobrevivéncia. Como resultado, tumores hipoxicos sao mais dificeis de tratar, tendo maior
resisténcia a terapia por radiacio, a terapia fotodinamica e a alguns sistemas de quimioterapia [9].

Os dois principais tratamentos do cancro utilizados, até a0 momento, sao a quimioterapia e a
radioterapia. Porém, estas duas técnicas nao se tém mostrado totalmente eficientes, devido a
existéncia de regides hipdxicas. Ou seja, a hipdxia estd relacionada com a radiorresisténcia e com a
ineficacia dos tratamentos, tal como condiciona o sucesso dos tratamentos poés-cirurgicos e de
alguns sistemas de quimioterapia.

O oxigénio deve estar presente durante a irradiagdo para que ocorram as reacgoes
bioquimicas consequentes a acgdo fisica da radiagdo incidente, e em condi¢Oes hipdxicas essas
reacgoes sao desfavorecidas. Em termos praticos, a hipéxia tumoral possui um efeito radioprotector,
pois o oxigénio molecular ¢ o factor biol6gico mais importante, influenciando o efeito das radiagdes
ionizantes. O reconhecimento definitivo desta situagdo deu-se em 1936 pela publicacio de Mottram
e colegas, sendo o assunto generalizado a partir dos anos cinquenta, com as publicacdes de Read,
Gray e respectivos colegas. Estas primeiras publicagdes chamaram a aten¢do para o facto de que,
para uma morte celular equivalente, sob condi¢des de hipdxia sao necessarias doses superiores de
radiagao. Ou seja, para um mesmo efeito, em condi¢Ges de hipdxia ¢ necessaria uma dose de
irradiagao 2,5 a 3,5 vezes superior a que seria necessaria em condi¢oes de oxigenagdo normais.
Apenas na dltima década foi possivel demonstrar a nivel clinico uma relacao clara entre a hipdxia e a
radiorresisténcia, pois, até entao, a realizacao de medi¢oes em tecidos vivos num hospedeiro foram
impossibilitados pela inexisténcia de instrumentos de medi¢do adequados [10-12]. Células com
oxigena¢do normal sao mais sensiveis aos efeitos da radiagdo ionizante do que as células em
condic¢ao de hipoxia, uma vez que as moléculas de oxigénio reagem facilmente com os radicais livres
formados pela radiagao, levando a origem de radicais muito reactivos. Este tipo de radicais é que
permite a destruicio das biomoléculas e consequente morte celular, ao contrario do que sucede em
células tumorais hipoxicas, tornando-as mais resistentes a radioterapia em comparagio com as

células normoxicas [5,12,13].
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Quanto a resisténcia dos tumores sélidos a quimioterapia, esta é explicada pela dificuldade
do farmaco em alcangar as células hipoxicas, impossibilitando a presenca destes em concentragdes
terapeuticas [5].

Estudos demonstram que a maioria (16 em 18) dos tumores na cabeca e pescogo com
pressoes de oxigénio compreendidas entre 11-30 mmHg apresentam resposta total a terapia por
radiagao. Em contrapartida, 10 em 13 dos tumores analisados com valores de pressao de oxigénio
inferiores a 10 mmHg nao apresentam nenhuma resposta a terapia [14]. Deste modo, o
conhecimento da condi¢ao hipoxica e a quantificacio dos niveis de oxigénio no tumor ¢
fundamental no prognédstico do cancro, pois tem implicagOes na resposta as terapias, determinando

o modo e tipo de terapia mais adequado.

1.2 Métodos de medigao da hipdxia tumoral

Actualmente, ¢ evidente que o estado de oxigenacao das células nos tumores influencia a
eficacia de tratamentos anti-cancerigenos. A hipdéxia é um factor negativo para o sucesso da terapia
por radiagdo e quimioterapia nos tumores, bem como esta associada a uma instabilidade genética
que leva, muitas vezes, a uma maior agressividade destes. Como tal, é necessario o conhecimento
preciso dos niveis de oxigénio nos tecidos de interesse, de modo a entender o mecanismo
patogénico e a desenvolver estratégias de correc¢do eficazes; o que requer métodos com boa
resolucdo espacial e temporal que permitam obter medigdes repetidas da regiao de interesse, de
modo a detectar mudangas na oxigenag¢ao, durante um perfodo de tempo [1].

Virios métodos conseguem detectar a hipoxia tumoral e estes sio escolhidos de acordo
com a viabilidade das abordagens disponiveis, a invasao do método, grau de resolucio necessaria,
necessidade de medi¢ao de parametros directos ou indirectos e de acordo com consideragoes
financeiras [13]. A hipéxia pode ser avaliada por meio de varios métodos directos e indirectos:
utilizando eléctrodos de oxigénio, tracadores imunohistoquimicos para os tracadores exogenos e
endogenos de hipoxia ou por espectroscopia de ressonancia magnética [9,15,16].

O wuso de eléctrodos de oxigénio em Eppendorf, método polarografico, tem sido
considerado o método-padrao para medi¢do da pressio parcial de oxigénio nos tumores. Esta

tecnologia foi aplicada durante décadas e era a unica que podia efectuar tais medi¢oes directamente,
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contudo ha varia¢des na medigao da pressao parcial de oxigénio e os resultados obtidos dependem
de variaveis como o laboratério em que se realizam. Além do referido, esta técnica ndo consegue
medir a oxigenagao em determinadas micro-regides, ao longo do tempo, uma vez que utiliza
oxigénio no processo de medigdo, entre outras desvantagens. Os eléctrodos de Eppendorf
constituem uma técnica de medi¢ao extracelular e, caso se pretenda informagao intracelular, outros
métodos terao que ser utilizados [1,15].

As técnicas imunohistoquimicas, no que diz respeito a sua aplicacao na deteccao de hipoxia
tumoral, constituem um método que consegue distinguir o grau de hipdxia, tal como a fracgao de
células tumorais neste estado, e fornece, também, uma medida mais precisa da hipdxia. Contudo, a
técnica é limitada quanto a identificagdo das células hipoxicas terapeuticamente relevantes e é uma
técnica invasiva [1].

Como opg¢ao surge a coloragdo imunohistoquimica, que é uma técnica intracelular com
resolugao espacial. Neste método ¢ usada coloragio de marcadores de hipdxia endogéneos
(produtos de genes) e exogéneos (quimicos, farmacos), que tém a vantagem de fornecer informagao
da distribuigao espacial da hipéxia nos tumores a um nivel micro-regional. Em compara¢ao com a
sonda de Eppendorf, esta técnica fornece informacao essencial do ambiente intracelular a um nivel
individual, enquanto que a sonda de Eppendorf da informagao relativamente a um volume de 500
células [1,17].

Todos os métodos atris referidos sio de caricter informativo mas, no entanto, sao invasivos.
A medig¢do da hipdxia devera ser rapida, econdmica, acessivel, nao invasiva e sem efeitos secundarios
e isto nao tem acontecido até agora, uma vez que todos os métodos desenvolvidos necessitam de
equipamento especializado, apresentam caracter invasivo e sio dependentes de biopsia, pelo que sao
deficientes devido a heterogeneidade e a distribuicdo da hipéxia no tumor. Concludentemente, pode
nao haver reprodutibilidade do método [18].

Surgem, entdo, as técnicas imagioldgicas que permitem uma avaliagio da hipéxia de forma
nao invasiva, fornecendo, também, informagao sobre a heterogeneidade do tumor. Em geral, estes
métodos que permitem obter uma imagem da concentracao de oxigénio nos tecidos podem ser
classificados segundo diferentes grupos, nomeadamente: métodos Opticos, que incluem
espectroscopia do infravermelho préximo e fosforescéncia; métodos baseados em ressonancia

magnética; tomografia computadorizada e métodos baseados em medicina nuclear [1].
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Sdo alguns os critérios que se devem verificar para o sucesso da imagiologia do grau de
oxigenagdao em sistemas vivos, tais como: a técnica ndo ser invasiva, possibilitar medi¢oes repetidas,
acessibilidade a regidao de interesse, resolucio da imagem, profundidade da medi¢ao, precisao e
robustez da medida, utilidade do parametro relatado e sua utilidade clinica, interferéncias na imagem,
tempo de aquisi¢ao da imagem, disponibilidade da instrumentagao, entre outros [19].

Relativamente a este projecto, a observacio da extensio da hipoxia parte do
desenvolvimento de técnicas de medicina nuclear.

Os procedimentos da medicina nuclear, incluindo emissio de positrao e emissao de fotao
simples, utilizam farmacos que tenham sido marcados com radionuclideos emissores de radia¢do
(radiofarmacos). Esta técnica difere dos outros métodos imagiolégicos pois nao fornece apenas
informac¢ao da morfologia do 6rgio, fornece igualmente informagao acerca da fungao fisiolégica do
6rgiao ou sistema sob investigagao [1].

A tomografia de emissio de positraio (PET) é a que permite as medigbes zz vivo e a
quantificagdo de processos fisiologicos, por meio de radiofarmacos emissores de positrdes de tempo
de vida curto. A PET permite, assim, localizar a regidao tumoral hipoxica 7z vive, com uma resolugdo
anatomica adequada, bem como possibilita a monitorizagao da terapia [19]. Nesta técnica tém sido
utilizados varios radiotragadores e biomarcadores para determinar a hipéxia tumoral [20]. Contudo,
tem-se vindo a verificar que a tomografia de emissao de fotao simples (SPECT) tem vantagens sobre
a PET, uma vez que esta mais disponivel e apresenta menotres custos operacionais.

Os ligandos objecto deste estudo, pretendem ser utilizados em SPECT, uma técnica

quantificadora, nao invasiva e facilmente acessivel.

1.3 Radiotragadores em hipoéxia tumoral

O desenvolvimento de técnicas de medicina nuclear veio permitir o uso de radiotragadores
para a detecgao de hipoxia. Estes, ao serem incorporados em vias metabolicas especificas, interagem
com espécies moleculares caracteristicas de uma determinada situagao patologica, permitindo obter
informacao funcional imagioldgica, recorrendo a camara gama, de forma nao invasiva. Assim, evita-
-se a biopsia e todos os problemas de reprodutibilidade, pois analisa-se o tumor como um todo,

obtendo-se informagao sobre a sua heterogeneidade e extensao. Um bom marcador de hipdxia nao é
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aquele que apenas detecta com sucesso a hipoxia tumoral, tem também que ser: estavel
quimicamente; facilmente depurado da corrente sanguinea e tecidos e deve apresentar um alto nivel
de excregao via renal [21].

Os radiofarmacos que tém sido utilizados em SPECT para deteccao da hipdxia sdo, na sua
maioria, caracterizados por possuirem o radionuclideo tecnécio (¥"Tc). Este elemento ¢ um dos
mais uteis em medicina nuclear, devido a diversas propriedades que o tornam um radionuclideo
bastante versatil. O tecnécio é obtido de um gerador *"Mo/”"Tc, sob a forma de pertecnetato de
sédio Na”"Tc""PO,) e na presenca de um agente redutor adequado, por exemplo cloreto
estanhoso, forma-se a espécie [""Tc™O]*". Neste estado de oxidacdo, o tecnécio complexa
facilmente com quatro atomos dadores de electres, formando um complexo que pode ser utilizado
na deteccdo da hipéxia. Outros radionuclideos como o “Ga e o "I também podem ser utilizados
em SPECT; contudo, o *™T¢, usado em 80% dos testes de diagndstico, possui varias caracteristicas
favoraveis levando a esta preferéncia. "I tem emissio gama apropriada para SPECT, nio emite
particulas alfa nem beta, que originariam uma dose elevada de radiacdo para o paciente. Este
radionuclideo tem energia adequada para efeitos de visualizagdo bem como para ser absorvido pela
proteccdao de chumbo dos profissionais de saide e possui tempo de meia-vida de 6 horas, o que ¢é
ideal tanto para a preparacio do radiofarmaco como para minimizar a dose de radiacao no paciente a
tratar [22-24].

