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Resumo

Resumo

Os tensioativos gemini representam uma nova geracao de tensioativos que,
quando comparados com 0s correspondentes tensioativos monoméricos, apresentam
geralmente melhores propriedades fisico-quimicas (interfaciais e de auto-agregacao) e
biol6gicas e a introdugdo de biomoléculas na sua estrutura, tais como aminoacidos,

veio aumentar a sua biocompatibilidade e diminuir a sua toxicidade.

Devido as suas caracteristicas singulares, nos ultimos anos, estas moléculas
tém atraido muita atencdo, em particular para a utilizagdo em aplicacdes biologicas e
biomédicas, nomeadamente para sistemas de veiculagdo de farmacos ou como

vetores para terapia génica.

Neste contexto, foi elaborado um projeto cujo objetivo envolvia a sintese de
tensioativos gemini derivados de amino&cidos. Neste trabalho € discutida a sintese de
dois tensioativos gemini derivados da serina, do tipo amida e do tipo éster (série amida
2 e série éster 2) e a sintese de tensioativos gemini derivados da 4-hidroxiprolina

(série hidroxiprolina).

Os tensioativos catidnicos das séries amida 2 e hidroxiprolina foram sintetizados
através da introducdo de um grupo alcanoilo de cadeia longa no grupo hidroxilo do
aminoécido (ligacéo do tipo éster), seguida da condensagéo de uma diamina com dois
precursores monomeéricos através do grupo carboxilico (ligagdo do tipo amida,
composto gemini) e da quaternizagdo do grupo amino. Em ambas as séries foram
obtidos os compostos gemini catidnicos pretendidos, com rendimentos das reacdes

que variaram entre razoaveis e elevados.

Para a série éster 2, pretendia-se a sintese de tensioativos gemini derivados de
serina em que dois mondémeros de aminoacido N-alquilado, fossem unidos através do
seu grupo hidroxilo por um dicloreto de acido. Experimentaram-se trés vias de sintese
para a obtencdo deste composto, mas em nenhum dos casos se conseguiu obter o

composto pretendido.

No total foram sintetizados oito novos compostos, dois deles tensioativos
gemini cationicos finais. Deste modo, foram estabelecidas as metodologias de sintese
para a obtencdo de duas novas familias de tensioativos gemini catiénicos derivados de

amino&cidos, um de serina e outro de 4-hidroxiprolina.






Abstract

Abstract

Gemini surfactants are a new class of surfactants that usually display enhanced
physicochemical (interfacial and self-aggregation behavior) and biological properties,
when compared to the corresponding monomeric analogues. The introduction of
biological moieties, like amino acids and sugars, in their structure made them more

biocompatible and less toxic.

Over the last few years, this molecules have attracted much attention due to
their improved features, in particular for biological and biomedical applications, such as

drug delivery systems and vectors for gene transfection.

In this context, the aim of this project was the synthesis of new amino acid-
based gemini surfactants. In this work, the synthesis of two novel serine-based gemini
surfactants (series amide 2 and ester 2) and as well as the synthesis of a 4-

hidroxiproline-based gemini surfactant (hidroxiproline series) are described.

In the amide 2 and hidroxiproline series, the aliphatic chain was introduced at
the amino acid’s hydroxyl group by esterification with a long-chain acyl chloride. Then,
a diamine spacer was condensed to the carboxyl group of the amino acid, forming an
amide bond. These gemini precursors were transformed into the target cationic
surfactants by quaternization of the amine group using iodomethane. In both series the

cationic gemini compounds were obtained, with medium to high overall yields.

For the ester 2 series, the introduction of the spacer between the hydroxyl
groups of the N-alkylated serine derivative, using glutaryl chloride was aimed at. Three
methods of synthesis were attempted, but none of them was successful, as the desired

compounds could not be isolated.

Eight new compounds were synthesized, with two of them being final cationic
gemini surfactants. Thus, the synthetic methodologies for the synthesis of two novel
families of amino acid-based cationic gemini surfactants were established, one based

on serine and the other 4-hydroxyproline.
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Introducéo

A producado de tensioativos comecou por ser conduzida principalmente pela
industria de sabdes e detergentes, tendo sido esta a principal impulsionadora destes
compostos no mercado. Contudo, com o desenvolvimento tecnolégico e o estudo mais
aprofundado destas moléculas, sdo cada vez mais variadas as suas é&reas de
aplicacdo, tornando os tensioativos num dos produtos quimicos mais comummente
utilizados atualmente. Os tensioativos sdo usados a grande escala como constituintes
de diferentes tipos de produtos, desde detergentes a cosmeéticos, em aplicacdes

industriais ou domésticas.

Nos dias de hoje, nota-se um aumento da consciéncia ambiental da populacao,
principalmente no que diz respeito tipo de produtos quimicos que entra em contacto
com o ambiente. Alguns tensioativos apresentam problemas de toxicidade para
organismos aquaticos, uma vez que grande parte dos produtos que possuem
tensioativos em quantidades significativas na sua constituicdo séo libertados para o

sistema de esgotos e consequentemente para o mar. 2

De forma a responder as exigéncias, tanto dos consumidores, como das
legislagdes ambientais implementadas, as indUstrias investiram no desenvolvimento
de novos compostos mais biocompativeis e biodegradaveis, mas que mantivessem a

mesma performance que os tensioativos até entdo desenvolvidos.

Uma das estratégias encontradas para a obtencdo de compostos mais amigos
do ambiente foi a sintese de novos tensioativos que tivessem na sua constituicdo
biomoléculas, tais como aminoacidos e a(;l]cares.[&‘”

Com o aumento do interesse no estudo dos tensioativos, nos Ultimos anos
comecgaram a surgir novos compostos com estruturas inovadoras e em alguns casos
com propriedades fisico-quimicas e/ou biol6gicas muito interessantes. Uma dessas
novas moléculas séo os tensioativos gemini, que consistem em dois monémeros de
tensioativo ligados entre si por um espacador. Esta nova classe de tensioativos
apresenta, em alguns aspetos, propriedades melhoradas em relacdo aos seus

precursores monoméricos, nomeadamente na sua capacidade de micelizac&o.®

A grande variedade de estruturas e aplicacdes possiveis que 0s tensioativos
apresentam faz com que estes mere¢cam a atencao tanto da industria como do meio

académico e sdo cada vez mais os estudos relacionados com o tema.



Introducéo

1.1. Os tensioativos

Os tensioativos sdo consumidos em grande escala a nivel doméstico e
industrial, podendo representar cerca de 25% da constituicdo de alguns detergentes,
ou estar apenas presentes ao nivel das partes por milhdo em aplicacdes de alta
performance, como por exemplo, sistemas de veiculacdo de farmacos, revestimentos

de 6tica de precisdo e fabrico de produtos eletrénicos.™

Algumas das aplicacbes mais comuns dos tensioativos incluem: detergentes
para roupa, amaciadores, detergentes da loica e outros produtos de limpeza; produtos
de higiene pessoal e cosméticos; polimeros em emulsdo usados em tintas,
revestimentos e adesivos; constituintes de produtos agricolas; emulsionantes

alimentares.