A imagiologia com radionuclideos emissores gama, para a detec¢ao de tecidos hipodxicos, foi
inicialmente sugerida por Chapman, em 1979, sendo, depois disto, desenvolvidos muitos outros
radiotracadores para o mesmo objectivo [25].

Historicamente, a maioria dos radiotracadores que surgem na literatura com o objectivo de
detectar a hipéxia tumoral, incluem um grupo nitro-aromatico, o nitroimidazole, que se considera
essencial para a incorporagdo do farmaco nos tecidos hipoxicos (esquema 1.1) [18]. Muitos
organismos sdao capazes de reduzir compostos nitro-aromadticos, por meio de enzimas nitro-
-reductases, um metabolismo celular tipico que nas devidas condigoes de oxigenagao leva a posterior
retencao destes nas células. Numa primeira etapa os compostos penetram nas células por difusao,
tendo como factor determinante a lipofilicidade das moléculas. Posteriormente, a retengdo destes é
dependente do factor oxigénio. Em condi¢bes hipdxicas, o grupo nitroimidazole é reduzido

sucessivamente dentro da célula, levando a formacao de um anido radical nitro, bastante reactivo
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perante o oxigénio, seguido dos respectivos compostos nitroso e hidroxilamina e, por fim, a
respectiva amina. Os intermediarios destas redugdes tém maior afinidade pelas células hipoxicas do
que pelas outras, levando a que os complexos de tecnécio sejam retidos selectivamente nestas
células, permitindo a diferenciacio, por imagiologia, entre zonas normoxicas e hipdxicas. Por
oposicdo, em condigdes normoxicas (presenca de oxigénio) o anido radical nitro é oxidado tornando

0 processo maioritariamente reversivel, impedindo, assim, a reten¢ao dos complexos na célula [14].

M

E

M le . le 2e 3
RNO,—=| g [~ RNO,—~—~ RNO, ——> RNO ——= RNHOH RNH,

R -_ i

A 0, 0, !

N : . y
A e

Retencio

Esquema 1.1 — Representacio das redugbes do grupo nitro na célula que permite a sua retengio.

O estudo de complexos de tecnécio que contém ligandos com nitroimidazole desenvolveu-se
apos se observar (Nakamura em 1955) que o 2-nitroimidazole (Azomicina) possufa actividade contra
algumas infec¢oes associadas a ambientes desprovidos de oxigénio [26]. Esta caracteristica despertou
nao sé a atengao para sintese de nitroimidazois analogos, como o misonidazole, metronidazole e
tinidazole, com aplicagdo em antibidticos, bem como para a aplicagao de complexos de ligandos
com nitroimidazole na detec¢io da hipoxia [12-14]. O misonidazole (figura 1.1), por exemplo,
analogo ao 2-nitroimidazole, foi objecto de vastos estudos no que toca a sua capacidade de retengao
nas células hipdxicas. Porém, verificou-se que, 2 medida que o seu potencial de reducao na célula
aumentava, a sua estabilidade quimica diminuia progressivamente [27].

O,N N

A\

| N> OH
W

Figura 1.1 — Estrutura do ligando misonidazole.
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Outros complexos, como o "F-fluoromisonidazole, *’I-iodoazomicina arabinose e o "'I-
iodovinilmisonidazole, demonstraram-se promissores na avaliagio nao invasiva da hipéxia tumoral,
estimulando o desenvolvimento de outros tracadores marcados com “™Tc [1]. Este radionuclideo
nao so ¢ adequado as condi¢des necessaria de detecgao, como é muito menos dispendioso e mais
disponivel, comparativamente aos halogenados [28]. Contudo, sé recentemente é que as aplicagoes
praticas destes compostos vieram a ser desenvolvidas [14,29].

O primeiro radiotragador a ser testado como detector de hipéxia foi o “*Tc-BATO (aduto
de 4cido borénico de dioxima de tecnécio), que resulta da reac¢do entre um derivado de acido
bérico, contendo um grupo nitroimidazole, e dioximas marcadas com tecnécio. No entanto,
verificou-se um entrave: limita¢ao na difusdao deste tipo de complexos na membrana celular, o que
impossibilitava o sucesso na deteccio de células hipdxicas [14,30]. Efectivamente, o primeiro
radiotracador com resultados promissores a ser estudado, incorporando ”"Tc e um grupo
nitroimidazole, foi o BMS-181321, mais propriamente, em casos de isquemia e de hipdxia no
miocardio [18,31].

O complexo BMS-181321 ¢ sintetizado segundo a sequéncia apresentada no esquema 1.2,
fazendo-se reagir 2-cloro-2-metil-3-nitrosobutano com 1,3-diaminopropano para formar uma mono-
-oxima. Seguidamente, o intermediario originado reage com 2-cloro-2-metil-3-(2-nitro-1H-
imidazole-1-il)-3-nitrosobutano de modo a se obter o ligando pretendido. Posteriormente, este

ligando é complexado com *"T¢, obtendo-se, assim, um detector de hipéxia [14,18,32].
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Esquema 1.2 — Procedimento sintético para o radiotragador de hipéxia BMS-181321.

Os valores relativos de hipéxia/normoéxia do BMS-181321 sio bons, no entanto, este
complexo possui uma elevada instabilidade e lipofilicidade, o que se traduz numa depuragao muito
lenta e numa elevada eliminagao hepatobiliar.

Muitos outros complexos similares ao BMS-181321, incorporando um grupo nitroimidazole,
foram sintetizados com o intuito de detectar a hipoxia e de alcangar melhores resultados no que toca
a sua eliminagao do organismo. A maioria destes difere do BMS-181321 na estrutura da unidade
diaminica e/ou na posicdo de ligacio do grupo nitroimidazole. Existem detivados de 1,4-
diaminobutano e de 1,5-diaminopentano, possuindo uma ou duas unidades de nitroimidazole ligado
a0 esqueleto diaminico ou a unidade cloronitroso [33,34]. Um exemplo ¢ o complexo BRU 59-21
também conhecido como BMS-194796, derivado do 1,3-diaminopropano, mas com um oxigénio em
vez de um metileno na ponte propilénica, e com um grupo nitroimidazole ligado a unidade principal

(figura 1.2).
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Figura 1.2 — Estrutura do radiotracador de hipéxia BRU 59-21.

Segundo estudos 7z vitro, o BRU 59-21 comparado com o BMS-181321, possui maior
estabilidade, maior capacidade de detec¢ao e de captagao da hipdxia celular, aparentemente por
difusdo passiva. Além do referido, os estudos iz vivo demonstram que é rapidamente removido do
sangue por excre¢ao hepatobiliar, sendo apenas 10% do composto eliminado pelo sistema urinario
[21,35].

Outro composto que contém o grupo nitroimidazole é um ligando denominado de Cyclam

99my

AK 2123, que ap6s complexacao com ~—Tc também foi testado como radiotracador da hipoxia.
Com base na literatura, este complexo possui resultados promissores, tendo sido ja utilizado numa
fase primaria de tratamento clinico de alguns tipos de cancro. Este complexo é considerado muito
eficiente por imagiologia, sendo por si s6 radiotracador; quando injectado e sujeito a radiagdo gama,
observou-se apoptose em alguns tumores. Ligandos similares a este, com algumas variagdes
estruturais, foram também estudados. Contudo, até agora, os resultados nao sio muito promissores
[35,30].

Os salans sao ligandos facilmente obtidos por redugiao dos correspondentes salens, que ao
serem complexados com o “™Tc, poderio formar potenciais marcadores de hipéxia. Pillai e o/
sintetizaram uma série de ligandos tetradentados amino-fendlicos (figura 1.3), que apds marcagao
com tecnécio formam complexos neutros, estaveis e bastante lipofilicos. Estes foram ja avaliados
quanto a sua distribuicio e potencial para utilizagdo como agentes imagioldgicos em SPECT,
exibindo retencio celular, no entanto a taxa de eluicio do *™Tc no plasma, a partir das células

marcadas, demonstrou-se inaceitavelmente elevada para a potencial utilizagio destes na geragdo de

imagem [37].
11
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HN NH ‘ ]
NH HN
OH HO
OH HO

ENSA BNSA

()

N NH

NH NH
d/ou Hob dOH HO

DMSA PNSA

Figura 1.3 — Ligandos amino-fenodlicos derivados de: etileno (ENSA), #-butileno (BNSA), 2,2-
dimetilpropileno (DMSA), #-propileno (PNSA).

Ligandos pentadentados, imino e amino-fendlicos derivados de triaminas, foram igualmente
estudados por Pillai ¢ a/ ¢ demonstraram excelentes resultados quanto a complexacio com "Tec.
Indicando, assim, o potencial destes na aplicagao como radiotragcadores ou agentes quelantes para
marcacao de biomoléculas [38,39].

Existem, também, ja alguns trabalhos efectuados no grupo no sentido de sintetizar salens e
salans para testar quanto a sua capacidade de complexagio com o “™Tc, de modo a serem
posteriormente analisados quanto a sua capacidade de deteccao de células hipdxicas tumorais.

Um exemplo de um tipo de ligando salan, referido em bibliografia, como potencial marcador
de hipéxia é o presente no complexo ”"Tc-BAPN. O BAPN (figura 1.4) é um derivado de um

bis(aminofenol) que inclui um grupo nitroimidazole [40].
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OH —
N\(N
NO,
NH HN
OH Hob
Figura 1.4 — Ligando BAPN.

Este ligando possui dois atomos quelantes de nitrogénio e outros dois de oxigénio, por onde
¢ permitida a complexagio com “"Tc. Existem estudos que referem que, apesar da potencial
aplicagio deste complexo na deteccio da hipéxia tumoral, o ”"Tc-BAPN comparativamente ao
BMS — 181321 nao ¢ tao eficaz como radiotracador [40].

Outro tipo de potenciais marcadores de hipoxia é um complexo de tecnécio derivado de um
ligando analogo de salans, com quatro atomos quelantes de nitrogénio, em que 0s grupos

substituintes ligados ao nitrogénio podem ser grupos carboxilicos ou fosfoéricos, entre outros (figura

1.5) [41].

SEe

2

Figura 1.5 — Representacio de um ligando potencial detector de hipéxia: salan (com R=H).

Apesar da potencialidade de deteccdo de células tumorais hipoxicas por imagiologia com
compostos que contém o nitroimidazole, existem ja muitos outros sem este grupo, funcionando
igualmente como marcadores de hipoxia [1].

Apbs varios esforcos de se encontrar o melhor radiotragador para visualizagao da hipodxia,
alterando o ligando organico e retirando-se o grupo nitroimidazole, surge o ligando HL-91, um dos

de maior relevo desta categoria. O complexo “™Tc-HL-91 e outros semelhantes sio conhecidos por
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possuirem propriedades bio-redutoras intrinsecas, permitindo a sua retengao nos tecidos hipoxicos.
O mecanismo exacto de accao destes radiotracadores ainda nao ¢ totalmente conhecido, mas
estudos demonstraram que a sua acumulagdo ¢ significativa nas areas hipdxicas em detrimento das
necroticas e das saudaveis. Este factor é de grande importiancia, uma vez que distingue os varios
estados de oxidagao das células tumorais [18,29,42].

A sintese deste complexo passa por uma reac¢ao de 1,4-diaminobutano com o 2-cloro-2-

metil-3-nitrosobutano, originando o ligando que posteriormente é complexado com ”™Tc (esquema

1.3) [43).

1. NaHCO3 9"'"TcO ”
\ /

0\ ,--o

Esquema 1.3 — Representacao da sintese do radiotracador mTc-HL-91.

O complexo ”"Tc-HL-91 ¢, provavelmente, o radiofirmaco mais citado na medicina nuclear
para imagiologia com detectores de emissores de fotao simples. Também tem sido usado em estudos
clinicos como um potencial detector de hipéxia no enfarte do miocardio [1,42].

Este radiotracador possui um ligando tetradentado de nitrogénio que apresenta uma baixa
lipofilicidade e uma elevada estabilidade quimica, o que aumenta a sua actividade na relagido
hipéxia/norméxia em cerca de nove vezes e diminui o ciclo hepatobiliar. A baixa lipofilicidade
favorece a sua rapida depuragao sanguinea e dos restantes tecidos, apresentando aproximadamente
50% de excregao por via renal [29].