Os tensioativos sdo moléculas orgéanicas anfifilicas, pois possuem duas
porcbes com diferente polaridade, uma parte hidrofilica e outra hidrofobica. A parte

hidrofilica é designada como cabeca, ja a hidrofébica é a cauda (figura 1). -3

“““““““““““’

cabeca cauda
polar apolar

Figura 1 - llustracdo de um tensioativo.

A cauda apolar pode ser linear ou ramificada. O seu grau de ramificacdo, o
tamanho da sua cadeia e a posicdo a que esta se liga a parte polar sdo parametros
importantes quando se consideram as propriedades dos tensioativos. A cabecga polar
pode ser i6nica ou nédo ibnica, sendo que as caracteristicas do grupo polar determinam

mais profundamente as propriedades do tensioativo.

Os tensioativos sdo moléculas com tendéncia a adsorver na interface entre
duas fases ndo misciveis, de modo a diminuir a tensao interfacial. Na interface, os
mondémeros de tensioativos distribuem-se numa monocamada (figura 2a), em que
cada porcdo se direciona no sentido da fase com a qual tem mais afinidade.

Normalmente, quanto maior a tendéncia para adsorver na interface, melhor é o
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tensioativo, contudo a performance do composto vai depender da sua estrutura e da

natureza das duas fases do sistema.

Figura 2 - Tensioativos associados em: a) monocamada; b) micela.

Um dos aspetos mais importantes dos tensioativos é sua propensao para se
auto-agregarem em solucéo, formando micelas (figura 2b) ou outros agregados mais
complexos. A concentracdo de tensioativo em solugdo a partir da qual se inicia a
formacéo se micelas € denominada de concentragdo micelar critica, ou cmc, e € uma

propriedade muito importante de cada tensioativo.

A formacao de micelas, ou miceliza¢éo, € um fendmeno muito relevante, visto
gque os tensioativos se comportam de maneira muito diferente em micelas do que
guando se encontram como unimeros livres em solu¢cdo. Numa micela, o grupo
hidrofébico esta direcionado para o interior do aglomerado e a cabeca polar esta

direcionada para o exterior, para solventes polares. ¥l

1.1.1. Caracterizacdo de tensioativos

Uma das classificacfes de tensioativos utilizada é baseada na carga do seu
grupo polar. Desta forma estes podem ser divididos em tensioativos aniénicos,

catidnicos, nao iénicos e zwitteridnicos.

a) Tensioativos aniénicos

Os tensioativos anionicos representam a maior das categorias de tensioativos,

tanto em termos de volume produzido como em vendas. Os grupos polares mais
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representativos neste tipo de tensioativos séo carboxilatos, sulfatos, sulfonatos e

fosfatos (figura 3).

P N N N N N i O\/\o/\/ OCH,CO0

Alquil éter caboxilato

/\/\/\/\/\/\0863 /\/\/\/\/\/\OPO_S

Alquil sulfato Alquil fosfato

Alquil benzeno sulfonato

Figura 3 - Estruturas representativas de tensioativos anionicos.

Os contra-ides mais usados habitualmente s&o sédio, potassio, aménio, calcio
e diferentes tipos de aminas alquiladas protonadas. O sédio e o potassio conferem ao
tensioativo maior solubilidade em &gua, enquanto que o cdélcio e o magnésio

promovem a solubilidade em solventes apolares.

Uma das principais razdes para a popularidade dos tensioativos aniénicos sao
a facilidade e o baixo custo da sua producdo. Os tensioativos anidnicos constituem,
muitas vezes, a componente priméaria ou secundaria em formulages de limpeza. As
suas principais aplicagfes sdo: detergentes da roupa, produtos de limpeza e de

higiene pessoal, emulsificantes para a agricultura, aditivos em plasticos e fibras.!*

b) Tensioativos catidnicos

Os tensioativos cationicos sdo os terceiros tensioativos mais produzidos em
termos de volume. A maioria destes tensioativos tem um azoto com carga positiva, ou
seja, estdo sob a forma de sais de amonio (figura 4). Os sais de amoénio ndo podem
ser utilizados a pH elevado, com exce¢do dos compostos de amoénio quaternério,

“quats”, que ndo sao sensiveis ao pH.
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Sal de amoénio
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N
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Figura 4 - Estruturas representativas de tensioativos catiénicos.

Existem ainda alguns tensioativos que apresentam grupos fosfénio, sulfénio, ou
sulfoxdnio, como grupo cationico. Estes tensioativos cationicos tém pouca utilizagdo
industrial pois raramente apresentam vantagens em termos de performance e custos,
gquando comparados com 0s baseados em azoto; contudo, alguns destes compostos

encontraram utilizagdo como biocidas ou agentes anti-estaticos.

Os tensioativos catidnicos sao utilizados numa vasta gama de produtos
domeésticos e industriais, por exemplo: lubrificantes, amaciadores e fixadores de tintas
para tecidos, agentes anticorrosivos para metais, agentes anti-estaticos para plasticos,
agentes anti-aglomerantes em fertilizantes agricolas, bactericidas e condicionadores

de cabelo.

c) Tensioativos ndo idnicos

Os tensioativos néo idnicos encontraram maior utilidade como complemento ou
alternativa aos tensioativos anidonicos em produtos de limpeza doméstica e em
aplicagdes industriais devido a sua tolerancia a agua “dura”, eficiéncia na remocao de

sujidade e menor capacidade espumante.

Os tensioativos ndo iénicos sdo essencialmente compostos poli-hidroxilados (p.
ex. aclcares) ou poliéteres. Os poliéteres podem ser divididos em trés grupos,
dependendo da ligacdo entre a cauda apolar e a cabeca polar (etoxilada): acidos
gordos etoxilados (ésteres), amidas gordas etoxiladas e alcoois etoxilados (éteres)

(figura 5).
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P Ve e e W U e W S e U W N
Alcool gordo etoxilado
(0]
/\/\/\/\/\)J\O/\/O\/\o/\/o\/\o/\/o"'
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Figura 5 - Estruturas representativas de tensioativos ndo iénicos.