Segundo um estudo desenvolvido no grupo, relativo ao cancro colo-rectal, verificou-se que o
?"Te-HL-91 ¢ absorvido preferencialmente nas células hipdxicas, sendo por isso um radiofirmaco
com caracteristicas favoraveis a sua utilizacao na detec¢ao de hipdxia tumoral [44]. Contudo, devido
a sua alta hidrofilicidade, ¢ desfavorecida a sua permeabilidade nas membranas celulares. Tal
conduziu ao desenvolvimento de alguns estudos relativos a modificagao da estrutura do HL-91, de
modo a torna-lo lipofilico o suficiente para favorecimento da sua permeabilidade nas células. A

substituicao do grupo metilo do HL-91 por um grupo etilo levou a formagao de HL-91-Et, que
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possui uma estrutura idéntica ao HL-91, mas com maior lipofilicidade. Esta modificagao levou a um
aumento da permeabilidade nas células, no entanto nao levou ao aumento da selectividade pelas
células hipoxicas [30].

Muitos trabalhos que estudam este tipo de radiotracadores, demonstram que a estrutura do
ligando organico influencia a actividade do tragador, mas que nenhum dos utilizados, até agora,
apresenta as propriedades ideais para a visualizacdo da hipdxia tumoral. Assim, torna-se essencial
efectuar modificagdes na estrutura do ligando organico de modo a ser alcangado o ligando ideal: que
seja de facil preparagao, facil administracio no sistema, passivel de ser visualizado de forma nao
invasiva com os equipamentos habitualmente disponiveis nos hospitais, com alta resolugao,
permeabilidade na membrana celular, capacidade de absor¢ao selectiva e de detecgdo das células

hipéxicas, quimicamente estavel e rapidamente depurado da corrente sanguinea e outros tecidos

[45].
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Capitulo 2

Resultados e Discussao

Este projecto iniciou-se com a sintese de alguns compostos do tipo cloronitroso e aminicos
com o objectivo de obter diaminodioximas, salens e salans. A partir destes pretendia-se obter
. , . < ~ 0 . . , . ., .
ligandos susceptiveis 2 complexacio com “"Tc, avistando, assim, possiveis detectores de hipéxia

tumoral.

2.1 Sintese de compostos do tipo cloronitroso

Conforme o observado na literatura [32], para o caso do BMS-1818321 (esquema 1.2), para
se obter um potencial ligando marcador de hipéxia é necessario fazer reagir a diamina com um
composto do tipo cloronitroso, para obter a diaminodioxima.

Como o 2-cloro-2-metil-3-nitrosobutano (2.1), um dos reagentes necessarios para esta

reac¢ao nao esta disponivel comercialmente, foi necessario proceder a sua sintese (esquema 2.1).

ONO
HCI
+ _—
20°C
o

A
Sh

Cl

2.1

Esquema 2.1 — Sintese do composto cloronitroso 2.1.

O 2-cloro-2-metil-3-nitrosobutano foi obtido sob a forma de um sélido por reac¢ao do 2-
metil-2-buteno com o nitrito de isopentilo, numa proporgao de 1:1, por adi¢ao muito lenta de acido
cloridrico concentrado, a uma temperatura controlada de -20 °C, tendo por base o procedimento

descrito por Nowotnik [46]. A velocidade de adi¢ao do acido cloridrico é fundamental para o
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sucesso da sintese de 2.1, sendo para tal necessario utilizar um sistema de bomba de injec¢ao que

permite a adi¢io do 4cido a 0,05 mL/min. O produto 2.1 foi obtido com um rendimento de 77 %.
Existem diversos compostos do tipo cloronitroso [47], e assim, de modo a alcan¢armos uma

maior gama de ligandos, sintetizou-se ainda um outro composto deste tipo de estrutura analoga

(2.2), assente no mesmo procedimento (esquema 2.2) [46].

o]
ONO
+ HC1
—_—
OH -20°C
0\ Hp OH
N" H
X
HB
2.2

Esquema 2.2 — Sintese do composto cloronitroso 2.2.

O composto 2-cloro-2-metil-3-nitrosobutan-4-ol (2.2) foi obtido sob a forma de um sélido,
com um rendimento de 53 %, por meio da reacgao entre o 3-metil-2-buten-1-0l e o nitrito de
isopentilo.

Apos sintese, analisou-se o produto por espectroscopia de RMN proténico, verificando-se
efectivamente a presenca dos sinais relativos aos protoes que caracterizam 2.2. Os protdes relativos
aos grupos metilo de 2.2 dio origem a um singuleto, com desvio quimico de 1,59 ppm. No entanto,
por observagao da figura 2.1, referente ao espectro de 2.2, observa-se que o protio do grupo CH
(Hy) e os protoes do grupo CH, (H, e Hy) dao origem a sinais mais complexos do que o esperado

(figura 2.2).

HX M H;WM HA

Figura 2.1 — Representacio do espectro obtido relativo aos sinais dos protdes Hx, Ha e Hp.
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Tipicamente, protoes similares a estes originariam sinais caracteristicos de um sistema ABX,

apresentando um duplo dupleto para cada um dos protdes, como estio representados

aproximadamente na figura 2.2. Hy é desdobrado por H, e H, pois estes niao sao equivalentes.

H H
Hx B A

Figura 2.2 — Representagio do acoplamento esperado para os protdes Hx, Ha e Hs.

Um sistema ABX ¢ caracteristico de um protao acoplado com dois vizinhos, ou seja, ¢ um
sistema de trés spins em que dois tém um desvio quimico préoximo (H, e Hy), mas significativamente
diferente do terceiro (Hy) [48].

Num acoplamento de Hy com H, e Hy, seria de esperar que os quatro picos do sistema AB
fossem desdobrados em dupletos pelo Hy, enquanto que este dever-se-ia apresentar como um duplo
dupleto. Quanto ao espectro tipico de um sistema ABX, enquanto que os sinais correspondentes a
AB apresentam distor¢ao, o relativo a X apresenta os quatro picos com a mesma intensidade.

No entanto, como se pode verificar na figura 2.1, mais perceptivel em H, e Hy, em vez dos
sinais previstos, deparamo-nos com sinais replicados desses mesmos protoes. Este resultado leva-
nos a considerar a possibilidade de estarmos na presenca de isémeros rotacionais. Por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, quando a rota¢ao em torno da ligacio ocorre de
uma forma lenta, os protdes nio sio equivalentes sendo por isso possivel observar sinais deste
género.

De modo a tentar confirmar esta hipétese, foi realizada, foi realizada uma analise adicional
de 2.2 por RMN'H a uma temperatura de 40 °C para aumentar a velocidade de rotagio, situacio em
que os protoes ja seriam equivalentes e o espectro seria simplificado. Contudo, houve degradagao da
amostra a esta temperatura, impossibilitando a obtencdao do espectro. Pensamos, no entanto, estar

perante o produto pretendido sob a forma de mistura de isémeros rotacionais.
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2.2 Sintese de aminas e respectivos precursores

2.2.1 Sintese de (1R, 35)-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano

Propusemo-nos sintetizar um salan derivado do acido canférico para utilizar como ligando
na deteccio de hipdxia. Para tal, foi necessario proceder a sintese da diamina precursora, ja
explorada no grupo [49].

A diamina (2.3) derivada do 4cido canférico ¢ obtida por tratamento deste com azida de
sédio e acido sulfurico, denominada por reacgdo de Schmidt. O acido canférico é dissolvido em
cloroférmio, na presenca de acido sulfurico que actua como catalisador, e, a uma temperatura
compreendida entre os 55 e 60 °C, ¢ adicionada a azida de s6dio em pequenas quantidades (esquema
2.3). A reacgdo termina quando cessa a evolugio do gas. Apds extracgao com cloroférmio e

isolamento, o produto 2.3 ¢ obtido como um 6leo acastanhado.

H,S0,
HOOC COOH NaNj H,N NH,
_

55-60 °C
2.3
Esquema 2.3 — Representacdo da sintese de (1R, 35)-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano a partir do dcido

canforico.

2.2.2 Sintese de (25)-2-(metoximetiloxi)-1,4-diaminobutano
Um dos compostos diaminicos sintetizados no ambito deste trabalho foi o (25)-2-

(metoximetiloxi)-1,4-diaminobutano (2.9), derivado do 4acido (§)-malico, segundo a sequéncia

sintética apresentada no seguinte esquema.
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CO,H CO,CH,CH; CO,CH,CH;
CH3CH20H Dimetoximetano
#
HZSO4 Pentoxido de fosforo
CO,H HO CO,CH,CH3 H;COH,CO CO,CH,CH3
24 2.5
LiAIH, l
CH;N; CH,OTs CH,OH
NaN3 TsCl
-
H3COH,CO CH,N; H;COH,CO CH,OTs H;COH,CO CH,OH
2.8 2.7 2.6
H, l Pd/C
CH,NH,
H;COH,CO CH,NH,
29

Esquema 2.4 — Representacio da sintese de 2.9 a partir do acido malico.

O primeiro passo consiste na esterificagio do acido (§)-malico em refluxo de etanol,
utilizando acido sulfurico como catalisador. Seguindo um procedimento descrito na literatura [50],
obteve-se com sucesso o éster (25)-malato de dietilo (2.4).

No segundo passo da sintese, efectuou-se a protecgao do grupo hidroxilo do diéster (2.4)
segundo o procedimento de Ballini [51]. Para tal sao utilizados pentéxido de foésforo e
dimetoximetano que actua como solvente e reagente. Obteve-se o produto pretendido, (25)-2-
(metoximetiloxi)-malato de dietilo (2.5), com bom rendimento, sendo o diéster uma mistura de
diastereoisomeros. A protec¢ao do grupo hidroxilo é necessiria, uma vez que este podera,
posteriormente, intervir em reac¢oes indesejadas, impedindo a formagio do ligando diaminico
pretendido.

O diol 2.6, (25)-2-(metoximetiloxi)-1,4-di-hidroxibutano, obteve-se por reducao do diéster
2.5, por meio do procedimento de Hungerbuhler [52]. Para tal, utilizou-se hidreto de aluminio e litio

em éter etilico seco, a temperatura ambiente.
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Para obten¢dao do composto (25)-2-(metoximetiloxi)-1,4-ditosiloxibutano (2.7) tratou-se 2.6
com cloreto de tosilo e piridina, em diclorometano, com adigao a -20 °C e reacgdao a temperatura
ambiente durante 20 horas, segundo o procedimento de Nagel [53]. Observou-se a formagao de
produto ditosilado (2.7), com um rendimento de 90 %. Este passo é necessario, pois o grupo
tosiloxi ¢ um melhor grupo abandonante do que o hidroxilo em substitui¢oes nucleofilicas, o que
permitird mais facil a sintese posterior da diazida (2.8).

A diazida 2.8 (25)-2-(metoximetiloxi)-1,4-diazidobutano é obtida por meio da substitui¢iao
do grupo tosiloxi de 2.7 pelo grupo azida, utilizando azida de s6dio, numa reac¢ao de 18 horas a
90 °C, em DMF. Analisou-se o produto de reaccao por TLC e purificou-se por cromatografia em
coluna de gel de silica usando como eluente uma mistura de acetato de etilo e hexano 1:3.

No passo seguinte, o composto 2.8 é submetido a hidrogenolise, através de tratamento com
hidrogénio molecular a pressio atmosférica e Pd/C, tendo-se obtido (25)-2-(metoximetiloxi)-1,4-

diaminobutano (2.9), confirmado por RMN'H, com um rendimento de 94 %.

A diamina 2.9 obtida no fim desta sequéncia sintética (esquema 2.4) devera ser utilizada para

preparar novos ligandos, potenciais marcadores de hipoxia.

2.2.3 Sintese de diaminas nitro-aromaticas

Como ja referido, muitas aminas contendo grupos nitro incorporados foram testadas e

observadas como promissores ligandos de radiotragadores para a hipdxia tumoral.

Partindo de uma diamina disponivel comercialmente (2-hidroxi-1,3-diaminopropano) a um
preco e qualidade mais competitivos, quando comparado com os gastos implicitos na sua sintese,
foram realizados ao longo deste trabalho diversos estudos sintéticos, com o intuito de incorporar
nesta diamina um grupo nitro.

Apbs obtencao de diaminas nitro-aromaticas, pretendiam-se sintetizar diaminodioximas, por
meio da reac¢do com compostos do tipo cloronitroso, ou salens e salans, pela reaccio destas com

aldeidos.
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Sintese do 2-(4-nitrobenziloxi)-1,3-diaminopropano

Segundo trabalhos ja realizados no grupo, nao ¢é possivel sintetizar directamente o 2-(4-
nitrobenziloxi)-1,3-diaminopropano (2.12) a partir da reac¢do directa do 1-bromometil-4-
nitrobenzeno com o 2-hidroxi-1,3-diaminopropano, devido a reactividade caracteristica dos grupos
amina. Portanto, numa primeira etapa devem-se proteger os grupos amina (esquema 2.5-a), de
seguida fazer reagir a diamina protegida (2.10) com o 1-bromometil-4-nitrobenzeno (esquema 2.5-b)

e finalmente proceder a desprotec¢ao dos grupos amina (esquema 2.5—c).

OH 2 eq. (Boc),0 Oof B'/\[:L °/\©
NO NO

y 2
Amberlyst-15

\

Diclorometano Ag,0
NH, NH, NHBoc NHBoc b) NHBoc NHBoc
a
) 2.10 2.11
©)
o/\@\
NO,
NH, NH,

2.12

Esquema 2.5 — Representagio da sintese de 2-(4-nitrobenziloxi)-1,3-diaminopropano 2.12.

Tendo por base um procedimento descrito na literatura [54] que refere a protec¢ao de
diversas aminas com o grupo fer-butoxicarbonilo (BOC), fez-se reagir o 2-hidroxi-1,3-
diaminopropano com dicarbonato de di-#zer#-butil em diclorometano, na presenca da resina
amberlyst-15, overnight (esquema 2.5—a). Apos isolamento, obteve-se um soélido branco com 91% de
rendimento, que por analise de RMN'H se verificou ser o produto pretendido 2.10.

A utilizacao da amberlyst-15, uma resina de troca catiénica, como catalisador deste tipo de
protecc¢do surge como um método mais sustentavel quando comparada com a utilizagao classica de

acidos de Lewis.
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O 2-(4-nitrobenziloxi)-1,3-(%er+-butoxicarbonilodiamino) propano (2.11) ¢ obtido por meio
da reacgao entre a diamina protegida 2.10 e 1-bromometil-4-nitrobenzeno, a temperatura ambiente,
durante 48 horas, utilizando Ag,0O que actua como catalisador da reacgdo (esquema 2.5-b) [55].
Ap6s simples filtracdo e evaporacao do solvente, obtém-se um sélido branco que, por analise de
RMN'H, se verificou ser o produto pretendido 2.11.

Por fim, pretendia-se desproteger os grupos amina de 2.11, de modo a tornarem-se
susceptiveis a outras transformagoes (esquema 2.5—c). Realizaram-se varios ensaios em diversas

condigbes reaccionais (tabela 2.1), contudo esta desprotec¢ao nao foi alcancada.

Tabela 2.1 — Condi¢des reaccionais e resultados obtidos para a desprotecgdo de 2.11.

Ensaio Reagente Solvente Tempo Temperatura Produto
(horas) (&9

1 23 mmol de 2.11 DCM 14 25
Amberlyst-15

2 23 mmol de 2.11 DCM 4 25
Amberlyst-15

OH
OH
o)
3 23 mmol de 2.11 DCM 6 0 /\©N02
Amberlyst-15
NHBoc NHBoc

(o)
4 0,20 mmol de 2.11 MeOH 12 25 H;\(:LNOZ

Excesso de K;COs3

NHBoc NH,
(o)
5 0,14 mmol de 2.11 MeOH 4 65 /\©\N°2
Excesso de KxCOs3
NHBoc NH,

A desprotec¢ao de aminas com o grupo BOC ¢ tipicamente alcancada por meio da utilizacdo
de acidos fortes como o HCI e CF,COOH. As tentativas de utilizar estas condi¢bes de reaccio

revelaram uma labilidade de 2.11 resultando na remogao do grupo 4-nitrobenzilo. Optou-se, entio
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por tentar desproteger os grupos amina utilizando condi¢bes de reac¢ao mais suaves de modo a nao
levar a eliminag¢do simultanea do grupo 4-nitrobenzilo.

Fundamentados num procedimento descrito na literatura [56], no qual ¢é utilizada a
amberlyst-15 para desproteccdo e purificacio de aminas protegidas com BOC, colocou-se a agitar
2.11 com a resina em diclorometano (DCM) durante 14 horas e a temperatura ambiente (tabela 2.1,
ensaio 1).

Numa primeira etapa, a resina captura selectivamente o produto pretendido, por meio de
uma ligacao covalente, isolando-o de outros reagentes ou produtos secundarios. O isolamento é
realizado numa segunda etapa que permite libertar o produto da resina, por agitagdo numa solugao
de amoénia em metanol.

Apbs reacgio e analise de RMN'H do produto obtido verificou-se a auséncia dos grupos
protectores BOC, demonstrando que, nestas condi¢oes, ocorre desproteccdo dos grupos amina de
2.11. Contudo, nao se obteve o produto pretendido 2.12, uma vez que ndo se observavam os sinais
proténicos relativos ao grupo 4-nitrobenziloxi, indicando a remogao do grupo 4-nitrobenzilo.

Devido a instabilidade observada do grupo 4-nitrobenzilo optou-se por utilizar condi¢oes de
reac¢do ainda mais suaves. Numa primeira tentativa reduziu-se o tempo de reac¢ao para
aproximadamente 4 horas (tabela 2.1, ensaio 2). A evolugao da reac¢ao foi acompanhada por
observacao de TLC, e, por analise de RMN'H, verificou-se que 2.12 nao foi obtido, alcangando
resultados similares ao anterior (tabela 2.1, ensaio 1). De seguida, optou-se por diminuir também a
temperatura de reacgio para 0°C (tabela 2.1, ensaio 3). Por observacio do espectro de RMN'H,
verificou-se a presenga dos sinais proténicos relativos aos grupos BOC, demonstrando que nestas
condi¢cbes nao ocorre desprotecgao dos grupos amina. Numa nova tentativa, tomou-se como
referéncia um método descrito na literatura relativo a remogao do grupo BOC no uracilo, por meio
da utilizacdo de carbonato de potassio em metanol [57]. Colocou-se a reac¢do a decorrer durante,
aproximadamente 12 horas, a temperatura ambiente, e examinou-se o produto de reaccao por
RMN'H, verificando que apenas se tinham desprotegido parte dos grupos amina (tabela 2.1, ensaio
4). Considerando os resultados obtidos, repetiu-se o ensaio referido, em condi¢oes de refluxo
durante aproximadamente 4 horas. Apds tratamento e analise do produto de reaccio, verificou-se
novamente que apenas parte dos grupos amina de 2.11 se encontravam desprotegidos (tabela 2.1,

ensaio 5).
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Com os diversos métodos utilizados verificou-se ser impossivel remover a protec¢io dos
grupos amina mantendo o grupo 4-nitrobenzilo intacto, o que tornou inviavel a utilizacio desta

sequéncia sintética.

Sintese do 2-(2-(4-nitro-1H-imidazole-1-il)etoxi)-1,3-diaminopropano

De modo a tentar obter um outro derivado menos labil do 2-hidroxi-1,3-diaminopropano
para permitir uma desprotec¢ao eficiente dos grupos amina, procedeu-se a sintese de 2-(2-(4-nitro-
1H-imidazole-1-il)etoxi-1,3-diaminopropano (2.21), tendo por base os mesmos procedimentos
(esquema 2.0).

A semelhanca do referido para a sintese de 2.12, partiu-se do composto 2.10 ja sintetizado,
que ¢é colocado a reagir com 1-bromoetil-2-(4-nitroimidazole) (2.13), nas mesmas condi¢des
anteriormente utilizadas (esquema 2.6—a).

Obteve-se com sucesso o 2-(1-etiloxi-4-nitroimidazole)-1,3-(zer~-butoxicarbonilodiamino)

propano (2.15).

I/ NO, I/ NO,

OH /\/,’,/ NO,
2.13
AgZO
NHBoc NHBoc a) NHBoc NHBoc
2.10 2.14 2.15

Esquema 2.6 — Representacgio da sintese de 2.15.

O composto 2.13 foi sintetizado por noés, baseado num procedimento tipico para uma
substituicao nucleofilica Sy 2: refluxo num solvente polar aprético na presenca de um nucledfilo. O
produto foi obtido com um rendimento de 31 %, por reac¢ao de 4-nitroimidazole com 1,2-

bromoetano, na presenca de K,CO,, apos refluxo em acetona durante 24 horas.
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Numa ultima fase pretendiam-se desproteger os grupos amina de 2.14. No entanto, ¢ a
imagem do observado anteriormente com o derivado 4-nitrobenzilico, tal nao foi possivel, devido a
labilidade demonstrada pelo grupo 4-nitro imidazole.

Concluimos que, em ambos os casos acabados de referir, a impossibilidade de obter o
produto pretendido atribui-se a grande labilidade dos compostos, consequéncia da presenca do
grupo nitro.

Dado que os grupos nitro-aromaticos ligados ao hidroxilo complicam a desprotec¢iao dos
grupos amina, pensamos metilar o OH, ao invés do realizado até ao momento. Apesar deste modo,
nao levar a formagao do tipo de diaminas pretendido, com um grupo nitro ja incorporado, seria

possivel, numa fase posterior, incorpora-lo noutro ponto da molécula.

Sintese de N-[2-(4-nitroimidazole)-etil]ciclo-hexilamina

Por analogia ao misonidazole (figura 1.1), procedeu-se ao estudo da sintese de um novo
ligando para a aplicagio em complexos de *™Tc na detecgio da hipéxia tumoral.
Para tal, o composto 2.13 ja sintetizado e ciclo-hexilamina foram colocados em refluxo

durante 24 horas (esquema 2.7).

_N NH, IéN
D s (e O
Br” Refluxo N

24 horas

2.13 2.16

Esquema 2.7 — Representacio da sintese N-[2-(4-nitroimidazole)-etil|ciclo-hexilamina.

Num primeiro ensaio (tabela 2.2), obteve-se um 6leo que se tentou purificar por
cromatografia em coluna de gel de silica, usando como eluente uma mistura de acetato de etilo e
metanol 90:10. Porém, sendo o produto obtido é muito polar, ficou retido na silica. Assim, apos
retirar por coluna o excesso de reagente, a silica foi agitada em diclorometano, e apds filtracio o

solvente foi evaporado. O produto puro 2.16 foi assim obtido sob a forma de um dleo.
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Tabela 2.2 — CondigGes reaccionais e rendimentos na sintese de 2.16.

Ensaio Composto 2.13 Ciclo-hexilamina Solvente Condigoes n
(mmol) (mmol) (%)
Refluxo
1 5 5 Acetona 24 horas 29
K>,COs3
Refluxo
2 5 Excesso Acetonitrilo 24 horas 39
K>,COs
Nal

Devido ao baixo rendimento obtido, fez-se outra tentativa de reaccio, utilizando como
solvente o acetonitrilo e utilizou-se um excesso de amina na presenga de iodeto de sédio como
catalisador da substituicio. Como se pode observar na tabela 2.2, isto conduziu a uma melhoria de
10 % no rendimento.

O produto de reacgio foi analisado por espectroscopia de RMN'H verificando
efectivamente os sinais protonicos de 2.16. Dado tratar-se de um novo ligando, nao descrito na

literatura, caracterizou-se, ainda, por espectroscopia de RMN"C, IV e LC-MS.