Estes tensioativos podem ser utilizados para limpeza de alta performance,
como por exemplo, na metalurgia e no fabrico eletrénico e 6tico, e em produtos de

higiene pessoal e cosmética. ™

d) Tensioativos zwitteriénicos

Os tensioativos zwitteribnicos representam o0 grupo mais pequeno de
tensioativos e sao caracterizados por apresentarem carga positiva e negativa na sua
cabeca polar. Sdo muitas vezes referidos na literatura como tensioativos anfotéricos,
embora esta designacdo nem sempre esteja correta. Um tensioativo anfotérico,
dependendo do pH do meio, pode ser catidnico, zwitteribnico ou aniénico, mas
nenhum dos grupos, acido ou basico, mantém a sua carga ao longo de toda a gama
de valores de pH. Os aminoacidos sdo um bom exemplo de compostos anfotéricos.
Nos tensioativos zwitterionicos, uma das cargas pode permanecer fixa
independentemente do pH do meio, como acontece quando o grupo catiénico € um

grupo quaternario de aménio.

Os tensioativos zwitteribnicos tém, normalmente, como grupo com carga
positiva 0 grupo amoénio; 0 grupo com carga negativa costuma ser mais variado, sendo,

no entanto, os carboxilatos os mais frequentemente encontrados.

Os tipos mais comuns de tensioativos zwitteribnicos sao os derivados N-
alquilados de aminoacidos simples, como a glicina, a betaina e o acido amino-

propandico (B-alanina), ou 6xidos de amina (figura 6).
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Figura 6 - Estruturas representativas de tensioativos zwitteriénicos.

Os derivados de aminoacidos sdo geralmente preparados por reagdo de uma amina
de cadeia longa com cloroacetato de sodio ou derivados de acido acrilico, originando
estruturas com um e dois carbonos, respetivamente, entre o azoto e 0 grupo

carboxilato (esquema 1).

0 | 0
,!1 \)l\@ Na@ \N\)I\@ + NaCl
ANg * @ 5 — > RrR® 0

Amina Cloroacetato Derivado
Terciaria de Sédio da Betaina

Esquema 1 - Reacdo entre uma amina terciaria e cloroacetato de sédio.

Estes compostos apresentam, normalmente, maiores custos tanto ao nivel de
matérias-primas como de producéo, e por isso sédo vendidos a pre¢os elevados. Ainda
assim, as suas propriedades Unicas tornam-nos valiosos e a sua procura continua a
aumentar. Sao descritos como tendo excelentes propriedades dermatolégicas, por
serem pouco irritantes para os olhos, e por isso sdo frequentemente utilizados em
shampoos e outros produtos de cosmeética. Proporcionam formulacdes suaves para

uso doméstico, assim como espumas estaveis e espessas. 3

1.1.2. PreocupacOes ambientais

Os tensioativos estdo presentes em diferentes produtos que entram em

contacto com o meio ambiente através do uso doméstico, na agricultura e na industria.
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Numa sociedade cada vez mais consciente dos efeitos nocivos da libertacdo
irresponsavel de certos produtos quimicos para o ambiente, a producdo de
tensioativos tem de ultrapassar certos desafios, tanto no melhoramento de compostos
ja existentes, assim como no desenvolvimento de novas substancias de modo a
obedecer aos regulamentos existentes e preencher requisitos de biodegradabilidade,

toxicidade e bioacumulacdo, exigidos por cada diferente regido do planeta.™

Para além do desafio de minimizar custos de producédo, industrias como a
alimentar, farmacéutica e cosmética, investem cada vez mais em alternativas mais
amigas do ambiente. As tendéncias atuais passam pela sintese de tensioativos a partir
de moléculas de origem natural e com ligacées faceis de quebrar.”!

De modo a acelerar o seu o ritmo de biodegradacao, tornou-se pratica comum
desenvolver tensioativos com ligac6es mais facilmente quebraveis na sua estrutura.
Estas ligacdes podem ser colocadas em locais aleatérios na molécula, mas sao
normalmente colocadas entre a cadeia hidrofébica e a cabeca polar, por razbes
praticas na sua sintese. Exemplos deste tipo de ligacbes sdo ésteres e amidas, devido
ao facto de existirem enzimas no meio ambiente capazes de as quebrar. Apesar de
anteriormente este tipo de ligagbes ser evitado por trazer problemas ao
armazenamento dos produtos, atualmente, as preocupagfes ambientais estdo no topo

das prioridades aquando o desenvolvimento de novos tensioativos.

Nos ultimos anos tem havido uma forte tendéncia na dire¢cdo dos tensioativos
“verdes”, particularmente para o uso doméstico. Neste contexto, surgiu o termo
“tensioativo natural”, utilizado para assinalar a origem natural do composto. Contudo,
nenhum tensioativo utilizado atualmente em quantidades substanciais é
verdadeiramente natural. Com algumas excecdes, todos eles sdo produzidos por
sintese organica. Atualmente referem-se como tensioativos naturais os tensioativos

gue, embora de origem sintética, contenham moléculas “naturais” na sua constituigéo.

Os tensioativos, realmente, naturais sédo referidos muitas vezes como lipidos
polares. Estes sdo abundantes em todos os organismos vivos. Em sistemas biolégicos,
0s tensioativos sdo utilizados de maneira semelhante aos utilizados em aplicacdes
técnicas: para ultrapassar problemas de solubilidade, como emulsificadores, como
dispersantes, para modificar superficies, etc. Existem muitos exemplos em sistemas
biolégicos: os sais biliares sdo solubilizadores muito eficientes de compostos

hidrofébicos no sangue; misturas de fosfolipidos arranjam-se em bicamadas
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ordenadas e estas estruturas constituem as membranas das células. Este tipo de
tensioativos seria o ideal em termos de compatibilidade com sistemas bioldgicos e
com o0 meio ambiente; contudo, o uso comercial destes produtos esta muito limitado

pelo seu preco elevado.

z

Outra opcdo é o desenvolvimento de tensioativos que se assemelhem as
moléculas anfifilicas naturais, derivadas de biomoléculas. De entre os produtos
naturais que tém sido estudados para serem utilizados como cabeca polar em
tensioativos, encontram-se 0s aclcares e 0s aminoacidos. Estes tensioativos podem

ser desenvolvidos tanto por sintese orgénica como por sintese enzimatica, ou ambas.
[3.4]

No que se refere a utilizacdo de aminoacidos como base na preparacao de
tensioativos, desde logo se verificou que a sua presenca era vantajosa, conferindo aos
compostos propriedades fisico-quimicas e biolégicas melhoradas. Inicialmente, os
tensioativos derivados de aminoacidos eram usados como agentes de conservagao
em aplicacbes médicas e em cosmética, tendo-se mais tarde verificado que também

eram eficazes contra varios tipos de bactérias, tumores e virus.