Sintese de diaminas nitro-aromaticas derivadas de aminoacidos

Os aminoacidos sdo compostos organicos que tipicamente contém um grupo amina, um
grupo carboxilo, um hidrogénio e um grupo caracteristico de cada aminodcido ligados a um carbono
. Por estas caracteristicas e por analogia aos ligandos diaminicos ja analisados, optou-se por estudar
a sintese de derivados de alguns aminoacidos, tais como da (§)-serina e do acido (§)-aspartico.

Em tracos gerais pretendia-se introduzir um grupo nitro-aromatico no grupo amina e
transformar os grupos carboxilos em grupos amina em cada um dos aminoacidos. De seguida, estes
derivados de aminoacidos poderiam sofrer reac¢ao com compostos do tipo cloronitroso de modo a

obter ligandos capazes de complexar eficientemente com * Tc.
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Dado que a sintese de alguns derivados da serina ja é conhecida de trabalhos anteriores
realizados no grupo, objectivou-se desenvolvé-la de modo a se obterem ligandos precursores de

radiotracadores de hipoxia, o 2.21 e o 2.23.

OH
OH OH /@/\Br
O,N
MeOH o
OH o o _— N
H,N SOoCl, Cl | H3N A H
C ® O,N o
o o
2.17 2.18
CHO LiAlH4 OH
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O,N oH
OH N
H
O,N
& o 2.19
OZN\(j °N
o MsCl
2.22 OMs
OMs
N
ot
NH, O;N
2.20

NH,

OZN\O\H
NH,
2.23
NH,
oy
H

O,N
2.21

Esquema 2.8 — Sintese de 2.21 e 2.23 a partir da serina.

O primeiro passo da sequéncia sintética apresentada consiste numa esterificacio da (S)-

serina. Seguindo um método descrito na literatura [58], tratou-se a serina com cloreto de tionilo,
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obtendo o respectivo cloreto de 4cido. Este reage com metanol, formando o respectivo éster, com
um rendimento quantitativo.

O grupo carboxilo tipicamente presente nos aminoacidos tem como caracteristica ser pouco
reactivo. Para torna-lo mais reactivo forma-se o cloreto de acido correspondente, através da reacgdao
com cloreto de tionilo. Os cloretos de acido ja possuem reactividade elevada permitindo-nos obter
mais facilmente outros derivados

A partir do éster metilico da serina sintetizaram-se alguns derivados da serina com um grupo
nitro, por reac¢ao deste com 1-bromometil-4-nitrobenzeno (A) e com 3-nitrobenzaldeido (B).

Seguindo pela via A (esquema 2.8), o composto 2.17 ¢é colocado em refluxo de isopropanol,
ao longo de 24 horas, com 1-bromometil-4-nitrobenzeno, na presenca de trietilamina, que leva a sua
neutralizacdo. As condi¢Oes reaccionais assentam tipicamente nas de substituicdo nucleofilica Sy 1:
refluxo na presenca de um solvente polar prético. Mecanisticamente ocorre eliminagio do bromo
(grupo abandonante) com a formagao do carbocatido, seguido de ataque nucleofilico ao carbocatido.
O produto de reac¢ao (§)-3-hidroxi-2-(4-nitrobenzilamina) propanoato de metilo (2.18), confirmado
por espectroscopia de RMN'H foi isolado com 79 % de rendimento.

Ap6s sintese do éster 2.18, procedeu-se a reducao deste ao respectivo dialcool 2.19, pelo
método habitual, no qual ¢ adicionado um excesso de LiAlH, a uma solugao de 2.18 em THF. Apos
isolamento do produto de reaccio, analisou-se o espectro de RMN'H verificando-se a presenca de
2.19, mas com algumas impurezas. Por estas nao serem significativas, nem interfeririam com o passo
seguinte, seguiu-se directamente para a mesilagao. Procedeu-se a protec¢ao dos grupos hidroxilo de
2.19 com cloreto de mesilo, de modo a estes nao serem susceptiveis a reacgoes indesejaveis, através
do procedimento habitual de mesilagao. Ao analisar o produto de reac¢do, um 6leo castanho muito
escuro, por espectroscopia de RMN'H, verificou-se que ndo tinha ocorrido mesilagao. Observou-se
um espectro muito complexo que sugeria a degradacao do reagente. Mais uma vez, atribuimos este
resultado a presenca do grupo nitro, como ja verificado nos casos anteriormente descritos.

Dados os resultados observados, pensou-se que talvez a utilizagio de um composto weta
nitro-aromatico seria mais auspiciosa. Como tal, depois de neutralizado o hidrocloreto de (§)-2-
amino-3-hidroxi-propanoato de metilo, fez-se reagir o éster 2.17 com o 3-nitrobenzaldeido (esquema
2.8 —B), na presenca de silica activada, por meio de ultrasons, tendo por base um método referido na

literatura [59]. O produto de reac¢io 2.22 foi confirmado por espectroscopia de RMN'H e
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constatou-se que continha algumas impurezas. Com o intuito de o purificar por coluna de silica, fez-
se um estudo por TLC de diversos eluentes. Analisaram-se varios eluentes, como misturas de acetato
de etilo/hexano, diclorometano/metanol, acetato de etilo/metanol, metanol/amoénia e
etanol/amonia em diversas proporcoes. Contudo, verificou-se que tanto o produto, como as
impurezas possuiam polaridades muito proximas, facto que nao permitiu a sua separagao.
Consequentemente, devido a toda a reactividade secunditia e/ou instabilidade dos produtos,
consideramos que nao seria viavel sintetizar as diaminas 2.21 e 2.23 que pretendiamos a partir da

serina.

Paralelamente ao estudo da tentativa de sintese de diaminas nitro-aromaticas derivadas da
serina, fizeram-se estudos analogos com o acido aspartico, que, para além de nos permitir obter uma
diamina de estrutura diferente, também possibilitaria verificar se havia alguma influéncia da estrutura

inicial no sucesso do procedimento sintético (esquema 2.9).

o CHO lo)
OH  \eoH OCH, 02N© OCH;
— >
_
OH OCH, OCH;
H,N socl, Cl |HsN
o
o L o N
2.25
2.24
NH, OH
NH OH
HN P e HN
NO, NO,
2.27 2.26

Esquema 2.9 — Sintese de 2.27 a partir do 4cido aspartico.
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De forma similar a serina, no primeiro passo da sequéncia sintética obteve-se o hidrocloreto
de (5)-2-amino-1,4-butanodiato de dimetilo (2.24) com um rendimento quantitativo. Apos
neutralizacdo, o 2.24 sofreu reaccio com o 3-nitrobenzaldeido em refluxo de metanol, durante 5
horas. Apés isolamento, o produto reaccional foi analisado por espectroscopia de RMN'H,
constatando-se a presenga do produto pretendido 2.25 com um rendimento de 98 %.

A reducdo do diéster 2.25 ao respectivo didlcool 2.26 e consequente redugdao da imina a
amina, mais uma vez nao foi eficiente, mesmo apds diversos ensaios variando condi¢oes de reacgao

(tabela 2.3).

Tabela 2.3 — Condi¢des reaccionais experimentadas para a reducio de 2.25.

Ensaio Agente redutor Solvente Tempo Temperatura Composto
(horas) °C) 2.26
1 3,3 eq. LiAlH4 THF 12 25
2 5 eq. NaBH,4 MeOH 12 25
3 5 eq. NaBH,4 MeOH 5 25
4 8 eq. NaBH,4 MeOH 12 25

No ensaio 1, tabela 2.3, tentou-se reduzir o composto 2.25 a 2.26 com LiAlH,, de forma
semelhante a serina, mas por RMN'H verificou-se que o produto nio foi obtido, apenas produtos
secundarios. Assim, pensou-se que este agente redutor poderia ser demasiado activo, o que nos
levou a optar pela utilizagdo de um agente mais suave, como o NaBH, (ensaio 2). Mantendo as
condi¢des do ensaio 1, verificou-se a reducdo da imina a amina, ¢ um dos grupos éster também
parece ter sido reduzido a hidroxilo. Seguiram-se tentativas em que se aumentou a quantidade de
agente redutor, mantendo a reaccao durante 12 horas a 25 °C, de forma a reduzir os trés grupos
funcionais, contudo o produto continuava a ser a mistura observada anteriormente. Numa outra
hipétese, reduziu-se o tempo de reacgao para tentar reduzir apenas o grupo imina, reduzindo

posteriormente os grupos éster com hidreto de aluminio e litio, agente redutor mais forte e portanto
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mais conveniente para esta situacio. Contudo, obteve-se sempre uma mistura de produtos nos

diversos casos estudados.

Estes resultados parecem confirmar a suspeita de que a presenga do grupo nitro-aromatico
interfere de algum modo com a eficiente reducao dos grupos éster dos aminoacidos estudados.
Possivelmente, a presenca deste grupo podera contribuir para reacgdes secundarias, tais como a
hidrélise da imina entre outras reacgoes indesejaveis, impedindo-nos de alcangar os produtos

pretendidos.

2.3 Sintese de salens e salans

Tendo como referéncia um trabalho desenvolvido no grupo [59] que demonstrou a
possibilidade e eficiéncia na utilizagdo de ultrasons na sintese de salens quirais, experimentou-se
sintetizar um novo tipo de salen a partir da diamina 2.3 por nos ja sintetizada.

Sio referidos rendimentos entre 72-99 %, quando feita a reacgdo entre a diamina do acido
canférico e um aldeido, em diclorometanto ou etanol, na presenca de silica, durante
aproximadamente 30 minutos. Os procedimentos classicos envolvem refluxo em etanol ou metanol
durante um tempo que pode variar de 2 a 24 horas, correspondendo a tempos de reac¢ao maiores e
maiores gastos energéticos. Portanto, este método mostrou-se susceptivel a aplicacio na reac¢ao

entre a diamina do acido canférico 2.3 e o 2-hidroxi-5-nitrobenzaldeido (esquema 2.10).

NO,
O/Ij/ N N
H.N NH, HO / \
—_— >
OH HO.
O,N NO,
2.28

23

Esquema 2.10 — Representagio da sintese de N,IN -bis[4-nitrofenol]-1,3-diimina-1,2,2-trimetilciclopentano

(2.28).
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Com irradiagao por ultrasons, fizeram-se reagir a diamina 2.3 e o aldeido, em diclorometano,
na presenca de silica, acompanhando a reaccao por TLC (eluente uma mistura de acetato de etilo e
hexano 1:2). Decorridas 3 horas observava-se, por TLC, o produto e vestigios do aldeido,
prosseguindo-se ao isolamento do produto. Contudo, a andlise do espectro de RMN'H mostrou a
auséncia de sinais relativos a protoes, verificando-se que, devido a elevada polaridade do produto,
contendo dois grupos amina, dois grupos nitro e dois hidroxilo, este tenha ficado retido na silica,
que apresentava uma tonalidade amarela.

Assim, optou-se por utilizar as condigoes classicas, apesar dos seus inconvenientes. No
decorrer do mesmo, ocorre precipitacio de um solido amarelo que ¢ filtrado e lavado com éter
etflico. O produto foi obtido com um rendimento de 77 % e foi analisado por espectroscopia de
RMN'H verificando-se a efectiva obtencio do salen N,N*-bis[4-nitrofenol]-1,3-diimina-1,2,2-
trimetilciclopentano (2.28). Procedeu-se a caracterizagao completa deste novo composto, recorrendo
a RMN"C, IV, LC-MS ¢ ponto de fusao.

O salen obtido sera testado quanto a sua eficiéncia de marcagiao com tecnécio radioactivo e,

posteriormente, como marcador de hipdxia.

Obtido o salen 2.28, que por sua vez ja pode ser marcado e testado como radiotracador de
hipoxia, objectivou-se a redugao deste ao respectivo salan N,N -bis[4-nitrofenol|-1,3-diamina-1,2,2-

trimetilciclopentano (esquema 2.11), de modo a obter um outro potencial ligando (2.29).

N N 4 N
/ \ NaBH,
—_ >
OH HO OH HO.
O2N NO, O,N NO,
2.28 2.29

Esquema 2.11 — Representagao da reducio de 2.28 ao respectivo salan 2.29.