A juncdo de aminoé&cidos, que constituem a cabega polar, com cadeias
alquilicas de comprimento variado, deu origem a uma grande variedade de estruturas
anfifilicas com diferentes propriedades fisico-quimicas e bioldgicas. O tipo de
aminoacido determina de forma significativa as suas propriedades de adsorcdo e

agregac&o, bem como a sua atividade biolégica. "

Os aminoéacidos podem-se ligar as cadeias alifaticas através dos grupos a-
amino, a-carboxilo ou de grupos presentes na cadeia lateral. Como pode ser
observado no esquema 2, o grupo amino do aminoacido pode reagir com &cidos
gordos e dar origem a um derivado N-alcilado (1, amidas de acidos gordos); por outro
lado, quando reage com haloalcanos (Sy2) ou aldeidos/cetonas (aminacdo redutiva)
origina um derivado N-alquilado (3). O grupo carboxilico do aminoacido pode reagir
com aminas e dai resultam N-alquilamidas (2), ou ainda com &lcoois, obtendo-se 0s
respetivos ésteres (4). As possibilidades relativas a introducéo da cadeia alquilica na
cadeia lateral ndo estdo representadas no esquema, por uma questéao de simplicidade,

mas serdo anélogas as referidas para a cadeia parental. "®

11
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Esquema 2 - Métodos de sintese de tensioativos derivados de aminoacidos. (8]

Estes precursores podem se transformados nos correspondentes tensioativos
catiénicos por metilagdo do grupo amino com um agente de alquilacdo (2, 3 e 4), ou
em tensioativos anionicos por saponificacdo (1 e 3). Os compostos do tipo 3

apresentam a possibilidade de gerar tensioativos zwitteriénicos. !

Atualmente, existem ja varios estudos sobre este tipo de tensioativos, de entre

(7.9

os quais se salientam os derivados de arginina ", lisina ["**Y, cisteina *4, metionina

12 serina B3 tirosina ' e 4-hidroxiprolina &%,
1.1.3. Tensioativos Gemini

Os tensioativos gemini constituem uma nova classe de tensioativos que tém
atraido o interesse da industria e da comunidade cientifica. Nestes compostos, dois ou
mais monomeros de tensioativo estdo ligados covalentemente, geralmente ao nivel da
cabeca polar, por um espacador rigido ou flexivel, hidrofilico ou hidrofébico (figura 7)
de comprimento varidvel. Estes novos compostos levantaram novos desafios e
oportunidades, principalmente ao nivel do estudo das suas propriedades fisico-

quimicas e biolégicas. 5!
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Figura 7 - Representag&o genérica de um tensioativo gemini.

Na figura abaixo (figura 8), estdo representados exemplos de diferentes

estruturas de tensioativos gemini ja desenvolvidos.™®

S
M wamsnmnsinon Q)
w— ‘WEW‘
o

Figura 8 - Exemplos de estruturas de tensioativos gemini.

Para a introducdo do espacador, sdo normalmente utilizados compostos com
dois grupos funcionais terminais idénticos, por exemplo, diéis, diaminas, diésteres,
entre outros. Desta forma consegue-se obter a estrutura gemini num s passo

reacional.

Uma das caracteristicas mais atrativas dos tensioativos gemini é o facto de, em
muitos casos, estes comecarem a formar micelas a uma concentragdo menor (mais de
uma ordem de grandeza) que os respetivos monomeros. O baixo valor de cmc, a
maior eficiéncia a reduzir a tensdo superficial e interfacial, o maior poder de
solubilizacdo, a melhor viscoelasticidade e capacidade de gelificacdo, sdo apenas
algumas das vantagens que os tensioativos gemini apresentam em relacdo aos
respetivos tensioativos monoméricos. 5
Deste modo estas moléculas revelam um futuro promissor, sendo que as suas

principais aplicagfes atuais vdo do desenvolvimento de cosméticos até a formulagdes

13
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alimentares.® E pouco provavel que esta nova classe de tensioativos venha a fazer
parte, por exemplo, do mercado de producdo em massa de detergentes de roupa.
Neste aspeto, o perfil custo/performance ndo compensa em relacdo aos tensioativos

atualmente utilizados.

Atualmente, o custo elevado de desenvolvimento destes compostos limita a
sua aplicacdo ao setor farmacéutico e eletroquimico. A sua possivel utilizacdo em
areas como a quimica verde, a nanotecnologia ou sistemas de veiculacdo de genes e

de farmacos tem sido alvo de intensa investigacao.

Em dltima analise, o sucesso destes compostos esta dependente do
desenvolvimento de melhores métodos de producdo pelas inddstrias quimicas de
forma a diminuir custos de producéo, mantendo as propriedades que os diferenciam
dos tensioativos convencionais. S6 assim € que os tensioativos poderdo competir

eficientemente por um papel mais marcante na indGstria dos tensioativos.*®
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1.2. O Projeto

Nos ultimos anos, o grupo de investigacao da linha 1 do Centro de Investigacao
em Quimica da Universidade do Porto (CIQ), no qual foi realizado este projeto, tem
vindo a investir na sintese e analise de tensioativos derivados de aminoécidos, tais
como a serina, treonina e 4-hidroxiprolina, para serem utilizados na veiculagdo de
farmacos e de material genético.®**** Como ja foi referido anteriormente, por serem
derivados de aminoacidos, estes tensioativos apresentam menor toxicidade e maior
biocompatibilidade, o que representa um beneficio para a sua utilizacdo em aplicacdes
biomédicas. Para além disso, em estudos recentes, moléculas anfifilicas cationicas
tém mostrado grande potencial como vetores para terapia génica. ***"!

Mais recentemente a pesquisa por novas moléculas tem sido dirigida para o
desenvolvimento de tensioativos gemini, devido as suas caracteristicas mais atrativas,

tanto em estudos fisico-quimicos como bioldgicos.

No que se refere aos tensioativos catiénicos derivados de aminoéacidos, é na
serina que incide a maioria dos esforcos, pois esta mostrou melhores resultados do
que os restantes aminoacidos estudados (treonina e 4-hidroxiprolina).®** Na figura 9
estdo representados alguns dos tensioativos derivados de serina desenvolvidos pelo

grupo de investigacao.

Série Amina Série Amina
Monomeérica (nSer),Nm
nSer-Nm OH
Hsco I\ /H\ / OCH;
o o o
CFCO0 (() , CFsCOO o) © ¢Fyc00
i n-2 ( )n 2
Sgrle l?)rgl'(\;lla Série Ester
(nSerk m OH HO (nSer),COOm
- N (
N W Wr o o Mo \M/ \" o
CFy coo CFsCO0 koo o) CF3C00

n -2 n- n-2 ( )n-2

m=2,5,10,12
n=10, 12, 14, 16, 18

Figura 9 - Exemplos de tensioativos derivados de serina desenvolvidos.
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1.3. Plano de trabalhos

Seguindo o trabalho até entdo realizado, o objetivo do projeto proposto era o
design e a sintese de novas familias de tensioativos. Uma das metodologias
delineadas consistia na sintese de tensioativos gemini cationicos derivados da serina e
4-hidroxiprolina com a cadeia alquilica introduzida ao nivel do grupo hidroxilo do

aminoacido, conforme esté apresentado nos esquemas 3 € 4:

(0] O O e} o

H - H _— . H

Z Esterificagdo Z Aminacgéao Redutiva :

HO ¥ OH > o O i OH oo o O OH
NH, CH3(CH3)10COCI . NH, 2 N
HCI
1 2 3
Condensacgao

NH2(CHz)12NH;

fon T

10 CH3I
/®\ /®\ |® N

o o
Ip
o g
~ N\

Esquema 3 - Sintese de tensioativos gemini catiénicos derivados de serina na série amida 2.

No caso dos derivados da serina, comecar-se-ia por introduzir a longa cadeia
alifatica no grupo hidroxilo da serina 1, por reacdo de esterificagdo com o cloreto de
lauroilo. De seguida seriam introduzidos dois grupos metilo, por aminacgédo redutivo do
formaldeido, no grupo a-amino do composto previamente obtido (2). A reagdo do
produto resultante (3) com dodecano-1,12-diamina, originaria o0 precursor gemini ndo
ionico (4), que seria transformado no tensioativo cationico pretendido (5) por metilacao

com iodometano.
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Esquema 4 - Sintese de tensioativos gemini catidnicos derivados de 4-hidroxiprolina na série hidroxiprolina.

Para a sintese dos tensioativos derivados de 4-hidroxiprolina utilizar-se-ia como
reagente de partida a 4-hidroxiprolina Fmoc-protegida. Comecar-se-ia também neste
caso com a introducdo da longa cadeia alifatica no grupo hidroxilo da prolina N-
protegida 6, por reacao de esterificagdo com o cloreto de lauroilo. O produto obtido (7)
seria transformado no correspondente tensioativo gemini ndo ionico (8) por
condensacdo com dodecano-1,12-diamina. A remocdo do grupo protetor Fmoc do
composto (8) com piperidina, seguida de metilacdo do precursor resultante (9) com

iodometano, levaria a obten¢éo do tensioativo gemini catiénico pretendido 10.

Foi ainda proposta a sintese de uma terceira familia de tensioativos derivados
de serina, esta designada de série éster 2. Nesta, a cadeia alquilica estaria ligada a
serina no seu grupo a-amino, com uma ligacdo do tipo amina, enquanto o espacador
seria introduzido no grupo hidroxilo da cadeia lateral numa ligacdo do tipo éster

(esquema 5).

A primeira abordagem sintética previa, como primeiro passo reacional, a
introducdo do espacador por reacdo com dicloreto de glutarilo, seguida de aminacéo
redutiva do precursor resultante com dodecanal. Delineou-se uma metodologia
alternativa, onde se iniciaria pela sintese de 13, em que se iria introduzir a cadeia
alifatica longa no grupo a-amino da serina, por aminacgéo redutiva do dodecanal, para
depois se proceder a introducdo do espacador por esterificacdo. Propbs-
-se ainda uma terceira via de sintese, que consistiria na introducéo do espacador por
esterificacdo, seguida de aminacdo redutiva do dodecanal, sem tratamento entre os

dois passos reacionais, para obter o composto 14.
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Esquema 5 — Metodologias propostas para a sintese de tensioativos gemini catiénicos derivados de serina
na série éster 2.
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Resultados e Discusséao

2.1. Sintese de tensioativos gemini catidénicos

derivados de serina — Série Amida 2

Para a obtencado do tensioativo gemini catiénico final foram necessarios quatro

passos reacionais, que serdo discutidos seguidamente.

2.1.1. Introducado da cadeia alifatica no aminoacido

por esterificagcao

Iniciou-se a experiéncia pela adicdo lenta da serina ao acido trifluoroacético
(TFA) frio. O meio &cido visa garantir que o grupo amino do aminoacido permanece
protonado (ndo nucleofilico) durante a reacado, evitando assim quaisquer reacdes

laterais indesejadas sem ser necessario recorrer a sua protecao.

Adicionou-se depois o cloreto de lauroilo, que sofre ataque nucledfilo pela
serina através do oxigénio do seu grupo hidroxilo. O cloreto de acido, utilizado em
excesso, sofre o0 ataque nucledfilo em detrimento do &cido carboxilico do aminoacido

por ser mais reativo.
No esquema seguinte esté representado o mecanismo da reacao:
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Esquema 6 - Mecanismo geral da reagéo de esterificacao.
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A primeira fase da reacao, a adicdo, consiste no ataque nucledfilo do grupo
hidroxilo da serina protonada ao grupo carbonilo do cloreto de acido, formando-se um
intermediario tetraédrico. Segue-se a fase de eliminacdo em que se verifica a saida de
um ido cloreto (bom grupo de saida) e a formacao da ligagdo dupla no grupo carbonilo
(C=0). Por fim da-se a remocao do protédo pelo anido trifluoroacetato.

A reacdo ocorreu sob agitacdo magnética durante 6 horas, apds as quais, foi
adicionado éter etilico (Et,O) frio de modo a precipitar o composto. O sélido branco
obtido foi identificado por RMN *H como sendo o composto (2). O facto de n&o ser
necessario o tratamento da mistura reacional antes da precipitacdo do composto
facilitou a obtencéo de rendimentos elevados. Na tabela 1 estdo apresentados os
resultados obtidos.

Tabela 1 - Resultados obtidos na sintese do composto 2.

Experiéncia [2] m/g (h/mmol) Rendimento (%)

1 2,7582 (8,5343) 87,5

2 3,7167 (11,500) 88,0

2.1.2. Metilacdo do tensioativo no grupo amino por

aminacao redutiva

Nesta etapa pretendia-se introduzir dois grupos metilo no precursor 2,
previamente sintetizado, por aminagdo redutiva do formaldeido. Como o composto 2
se encontrava sob a forma de sal de aménio foi necessario juntar trietilamina (NEts)
para tornar o azoto nucleofilico, capaz de atacar o grupo carbonilo do aldeido. O

mecanismo da reacao esta representado no esquema 7.

O formaldeido (CH,O) sofre o ataque nucledfilo por parte do azoto do
aminoacido, formando a correspondente imina. Esta € reduzida pelo
triacetoxiborohidreto de sodio (NaBH(OAc)s), por doacdo de um hidreto, formando a
respetiva amina secundaria. A amina secundéria obtida ataca de seguida uma nova
molécula de formaldeido, que se encontra em excesso, para se obter a amina terciaria

pretendida.
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Esquema 7 - Mecanismo geral da reagdo de aminacao redutiva.