A redugao do salen derivado do acido canférico é tipicamente alcangada por meio da adi¢ao
de um excesso NaBH,, e, tendo por base um procedimento na literatura, utilizou-se como solvente

uma mistura de 1:1 de tolueno e metanol [60]. Findas 24 horas de reaccdo, a temperatura ambiente,
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o produto de reaccio foi isolado e analisado por espectroscopia de RMN'H. Contudo, nio se
observaram sinais protonicos relativos ao composto 2.29, apontando a possibilidade de degradacio

do produto. Portanto, ensaiaram-se outras condi¢oes (tabela 2.4).

Tabela 2.4 — CondicGes reaccionais aplicadas para reducio de 2.28.

Ensaio | Salen  NaBH;y Solvente Temperatura  Tempo  Produto
2.28 °C) (horas) 2.38
(mmol)
1 0,34 Excesso Tolueno/ 25 24
MeOH
2 0,34 Excesso EtOH 25 24
3 0,34 Excesso EtOH 25 25

Como se pode observar na tabela 2.4, no ensaio 2, optou-se por alterar de solvente para
etanol (EtOH), habitualmente utilizado em reac¢des de redugio, e por se diminuir o tempo de
reac¢do, de modo a suavizar as condi¢oes (ensaio 3). Porém, por observacio dos espectros de
RMN'H, o produto 2.28 nio ¢ obtido e a hipétese de ocorréncia de degradacio do produto

permanece, sugerindo que tal se sucede devido a presenga dos grupos nitro.

2.4 Sintese de diaminodioximas

Um dos nossos objectivos era sintetizar algumas diaminodioximas a partir da diamina 2.9 e

dos compostos tipo cloronitroso sintetizados (2.1 e 2.2).

A sintese da diaminodioxima derivada de (25)-2-(metoximetiloxi)-1,4-diaminobutano foi
realizada de acordo com um procedimento optimizado no grupo para a sintese do ligando HL-91
[47]. Faz-se a adi¢do, a 0 °C, de uma solucao da diamina 2.9 em acetonitrilo a outra de 2.1 e di-

-isopropiletilamina no mesmo solvente (esquema 2.12).
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NH, acetonitrilo -
+ di-isopropiletilamina
R
N H2 N=0
H;COH,CO Oy H;COH,CO H
N

Cl
2.9 2.1 2.29

ZT IZ

Esquema 2.12 — Sintese da diaminodioxima 2.29 derivada de 2.9.

Apbs 24 horas de reacgio, a temperatura ambiente, isolou-se o produto sob a forma de um
solido e apds analise RMN'H, observou-se que se encontrava muito contaminado com sais de di-
-isopropiletilamina e algumas impurezas. Foram feitas varias tentativas de purificagdo por
recristalizacao em varios solventes, contudo sem sucesso.

Com base em trabalhos anteriores, pensou-se fazer a reac¢do na auséncia de di-
-isopropiletilamina, obtendo-se o produto sob a forma de hidrocloreto. Fez-se entdo reagir a
diamina 2.9 e o composto cloronitroso 2.1 de forma similar a anteriormente descrita, mas em THF e
sem a di-isopropiletilamina. O produto foi rectistalizado em metanol/éter etilico no frio, decantado
e triturado repetidamente com éter etilico e evaporado. Apds nova recristalizacio em metanol/éter
etilico no frio, ocorreu precipitacio de um sélido, que é e analisado por espectroscopia de RMN'H,

verificando-se ser a diaminodioxima, mas com o grupo hidroxilo desprotegido (figura 2.3).

N N=0
H;
H;
N N=0

+
HO 7r(
(51

Figura 2.3 — Diaminodioxima obtida apds tentativas de purificagio 2.29.

De forma idéntica a sintese da diaminodioxima 2.29, fez-se reagir a diamina 2.9 com o
composto cloronitroso 2-cloro-2-metil-3-nitrosobutan-4-ol (2.2) (esquema 2.12), tendo-se obtido, de

forma semelhante ao caso anterior, o produto de reac¢io com algumas contaminagoes.
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HO
Cl
acetonitrilo H N=0
+ di-isopropiletilamina H
_—
N N=0
o N OH H3COH,CO
N
2.2 2.30 HO

Esquema 2.12 — Sintese da diaminodioxima 2.30 derivada de 2.9.

As tentativas de recristalizagdo e purificacdo por cromatografia em coluna de silica deram

origem a degradacdo do produto reaccional; possivelmente devido a eliminagbes e outras reacgdes

indesejadas na presenca da silica.
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Este projecto foi iniciado pela sintese de alguns compostos do tipo cloronitroso, 2-cloro-2-
metil-3-nitrosobutano e 2-cloro-2-metil-3-nitrosobutan-4-ol. Estes pretendiam-se fazer reagir com
algumas diaminas de modo a obtermos diaminodioximas, potenciais marcadores de hipdxia.
Efectuou-se também o desenvolvimento de alguns ligandos aminicos para utilizagdo na sintese de
alguns salens e salans.

Efectivamente, obtiveram-se algumas diaminas, tais como a (1R,3$)-1,3-diamino-1,2,2-
trimetilciclopentano e (25)-2-(metoximetiloxi)-1,4-diaminobutano. Procedeu-se, também, ao estudo
da sintese de diaminas nitro-aromaticas derivadas do 2-hidroxi-1,3-diaminopropano e de alguns
aminoacidos. Dos varios estudos efectuados com diferentes reagentes de partida, assim como
diferentes condi¢des de reac¢do, fomos levados a concluir que o insucesso na obten¢do dos
produtos finais pretendidos foi devido a presenga do grupo nitro-aromatico. Deste modo, partiu-se
para a sintese de um outro tipo de ligando aminico contendo um grupo nitro-aromatico: N-[2-(4-
nitroimidazole)-etil]ciclo-hexilamina. A sintese deste novo ligando foi realizada com sucesso e
optimizada, obtendo-se o produto pretendido com um rendimento de 39 %. Este ligando sera
utilizado em estudos de complexagio com o ”™Tc¢ para deteccio de hipéxia.

A partir da diamina (1R,35)-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano, obteve-se um salen novo
com um rendimento de 77 %, que por sua vez esta a ser testado quanto a capacidade de
complexac¢iao e marcagao.

Quanto a diamina derivada do 4acido malico, (25)-2-(metoximetiloxi)-1,4-diaminobutano, esta
pretendia-se utilizar na reac¢do com ambos os compostos do tipo cloronitroso ja sintetizados, de
modo a obtermos dois tipos de dioximas. Contudo, devido a dificuldades no isolamento e
purificagdio dos produtos, estas nao foram obtidas como esperado, tendo-se observado a

desproteccio indesejada do grupo hidroxilo.
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A quantifica¢do e deteccdo de hipdxia de forma nao invasiva nos tumores revelam bastante
interesse, uma vez que possibilita a melhoria dos tratamentos anti-cancerigenos. Deste modo, ¢ de
todo o interesse continuar o estudo da sintese de novos ligandos aminicos susceptiveis a
complexagao com tecnécio, de modo a alcancgar os radiomarcadores eficientes para a deteccao de

hipoxia tumoral.
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Experimental

Neste capitulo encontram-se descritos os varios procedimentos experimentais para a sintese

dos compostos descritos ao longo deste projecto.

Os compostos sintetizados foram identificados e caracterizados por mais do que uma das
seguintes técnicas: ponto de fusio, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (1H e 13C),

espectroscopia de infravermelho e cromatografia liquida acoplada com espectrometria de massa.

4.1 Aparelhagem

Pontos de fusao
Os pontos de fusio foram determinados num microscopio Leitz Wetzlar modelo 799, de

placa aquecida, e os seus valores nao sao corrigidos.

Espectros de Infravermelho
Os espectros de infravermelho foram efectuados num espectrofotometro Thermo Scientific

Nicolet 6700 FT-IR. Foram utilizadas pastilhas de KBr.

Espectros de Ressondncia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de '"H e ”C foram efectuados num
espectrémetro Bruker Avance I1II 400 MHz, usando como padrio interno TMS.

Ao longo deste projecto os desvios quimicos sao indicados em ppm e as constantes de

acoplamento em Hz.
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Espectros de massa
Os HPLC-MS foram obtidos num espectréometro Fisons Instrumenst-Platform com sonda

de APCI, acoplado a um cromatégrafo Thermo Separations, modelo Spectra Series P200

Cromatografia

Para as cromatografias em coluna foi utilizado gel de silica 60 (0,040-0,063 mm) fornecido
pela Merck ou Fluka.

Nas reac¢Oes cuja evolugao foi seguida por cromatografia em camada fina (TLC) foram

utilizadas placas de silica gel 60 F,;,, com suporte de aluminio, fornecidas pela Merck.

4.2 Purificagao e secagem de solventes

Acetato de etilo

Este solvente foi refluxado na presenca de K,CO; durante 2h30.

Acetona

Este solvente foi usado directamente de uma garrafa selada.

Acetonitrilo

Este solvente foi refluxado na presenga de pentoxido de fésforo ao longo de 2h30.

Cloreto de Tosilo
O composto foi dissolvido em cloroférmio, adicionando-se de seguida cinco vezes o volume
de éter de petréleo. Filtraram-se os residuos e reduziu-se o volume total da solugao, a partir da qual

cristalizou o composto puro.

Cloroférmio e diclorometano

Foram refluxados na presenca de CaCl,, destilados e guardados sobre peneiros moleculares 4

A.
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Cloreto de mesilo e dimetoximetano

Estes reagentes foram destilados e guardados sobre peneiros moleculares 4 A.

DMF
Foi tratada durante 24 horas com 6xido de cilcio previamente activado a 500 °C. Apds
decantacdo adicionou-se NaOH e agitou-se durante 1 hora. O solvente foi depois decantado,

destilado e guardado sobre peneiros moleculares 4 A.

Etanol e metanol
Este solvente foi seco pelo método de Lund e Bjerrum, sendo refluxado e posteriormente
destilado a partir do respectivo alcoxido de magnésio. Apods este tratamento, foi guardado sobre

peneiros moleculares 4 A.

Eter Etilico, hexano e THF
Foram secos por refluxo, na presenga de fios de sédio e benzofenona, sendo posteriormente

destilados e guardados sobre peneiros moleculares 4 A.

Isopropanol
Este solvente foi refluxado com hidreto de calcio, destilado e armazenado sobre peneiros

moleculares 4 A.

Trietilamina, piridina e ciclo-hexilamina

Os reagentes comerciais foram armazenados sobre palhetas de KOH.

Todos os outros reagentes e solventes utilizados foram adquiridos e usados directamente,

sem qualquer purificag¢ao adicional.
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4.3 Procedimento experimental
Sintese de compostos cloronitrosos
Cl
(o)
N
W 2.1

2-Cloro-2-metil-3-nitrosobutano

Num baldo de duas tubuladoras, adicionar 0,1 mol de 2-metil-2-buteno (11 mL) a 0,1 mol de
nitrito de isopentilo (13,5 mL). Colocar a solugdao a agitar num banho de gelo e ar liquido a uma
temperatura de -20 °C. Por meio de uma bomba de injecgao, adicionar 10 mL de HCI concentrado, a
uma velocidade de 0,05 mL/min, a solu¢ao. Apds adicio deixar a agitar durante 2 horas a -20 °C.
Filtrar o produto sélido e lavar com metanol seco e destilado. Colocar a solu¢io no congelador e
voltar a filtrar; recolher 3 ou 4 vezes. Os solidos combinados sao colocados no congelador a secar
num exsicador devidamente isolado. Retirar uma amostra e analisar o produto de reacgio por
RMN'H.

Obtém-se um sélido branco.

Rendimento: 77 %.

RMN'H (CDCL,): 1,49-1,50 (d, 3H); 1,65 (s, 3H); 1,68 (s, 3H); 5,93-5,98 (q, 1H, ] 6,8).