A mistura reagiu durante 3 horas, findas as quais se procedeu ao seu
tratamento, por extracdes liquido-liquido, primeiramente com HCI 1M e depois com
H,O. Desta forma garantiu-se a acidificagdo da mistura para que fosse possivel
recuperar o composto 3, assim como a remocao da NEt; e CH,O em excesso e do

acido acético, um produto secundario formado pela degradacdo do agente redutor
(NaBH(OAC)3).
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Inicialmente, verificava-se que, aquando realizacdo do tratamento, uma parte
significativa do composto 3 ficava retida na fase aquosa. Para além da dificuldade em
evitar a formacdo de emulsdes, que no caso deste composto Sdo muito persistentes,
foram necessérias inUmeras extrac6es para obter uma quantidade significativa de
composto, com rendimentos na casa dos 50%. Experimentou-se, entdo, aquecer o
DCM (fase organica) para facilitar a dissolugdo do composto. Desta forma as
emulsBes tornaram-se menos persistentes e diminuiu-se significativamente o niamero
de extracOes liquido-liquido necessarias para recuperar uma maior quantidade do
composto do que com o método anterior. Deste modo conseguiu-se aumentar 0s
rendimentos da reacdo para a ordem dos 80%. Os resultados obtidos estédo
apresentados na tabela 2.

Foi ainda necesséria a purificagdo do composto por cromatografia em coluna,
tendo-se usado como eluente diclorometano (DCM)/ metanol (MeOH) na proporgéo de
5:1. Confirmou-se por RMN *H (figura 10) que o sélido branco obtido era o composto
pretendido (3). O espetro obtido é semelhante ao obtido para o composto 2, mas neste
pode observar-se nitidamente o pico dos protdes dos dois grupos metilo ligados ao

azoto a um desvio quimico & = 2,93 ppm.

Tabela 2 - Resultados obtidos na sintese do composto 3.

Experiéncia [3] m/g (nh/mmol) Rendimento (%)

1 0,2686 (0,8520) 53,3
2 0,2323 (0,7369) 45,0
3 0,3940 (1,250) 58,0
4 0,2838 (0,8996) 57,4
5 0,3732 (1,184) 68,2
6 0,3324 (1,054) 77,7
7 0,6038 (1,915) 82,5

8 0,4133 (1,311) 82,0
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Figura 10 - Espetro de RMN *H (MeOD, 400 MHZz) do composto 3.

2.1.3. Introducéo do espacador por condensacao

A sintese do tensioativo gemini ndo ionico realizou-se por condensacgédo do

precursor monomeérico com uma diamina.

(0] (0] (0]
H H [
z NH3(CHa)12NH; : /(/\)\
0 O | OH 10 O 12N ’V\
/N\ PN
3 4

A reacdo foi efetuada usando DIEA como base ndo nucledfila e TBTU como

agente de acoplamento. O mecanismo da reacao esta apresentado no esquema 8.
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Esquema 8 - Mecanismo geral da reagdo de condensagao.

Inicialmente ha a desprotonacao do grupo carboxilico por parte da N-etil-N,N-
diisopropilamina (DIEA), sendo que o ido carboxilato formado ataca de seguida o
carbono ligado ao oxigénio do tetrafluoroborato de O-(benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametilurénio (TBTU). O intermediario formado reage com o 6xido de benzotriazol,
formando o correspondente éster de benzotriazolilo. A adicdo da dodecano-1,12-
diamina nesta fase leva a formacdo da correspondente ligacdo amida, obtendo-se
deste modo o precursor gemini pretendido. De notar que a adicdo da diamina foi feita
muito ap0s a adicdo do TBTU, para dar tempo a ativagdo do &cido. Também é
importante referir que se juntou amina na proporgdo 1:2 em relagdo ao composto de
partida, de modo a favorecer a ligacdo de duas moléculas de precursor a uma
molécula de espacador. O facto de ndo se poder usar excesso deste reagente tem

implicacdes a nivel do rendimento obtido, que néo foi além dos 60 %.

A reacédo decorreu durante 5 dias, ap6s os quais se procedeu ao tratamento da
mistura reacional por extracdes liquido-liquido. Foi necesséria a realizacdo de varias
extracbes para garantir a remocdo total da tetrametilureia. A mistura resultante foi
ainda purificada por cromatografia em coluna utilizando ao inicio o eluente
DCM/MeOH 20:1, passando depois para DCM/MeOH 5:1. Na tabela 3 estdo

apresentados os resultados obtidos.

Obteve-se um 6leo amarelo, que foi analisado primeiramente por RMN 'H
(figura 11), tendo-se verificado que se tratava do composto pretendido. De facto, em
comparacgdo com o espetro do composto de partida, € agora possivel identificar o pico

do protdo da amida a 6= 7,15 ppm e 0 aumento do numero de protdes do pico da



Resultados e Discusséo
cadeia alquilica, devido a presenca do espacador. Relativamente ao protdo do
carbono a, que se previa originar um sinal préximo (com desvio quimico ligeiramente
inferior) do dos protdes -O-CH,-CH-, o seu sinal parece estar sobreposto com o dos
grupos CH,-NH no multipleto a 6= 3.11-3.15 ppm. Apos andlise por EM, observou-se
que o composto obtido tinha a massa molecular desejada e confirmou-se que este era
de facto o tensioativo gemini pretendido. Na tabela 3 estdo apresentados os resultados
obtidos.

Tabela 3 - Resultados obtidos na sintese do composto 4.

Experiéncia [4] m/g (n/mmol) Rendimento (%)

1 0,2975 (0,3741) 26,0
2 0,3353 (0,4216) 53,5
3 0,5242 (0,6592) 62,4
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Figura 11 - Espetro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) do composto 4.
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2.1.4. Metilagao do tensioativo gemini

O tensioativo gemini 4 foi metilado nhovamente no grupo amino com o objetivo
de o tornar cationico, ou seja, formar uma amina quaternaria. Para isso, dissolveu-se o
tensioativo numa quantidade minima de N,N-dimetilformamida (DMF) e adicionou-se
iodometano em excesso. Esta é uma reacdo de substituicdo nucledfila bimolecular,
onde o iodometano é atacado pelo 4&tomo de azoto do precursor gemini, com
deslocamento do ido iodeto. O mecanismo da reacdo pode ser observado no esquema
9.

o o ~ o} o)
PUPLD L G
R O 3 N~ R O ) N
H N
N © @O

Esquema 9 - Mecanismo geral da reagdo de metilagdo.

Apés o ataque nucledfilo do grupo amino do tensioativo ao iodometano, 0s

anides iodeto livres irdo atuar como contra-ibes dos grupos amaonio quaternarios.

A reacdo teve a duracdo de aproximadamente 48h, ap0s as quais se procedeu
a extragbes liquido-liquido da mistura reacional. Para além de serem necessérias
algumas lavagens da fase organica para garantir a remocédo total de DMF, ainda
houve o contratempo de parte do composto passar para a fase aquosa; por isso, este
foi um processo que, por vezes, se tornou demorado e afetou o rendimento final. Apés
extracdes foi ainda necessaria a realizacao de cromatografia em coluna com o eluente
DCM/MeOH 10:1.