Os restantes dados de caracterizagao dizem respeito a trabalhos ja referidos na literatura [46]

ERROR: requested citation index out of range.
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Cl

OH

N 2.2
2-Cloro-2-metil-3-nitrosobutan-4-ol

/

Num baldo de duas tubuladoras, adicionar 0,1 mol de 3-metil-2-buten-1-ol (10,2 mL) a 0,1
mol de nitrito de isopentilo (13,5 mL). Colocar a solugao a agitar num banho de gelo e ar liquido a
uma temperatura de -20 °C. Por meio de uma bomba de injecgao, adicionar 10 mL de HCI
concentrado, a uma velocidade de 0,05 mL/min, a solu¢iao. Ap6s adi¢io deixar a agitar durante 2
horas a -20 °C. Filtrar o produto sélido e lavar com uma mistura fria de etanol/éter (1:1). Colocar a
solugao no frigorifico e voltar a filtrar; recolher o sélido formado mais 3 ou 4 vezes. Os sélidos
combinados sdo colocados no congelador a secar num exsicador devidamente isolado. Retirar uma
amostra e analisar o produto de reacio por RMN'H.

Obtém-se um soélido branco.

Rendimento: 53 %.

RMN'H (CDCL;) Mistura de isémeros rotacionais: 1,57 (s, 6H); 4,07-4,11 e 4,15-4,18 (dois
dd, 1H, sist. ABX, ]3,2; 11,0); 4,25-4,37 (m, 1H); 6,06-6,10 ¢ 6,11-6,14 (dois dd, 1H, sist. ABX, ]3,2;
10).

Sintese de aminas e respectivos precursores

H,N NH,

2.3
(1R, 39)-1,3-Diamino-1,2,2-trimetilciclopentano

Num baldo de duas tubuladoras, equipado com condensador e agitacio magnética, colocar

50 mmol de acido canférico (10,15 g), 100 mL de cloroférmio e 30 mlL de acido sulfurico
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concentrado. Muito lentamente e a temperatura de 55-60 °C, adicionar 143 mmol de azida de sédio
(9,3 g). Deixar a reacgdo ocorrer até que cesse a evolucio de gas. Apos arrefecimento, verter a
solucio para um copo contendo uma mistura de 4gua e gelo. A mistura resultante adicionar
lentamente NaOH puro até pH=14. De seguida, extrair a solu¢do com varias por¢oes de
cloroférmio e lavar a fase organica com agua. Apds extracc¢do, secar a fase organica com sulfato de
sodio anidro. Filtrar e evaporar a pressio reduzida.

Obtém-se um 6leo acastanhado.

Rendimento: 74 %.

Uma amostra analitica é obtida sobre a forma de hidrocloreto, por tratamento da amina com
HCI concentrado. Recristaliza em metanol/éter etilico.

P.f.: (dec.) ~ 240 °C.

RMN'H (CD,0D): 1,11 (s, 3H); 1,20 (s, 3H); 1,38 (s, 3H); 1,76-2,01 (m, 2H); 2,13-2,34 (m,
2H); 3,55 (t, 1H, J8,8).

Os restantes dados de caracterizagao dizem respeito a trabalhos ja referidos na literatura [49].

CO,CH,CH,

HO CO,CH,CH, 2.4
(25)-Malato de dietilo

A uma soluc¢do de 13,4 g (0,1 mol) de acido (§)-malico em 100 mL de etanol absoluto,
adicionar 1 mL de 4acido sulfurico concentrado e colocar a temperatura de refluxo durante 5 h, com
torre de secagem. Evaporar o etanol a pressao reduzida, juntar agua e extrair varias vezes com
acetato de etilo. Lavar as fases organicas com solu¢ido saturada de hidrogenocarbonato de sédio e
agua. Secar a fase organica com sulfato de magnésio anidro, filtrar e evaporar o solvente a pressio
reduzida.

Obtém-se um Oleo.

Rendimento: 76 %.
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RMN'H (CDCL): 1,25-1,31 (m, 6H); 2,78 (dd, 1H, sist. ABX, J3,8; 9,6); 2,84 (dd, 1H, sist.
ABX, ]2,6; 9,6); 3,61 (sl, 1H); 4,17 (q, 2H, J4,2); 4,21-4,31 (m, 2H); 4,51(sl, 1H, sist. ABX).
IV (cm™): 3505, 3485, 2984, 1373, 1737, 1180, 1027, 1107.

CO,CH,CH,

H3COH,CO CO,CH,CH; 25

(25)-2-(Metoximetiloxi)-malato de dietilo

Num balio adicionar 140 ml. de dimetoximetano a 57 mmol de 2.4. Arrefecer a solu¢io em
gelo e adicionar, ao longo de 1 hora, 20,1 g de peréxido de fésforo. Colocar a agitar em atmosfera
inerte e deixar subir a temperatura ambiente durante 48 horas. Adicionar lentamente uma solugao
saturada de NaHCO, até reagir o excesso de peroxido. De seguida, juntar agua e diclorometano e
extrair com mais duas por¢oes de diclorometano. Secar a fase organica com sulfato de sédio anidro,
filtrar e evaporar a pressao reduzida.

Obtém-se um 6leo.

Rendimento: 95 %.

RMN'H (CDCL,): 1,27 (t, 3H, J7,2); 1,29 (t, 3H, ]7,2); 2,79-2,81 (m, 2H); 3,39 (s, 3H); 4,17
(9, 2H, J7,2); 4,22 (q, 2H, ]7,2); 4,54 (aprox. t, 1H, J6,4); 4,71 (d, 1H, sist. AB, J7,0); 4,76 (d, 1H, sist.
AB, J7,0).

CH,OH

H5COH,CO CH,OH 2.6
(25)-2-(Metoximetiloxi)-1,4-di-hidroxibutano

Arrefecer um balao contendo 91 mlL de éter etilico seco a temperatura de -10 °C, numa
mistura de gelo/sal. Adicionar, lentamente e em atmosfera inerte, 87 mmol de LiAIH, (3,3 g). A

suspensao formada e em agitagdo, adicionar, gota-a-gota, uma solu¢do de 54 mmol de 2.5 (12,6 g)
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em 33 mL de éter etilico. Deixar subir a temperatura ambiente, reagindo durante 20 horas. Adicionar
acetato de etilo lentamente, até reagir o excesso de LiAIH,. Adicionar, gota-a-gota, 3,3 mL de agua,
seguido de 3,3 mL. de NaOH a 15 % e, finalmente, mais 9,9 mI. de agua. Agitar durante 15 minutos.
Filtrar com celite. Os residuos sio agitados novamente em diclorometano, a temperatura de refluxo,
durante 1 hora, e lavados com mais diclorometano. As fases organicas sio secas com sulfato de
sodio anidro, filtradas e evaporadas a pressio reduzida.

Obtém-se um oleo.

Rendimento: 48 %.

RMN'H (CDCL,): 1,75-1,84 (m, 2H); 3,39-3,41 (m, 1H); 3,42 (s, 3H); 3,56-3,66 (m, 2H);
3,74-3,81 (m, 2H); 4,71(d, 1H, sist. AB, J5,6); 4,74 (d, 1H, sist. AB, J5,0).

CH,OTs

H;COH,CO CH,OTs 2.7
(29)-2-(Metoximetiloxi)-1,4-ditosiloxibutano

A uma mistura de 15 mL de piridina e 32 mL de diclorometano, adicionar 25 mmol de 2.6
(3,78 g). Arrefecer a -20 °C e adicionar lentamente uma solugdo de 12,7 g de cloreto de tosilo em 32
mL de diclorometano, em atmosfera inerte. Deixar a mistura a agitar, a temperatura ambiente,
durante 20 horas.

A 0 °C, adicionar lentamente uma mistura de 4,4 mL de agua e¢ 67 mL de diclorometano.
Verter a mistura para uma outra de 23 g de gelo e 8,2 mL. de HCI concentrado. Separar a fase aquosa
e extraf-la duas vezes com 32 mL de diclorometano. Os extractos organicos combinados siao lavados
com solucao saturada de NaHCO; e agua. Secar a fase organica com sulfato de sédio anidro e
vestigios de Na,CO;. Filtrar e evaporar o solvente a pressio reduzida e a temperatura ambiente.
Verificar a presenca de piridina. De modo a elimina-la, se necessario, repetir a extrac¢ao trés vezes
com diclorometano e uma solucio de HCI (0,5 M). Secar com sulfato de sédio anidro. Filtrar e
evaporar o solvente a pressao reduzida.

Obtém-se um dleo.

Rendimento: 90 %.
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O produto obtido ¢ utilizado directamente no passo seguinte.
CH,N;,
H;COH,CO CH,N; 2.8

(25)-2-(Metoximetiloxi)-1,4-diazidobutano

Dissolver 22,5 mmol de 2.7 em 100 mL. de DMF seco. Adicionar 5,85 g de NaN; e aquecer a
90 °C em atmosfera inerte, durante aproximadamente 18 horas. Evaporar o DMF a pressao reduzida
e tratar o residuo com agua e éter etilico. A fase aquosa ¢é extraida com mais duas por¢oes de éter
etilico e as fases organicas combinadas sdao secas com sulfato de magnésio anidro. Filtrar e evaporar
o solvente a pressao reduzida. Analisar a reac¢ao por TLC, comparando o produto de reacgao com
2.7, na mesma placa, usando como eluente uma mistura de acetato de etilo e hexano 1:3. Utilizar, na
placa de TLC, o revelador 5% 4cido sulfurico/etanol e levé-la a placa de aquecimento. O produto
obtido ¢é purificado por cromatografia em coluna de gel de silica usando como eluente uma mistura
de acetato de etilo e hexano 1:3.

Obtém-se um 6leo.

Rendimento: 74 %.

RMN'H (CDCL): 1,64-1,92 (m, 2H); 3,32 (dd, 1H, J5,2; 12,8); 3,43 (s, 3H); 3,44-3,46 (m,
2H); 3,47 (dd, 1H, J4,4; 12,8); 3,79-3,84 (m, 1H); 4,69 (d, 1H, sist. AB, J7,0); 4,75 (d, 1H, sist. AB,
J7,0).
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CH,NH,

H,COH,CO CH,NH, 2.9
(25)-2-(Metoximetiloxi)-1,4-diaminobutano

Num reactor de hidrogenagao, colocar 16,6 mmol de (25)-2-(metoximetiloxi)-diazidobutano
e 0,40 g de Pd/C a 10 % em 25 mL de etanol seco. Colocar a hidrogenar overnight. Filtrar com celite
e evaporar o solvente a pressio reduzida. Analisar o produto de reaccio por RMN'H e IV.

Obtém-se um dleo.

Rendimento: 94 %.

RMN'H (CDCL): 1,54 (sl, 4H); 1,57-1,67 (m, 2H); 2,63 (dd, 1H, J5,6; 13,4); 2,70-2,73 (m,
2H); 2,74 (dd, 1H, J4,4; 13,4); 3,32 (s, 3H); 3,51-3,59 (m, 1H); 4,59 (d, 1H, sist. AB, ]6,8); 4,63 (d,
1H, sist. AB, J0,8).

IV (cm™): 3376; 1580; 1484; 1321; 1146; 1033

OH

NHBoc NHBoc 2.10
2-Hidroxi-1,3-(ter~-butoxicarbonilodiamino)propano

Num baldo juntar 20 mmol de (Boc),0, Ambetlyst-15 (15 % m/m), 10 mmol de 2-hidroxi-
1,3-diaminopropano e 20 mL de diclorometano. Colocar a agitar a temperatura ambiente, overnight.
Verificar se a reaccao esta completa por TLC, usando como eluente uma mistura de acetato de etilo
e hexano 1:3 e levando a placa de TLC ao revelador de iodo. Filtrar a Ambertlyst-15 e lavar com trés
potcoes de diclorometano. Evaporar o solvente a pressao reduzida e isolar o produto por
cristalizagdao. O isolamento ¢ realizado com hexano e éter etilico, seguido de evaporacio a pressio
reduzida. Retirar uma amostra e analisar o produto de reaccdo por RMN'H.

Obtém-se um sélido branco.