Obteve-se um o6leo amarelado que mostrou ser o composto gemini catidnico
pretendido quando analisado por RMN 'H, RMN *C e EM. Quando analisado o
espetro de RMN 'H obtido é possivel observar que, devido ao facto de o azoto ter
carga positiva, os protdes mais proximos ficam mais desprotegidos e isso leva a
modificacdo dos desvios quimicos do respetivos picos em relagdo ao precursor nao
ibnico. Isto observa-se no pico do protdo no carbono a que esta a 6= 5.54 ppm.

Também é possivel ver uma diferenca no pico que pertence aos protdes dos grupos
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metilo ligados ao azoto quaternario, que agora se tem um desvio quimico de 6= 3.54
ppm e integra para mais protdes do que anteriormente. No espetro de RMN **C foram
identificados todos os carbonos pertencentes ao composto pretendido. Na tabela 4

estdo apresentados os rendimentos obtidos.

Tabela 4 - Resultados obtidos na sintese do composto 5.

Experiéncia [5] m/g (n/mmol) Rendimento (%)

1 0,1704 (0,1579) 42,2
2 0,3662 (0,3393) 51,5
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Figura 12 - Espetro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do composto 5.
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Figura 13 - Espetro de RMN **C (CDCl;, 100 MHz) do composto 5.
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2.2. Sintese de tensioativos gemini catidénicos

derivados de 4-hidroxiprolina

Pretendeu-se sintetizar um tensioativo andlogo ao descrito no ponto anterior
(mesma familia) mas usando o aminoacido 4-hidroxiprolina. Por razdes de

disponibilidade, foi utilizada uma hidroxiprolina N-protegida por um grupo Fmoc.

2.2.1. Introducao da cadeia alifatica no aminoacido

por esterificacao

Para introducdo da cadeia alifatica no grupo hidroxilo da 4-hidroxiprolina
realizaram-se 0S mMesMOS passos reacionais apresentados no ponto 2.1.1. O

mecanismo da reacdo é analogo ao ai descrito no esquema 6.

A reacdo teve a duracao de 7 horas. Verificou-se neste caso que aquando a
adicdo do Et,O n&o houve precipitacdo do composto. Assim, procedeu-se a remogao

do excesso de TFA por lavagens seguidas de evaporagdo com Et,O frio. Apds a

evaporacgédo de grande parte do TFA, efetuaram-se extragdes liquido-liquido da mistura.

Ainda se tentou precipitar o composto com diferentes solventes, nomeadamente,

hexano (Hex) e acetona, contudo néo se verificou a formagéo de cristais.

Purificou-se entdo a mistura por cromatografia em coluna cromatografica com
os eluentes Hex/ acetato (AcOEt) 3:1 e AcCOEt/MeOH 3:1. Este composto mostrou um
comportamento peculiar na realizacdo de cromatografia em coluna. Nas primeiras
colunas efetuadas verificou-se que o composto se arrastava pela coluna dificultando a
sua purificacdo, independentemente dos eluentes utilizados (1°- acetona; 2° - acetona/
MeOH 60:1; 3°- DCM/MeOH 10:1). S6 na quarta tentativa se obtiveram os resultados
pretendidos. A utilizagdo de hexano no eluente da coluna fez com que o composto
ficasse retido (o composto dissolve mal em hexano), dessa forma foram retiradas as
impurezas primeiro, sendo depois utilizado o eluente AcCOEt/MeOH 3:1 para retirar o

composto da coluna.

Nos espetros de RMN *H e *3C, foi possivel identificar os protdes da cadeia
alifatica introduzida. Assim, no espetro de protdo observa-se, para além dos sinais da

4-HyPro, um sinal a & = 1,25 ppm e outro a 0,87 ppm, correspondentes aos grupos
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metilénicos e ao grupo metilo da cadeia alifatica introduzida, respetivamente. Também
no espetro de *C é possivel observar os sinais relativos aos carbonos metilénicos e
metilico (34 - 14 ppm), bem como o sinal do grupo carbonilo de éster da nova ligacéo
formada a & = 173 ppm. De notar que alguns dos sinais aparecem em “duplicado”,

indiciando a presenca de estereoisémeros.

Da analise dos espetros conclui-se, que o 6leo viscoso obtido corresponde ao
composto 7. Obtiveram-se 1,7148 g (2,1916 mmol) deste precursor monomérico, com

um rendimento final da reacdo de 88,0%.
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Figura 14 - Espetro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do composto 7.
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Figura 15 - Espetro de RMN **C (CDCls, 100 MHz) do composto 7.

2.2.2. Introducéo do espacador por condensacao

Analogamente ao que se tinha feito para o derivado de serina, também aqui se
introduziu um espacador de 12 carbonos por reacdo do precursor com a dodecano-
1,12-diamina. O mecanismo da reacao a idéntico ao ja descrito (esquema 8, seccao
2.1.3).

A reacgdo ocorreu durante 3 dias. Para o isolamento do produto obtido foram
efetuadas extragfes liquido-liquido da mistura reacional seguidas de uma separagéo
por cromatografia em coluna, utilizando como eluentes Hex/AcOEt 1:1, seguido de
Hex/AcOEt 1:3. Obteve-se 0,7612 g (0,6156 mmol) de um 6leo viscoso que, depois de

analisado por RMN *H, RMN **C e EM, se confirmou ser o composto 8.

No espetro de RMN *H foi possivel observar o aparecimento do pico do protéo
da amida a 6= 6,59 ppm, assim como os picos dos protdes dos dois carbonos do
espacgador mais proximos do grupo amida a 6= 3,29-3,11 (CH,-CH»-NH-) e 1,65-1,56

ppm (CH»-CH,-NH-). Também € possivel observar o aumento do nimero de protdes
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para que integra o mutipleto a 1,17-1,25 ppm, a que correspondem aos protdes da
cadeia alifatica e do espacador. No espetro de RMN **C observa-se o
desaparecimento do pico do carbono do grupo carboxilico, para passarmos a ter o
carbono do grupo amida a &= 170,5 ppm, assim como o aparecimento dos picos de
carbonos do espacador proximos do grupo amida a 39,9 e 27,0 ppm (-NH-CH,-CH,- e
-NH-(CH,),-CH,-, respetivamente).

Esta reacdo teve um rendimento elevado de 84,7 %, que € muito superior ao
rendimento da condensacao para o tensioativo derivado de serina. Isto pode dever-se
a presenca do grupo protetor Fmoc na amina do derivado de prolina que, por ser um
grupo volumoso, torna o composto mais apolar, minimizando assim a possivel
transferéncia de composto para a fase aquosa durante as extracdes liquido-liquido.
Foi ainda observado por CCF que nesta sintese se formam menos produtos
secundarios do que na anteriormente referida, o que significa que uma menor

guantidade do composto de partida foi perdida em possiveis reagfes laterais.
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Figura 16 - Espetro de RMN H (CDCls, 400 MHz) do composto 8.