Rendimento: 91 %.
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RMN'H (CDCL): 1,44 (s, 18H); 3,13-3,19 (m, 2H); 3,24-3,30 (m, 2H); 3,71-3,78 (m, 1H);
5,12 (sl, 2H).

Os restantes dados de caracterizagiao dizem respeito a trabalhos ja referidos na literatura [33].

0/\@\
NO

NHBoc NHBoc 211
2-(4-Nitrobenziloxi)-1,3-(fer+-butoxicarbonilodiamino) propano

2

Num balao juntar 1 mmol de 2.10, 1 mmol de 1-bromometil-4-nitrobenzeno e dissolver em
5 mL de diclorometano. Adicionar 1 mmol do catalisador Ag,O. Colocar a agitar a temperatura
ambiente, durante 48 horas. Acompanhar a reac¢ao por TLC, usando como eluente uma mistura de
acetato de etilo e hexano 1:3. Filtrar o Ag,0O com celite, lavar com trés por¢des de diclorometano e
evaporar o solvente a pressao reduzida. Retirar uma amostra e analisar o produto de reacgiao por
RMN'H.

Obtém-se um solido branco.

Rendimento: Quantitativo.

RMN'H (CDCL,): 1,45 (s, 18H); 3,12-3,18 (m, 2H); 3,25-3,31 (m, 2H); 3,72-3,76 (m, 1H);
4,52 (s, 2H); 5,06 (sl, 2H); 7,56 (d; 2H; ]8,4); 8,21 (d; 2H; J8,4).

/iN)\NO
o > / i

Dissolver em 100 mL de acetona 0,1 mol de 4-nitroimidazole, adicionar 0.4 mol de 1,2-

2.13
1-Bromoetil-2-(4-nitroimidazole)

bromoetano e 5,4 g de carbonato de potassio. Colocar a temperatura de refluxo durante 24 horas.
Evaporar o solvente a pressao reduzida e tratar o residuo com NaCl, diclorometano e dgua. Extrair a

fase aquosa com mais duas por¢des de diclorometano. Secar as fases organicas combinadas com
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sulfato de sédio anidro, filtrar o agente secante e evaporar o solvente. Cristalizar o 6leo em éter
etilico e verificar por TLC, usando como eluente uma mistura de acetato de etilo e hexano 3:1, a
existéncia do produto. Retirar uma amostra e analisar o produto de reacgio por RMN'H.

Obtém-se um sdlido branco.

Rendimento: 31 %.

RMN'H (CDCL): 3,67 (t; 2H; J6); 4,46 (t; 2H; J6); 7,52 (s; 1H); 7,85 (s, 1H).

Os restantes dados de caracterizagao dizem respeito a trabalhos ja referidos na literatura.

__N
o/\/'@"%

NHBoc  NHBoc 214

2-(1-Etiloxi-4-nitroimidazole)-1,3-(zer+-butoxicarbonilodiamino) propano

Num balao juntar 1 mmol de 2.10 e 1 mmol de 2.13. Dissolver em 5 mL de diclorometano.
Adicionar 1 mmol do catalisador Ag,O. Colocar a agitar a temperatura ambiente, durante 48 horas.
Acompanhar a reacgao por TLC, usando como eluente uma mistura de acetato de etilo e hexano 3:1.
Filtrar o Ag,O com celite, lavar com trés por¢oes de diclorometano e evaporar o solvente a pressao
reduzida. Retirar uma amostra e analisar o produto de reaccdo por RMN'H.

Obtém-se um solido branco.

Rendimento: Quantitativo.

RMN'H (CDCL,): 1,44 (s, 18H); 3,11-3,20 (m, 2H); 3,25-3,31 (m, 2H); 3,67 (t; 2H; ]6); 3,72-
3,76 (m, 1H); 4,46 (t; 2H; J6); 5,10 (sl; 2H); 7,53 (s; 1H); 7,86 (s, 1H).
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I¢N
! \)\Noz
(e
N 2.16

N-|2-(4-Nitroimidazole)-etil]ciclo-hexilamina

Num baldo dissolver 5 mmol de 2.13 (1,1001 g) em 20 mL de acetonitrilo. Adicionar 6 mmol
de ciclo-hexilamina (0,7 mL), 0,7 g de carbonato de potassio e vestigios de iodeto de sédio. Colocar
a temperatura de refluxo ao longo de 24 horas. Apos arrefecimento, filtrar o excesso de carbonato
de potassio e evaporar a pressao reduzida.

O dleo obtido ¢ purificado por cromatografia em coluna de gel de silica usando como
eluente uma mistura de acetato de etilo e metanol 90:10. Apds retirado o excesso de reagente
observado por TLC, a coluna é vertida para um erlenmeyer e colocada a agitar em diclorometano
overnight, de modo a retirar todo o produto retido na mesma. Filtrar a silica e lavar com
diclorometano. Evaporar o solvente a pressao reduzida. Retirar uma amostra e analisar o produto de
reac¢ao por RMN'H e RMN"C. Caracterizar, ainda, por espectroscopia IV e LC-MS.

Obtém-se um 6leo castanho-escuro.

Rendimento: 39 %.

RMN'H (CDCL,): 0,99-1,06 (m, 2H); 1,13-1,29 (m, 2H); 1,59-1,62 (m, 2H); 1,70-1,73 (m,
2H); 1,82-1,85 (m, 2H); 2,37-2,44 (m, 1H); 3,04 (t, 2H, ]5,8); 4,06 (t, 2H, ]5,6); 7,52 (s, 1H); 7,89 (s,
1H).

RMN"C (CDCL,): 24,88; 25,93; 33,62; 46,49; 49,34; 56,65; 119,66; 136,36; 148,13.

IV (cm™): 3293; 3146; 2928; 2852; 2362; 1542; 1490; 1446; 1404; 1380; 1335; 1289; 1130;
1044; 984; 892; 823; 755; 678; 668; 661.

LC-MS (m/z): 239 [(M+1)", 100%].

LC-MS-MS (m/z): 126 (100%), 157 (13%).
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OH

o
L _ 2.17
Hidrocloreto de (§)-2-amino-3-hidroxi-propanoato de metilo

Colocar num banho de gelo um balao com 50 mL de metanol e adicionar muito lentamente
20 mmol de cloreto de tionilo. Adicionar 20 mmol de serina e colocar a temperatura de refluxo
aproximadamente 4 horas. Evaporar o solvente a pressao reduzida e isolar por recristalizagio com
éter etilico. Retirar uma amostra e analisar o produto de reac¢io por RMN'H.

Obtém-se um solido branco.

Rendimento: Quantitativo.

RMN'H (CDCL,): 3,74 (s, 3H); 3,83 (sl, 2H), 4,09 (sl, 2H).

OH

HN

O,N 2.18
(§)-3-Hidroxi-2-(4-nitrobenzilamina) propanoato de metilo

Num balao com 50 mL de isopropanol, adicionar 10 mmol de 2.17, 2,8 mL de trietilamina e
9 mmol de 1-bromometil-4-nitrobenzeno. Colocar a temperatura de refluxo ao longo de 24 horas.
Evaporar o solvente a pressao reduzida e tratar com agua e diclorometano. Extrair a fase aquosa
com mais duas porg¢oes de diclorometano. Secar as fases organicas combinadas com sulfato de sédio
anidro, filtrar o agente secante e evaporar o solvente. Retirar uma amostra e analisar o produto de
reac¢io por RMN'H.

Obtém-se um d6leo amarelado.
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Rendimento: 79 %.

RMN'H (CDCL): 3,07-3,12 (dd, 1H, sist. ABX, ]7,2; 14,4); 3,41-3,44 (dd, 1H, sist. ABX,
J4,8; 5,6); 3,66-3,71 (dd, 1H, sist. ABX, ]6,4;10,8); 3,78 (s, 3H); 3,83 (d, 1H, J13,6); 4,04 (d, 1H,
J14,4); 7,52 (d, 2H, ]8,4); 8,20 (d, 2H, J8,4).

o
L i 2.24
Hidrocloreto de (§)-2-amino-1,4-butanodiato de dimetilo

Colocar num banho de gelo um balao com 100 mL de metanol e adicionar muito lentamente
40 mmol de cloreto de tionilo. Adicionar 20 mmol de 4cido aspartico e colocar a temperatura de
refluxo aproximadamente 4 horas. Evaporar o solvente a pressio reduzida e isolar por
rectistalizagio com éter etilico. Retirar uma amostra e analisar o produto de reaccio por RMN'H.

Obtém-se um sélido branco.

Rendimento: Quantitativo.

RMN'H (CDCl,): 1,92 (sI, 3H); 3,22-3,28 (dd, 1H, sist. ABX, J4,4; 17,6); 3,33-3,39 (dd, 1H,
sist. ABX, J3,2; 18); 3,76 (s, 3H); 3,85 (s, 3H); 4,56 (sl, 1H).
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OCH,
OCH,

NO, 2.25
($)-2-(3-Nitrobenzilideno-amina)-1,4-butanodiato de dimetilo

Num baldo com 50 mL de metanol, adicionar 10 mmol de 2.23. Colocar num banho de gelo
com agitagdo, aproximadamente 10 minutos, juntar gota-a-gota 2,8 mL de trietilamina e deixar a
agitar 30 minutos. Lentamente, adicionar 9 mmol de 3-nitrobenzaldeido e deixar a agitar 15 minutos.
Colocar a temperatura de refluxo, aproximadamente, 4h30. Evaporar o solvente a pressao reduzida e
tratar com agua e diclorometano. Extrair a fase aquosa com mais duas porg¢des de diclorometano.
Secar as fases organicas combinadas com sulfato de sédio anidro, filtrar o agente secante e evaporar
o solvente. Retirar uma amostra e analisar o produto de reaccdo por RMN'H.

Obtém-se um 6leo amarelado.

Rendimento: 98 %.

RMN'H (CDCl,): 2,90-2,96 (dd, 1H, sist. ABX, J8,2; 17); 3,15-3,21 (dd, 1H, sist. ABX, J5,6;
17); 3,68 (s, 3H); 3,77 (s, 3H); 4,53-4,57 (dd, 1H, sist. ABX, J5,6; 8); 7,61 (t, 1H, J8); 8,11 (d, 1H,
J7,6); 8,30 (d, 1H, J8); 8,47 (s, 1H); 8,62 (s, 1H).
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Sintese de salens

OH HO

O,N NO, 2.28
N,N"bis[4-Nitrofenol]-1,3-diimina-1,2,2-trimetilciclopentano

Num balao dissolver 1 mmol de 2.3 (0,1486 g) e 1,8 mmol de 2-hidroxi-5-nitrobenzaldeido
(0,3008 g) em 20 mL de etanol. Colocar em refluxo, aproximadamente 5 horas. O sélido obtido ¢
filtrado e lavado com éter etilico. Colocar o sélido a secar na bomba de vacuo e retirar uma amostra
para anilise por RMN'H. Caracterizar, ainda, por RMN"C, espectroscopia IV e ponto de fusio.

Obtém-se um solido amarelo.

Rendimento: 77 %.

P.f.: 268 °C.

RMN'H (CDCL,): 1,00 (s, 3H); 1,04 (s, 3H); 1,56 (51, 2H); 2,02-2,11 (m, 2H); 2,30-2,39 (m,
2H); 3,71 (t, 1H, J8); 6,97-7,01 (dd, 2H, ]7,6; 8,8); 8,20-8,23 (dd, 2H, ]2; 9, 2); 8,27-8,30 (dd, 2H,
]2,6; 12,6); 8,39 (s, 2H).

RMN"C (CDCL,): 18,91; 21,43; 23,51; 28,13; 34,49; 48,84; 70,90; 75,84; 116,68; 117,12;
118,60; 119,33; 127,96; 128,19; 128,39; 128,62; 138,69; 139,34; 160,85; 163,07; 168,04; 169,91.

IV (cm™): 3447; 2970; 1637; 1539; 1491; 1341; 1229; 1121; 1091; 939; 900; 840; 753; 732;
640.

LC-MS (m/z): 441 [M+1)", 100%)], 292 (83 %).

LC-MS-MS (m/z): 275 (100%), 441 (43 %).
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