35
Resultados e Discusséao

—173.333
—170.517.
156.172
—143.773
— 141.469
127.982
<
125.115
Nizs062
120.210
—72.760
— 68.083
—59.221
— 52.587
—47.298
—39.875
_~34.436
34111
32.037
— 26.987
— 25.030
81
14.246

T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100

90 80
f1 (ppm)

Figura 17 - Espetro de RMN **C (CDCl;, 100 MHz) do composto 8.

2.2.3. Desprotecdo — Remocédo do grupo Fmoc

Para se efetuar a quaternizacdo do azoto da prolina, € necesséario remover o
grupo protetor Fmoc. O método de remogdo deste grupo estd bem estabelecido,
sendo amplamente usado em sintese peptidica, e consiste simplesmente na reagédo do
composto com piperidina. Assim, no presente caso, dissolveu-se o precusor geminini 8
em DCM e depois adicionou-se a piperidina, lentamente. O mecanismo da reagéo

encontra-se demonstrado no esquema 10.

A reacdo de desprotecdo demorou 15 min, passando-se depois ao tratamento
da mistura reacional através de extracdes liquido-liquido, usando uma solu¢édo aquosa
de HCI 0,1 M para remover a piperidina em excesso. Purificou-se ainda o composto
por cromatografia em coluna utilizando o eluente DCM/AcOEt 10:1 e obteve-se 0,4023

g (0,5088 mmol) de um éleo incolor.
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Por andlise de RMN H* e RMN *C, observou-se o desaparecimento dos picos
referentes ao grupo Fmoc, e assim confirmou-se que o composto obtido era o
composto 9, obtido com um rendimento de 82,6 %.
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Esquema 10 - Mecanismo geral da reacao de remocao do grupo protetor Fmoc.
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Figura 18 - Espetro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do composto 9.
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Figura 19 - Espetro de RMN **C (CDCls, 100 MHz) do composto 9.

2.2.4. Metilacdo exaustiva do tensioativo gemini

A quaternizacdo do grupo amino da prolina foi feita por metilagdo exaustiva
com iodometano. A reacdo segue um mecanismo idéntico ao descrito em 2.1.4
(esquema 9). Como se pretendiam neste caso introduzir dois grupos metilo em cada

um dos atomos de azoto, foi usado um maior excesso de iodometano.

A duracdo da reacdo foi de 48 horas. Finda a reacdo, tratou-se a mistura
reacional por extracbes liquido-liquido, e posteriormente purificou-se através de
cromatografia em coluna, comecado com o eluente DCM/MeOH 20:1 e passando
depois para DCM/MeOH 10:1. Obteve-se 0,2849 g (0,2583mmol) de um 6leo amarelo
que, depois de analisado por RMN 'H e RMN *C e EM, se confirmou tratar-se do

composto 10.

7

No espetro de RMN 'H é possivel observar o aparecimento do singuleto
correspondente ao protdes dos dois grupos metilo adicionados ao atomo de azoto com

um desvio quimico de 3,48 ppm, assim como o deslocamento dos picos pertencentes
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aos protdes dos carbonos mais proximos da amina quaternaria, nomeadamente H-2 e
H-5, para valores de desvio quimico mais elevados (para 6= 5,68-5,75 e 4,20 ppm,
respetivamente). No espetro de RMN **C observou-se um comportamento semelhante,
sendo que os grupos metilo do grupo amoénio quaternério tém o pico a 6= 50,9 ppm. Ja
o desvio quimico dos carbonos C2 e C5 € superior a0 que apresentavam
anteriormente, mas para este composto, eles apresentam o mesmo valor de 6= 71,2
ppm. O rendimento da reacao foi de 50,8%.
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Figura 20 - Espetro de RMN "H (CDCls, 400 MHz) do composto 10.
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Figura 21 - Espetro de RMN **C (CDCls;, 100 MHZ) do composto 10.
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2.3. Tentativa de sintese de tensioativos gemini

cationicos derivados de serina — Série Ester 2

Para a obtencdo do tensioativo gemini catidnico da série éster 2 tentaram-se

trés vias de sintese que serédo discutidos seguidamente.

2.3.1. Tentativa | - Introducdo do espacador por

esterificacéao

Tentou-se a sintese deste composto por introducdo do espagador, o cloreto de

glutarilo, no grupo hidroxilo na serina.

NH,
HCI :

o) o)
4 9 )]\/\/[]\ o o o o
=____ Cl Cl )L, H )I\/\/”\ l:1:
HO™ % OMe > MeO ""-k\o o~ % OMe
. NH; NH,

1 HCI 12 HCI

Seguiu-se 0 mesmo método da sintese de 2 (ponto 2.1.1), com a diferenca de,
por se tratar agora da reacdo da serina com um dicloreto de &cido, se ter utilizado
metade do ndmero de moles do espacador em relagdo a serina. O mecanismo da

reacdo € analogo ao descrito no esquema 6.

Deixou-se reagir a mistura durante 6 horas, apds as quais se tentou precipitar o
composto pretendido com Et,O frio, tendo-se formado um sélido muito viscoso e
pegajoso que ndo foi possivel separar da restante mistura reacional. Retirou-se o
excesso de TFA por lavagens com Et,O e voltou-se a tentar a precipitacdo do

composto com outros solventes, mas ndo se conseguiu a precipitacdo do composto.

Verificou-se ainda que os produtos da reagdo eram muito polares, dissolviam
apenas em MeOH, EtOH e &gua, o que impediu 0 seu tratamento por extracdes
liquido-liquido e cromatografia em coluna, pois ap0s varios testes de eluentes em CCF,
constatou-se que ndo se verificava a separagdo dos componentes da reacdo, pois

estes ficavam todos retidos na base da placa.
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Sendo, assim, nao foi possivel tirar uma conclusédo concreta quanto ao sucesso

desta reacao e prosseguiu-se para outro método

2.3.2. Tentativa ll

Em alternativa ao método anterior, tentou-se comecar por introduzir na serina
inicial 11 uma cadeia alifatica no grupo amino do aminoacido, seguindo-se depois para
a introducao do espacador. Com este plano sintético pretendia-se tornar o0 aminoacido
mais hidrofébico para facilitar o seu tratamento e consequente purificacdo na reagéo
de esterificagéo.

wLT

o
OMe

Q cHO H M OL H 7 7
H z
/\?)L M Ho/ﬁ)\OMe cl S Me O) ’//«,,,,k\owo/ﬁ)\
NH

NH NH

HCI o o

1 13

a) Introducdo da cadeia alifatica no aminoécido por aminacé&o redutiva

A introducéo da cadeia alifatica no aminoacido foi feita por aminacédo redutiva do
dodecanal. Esta reacdo é ja bem conhecida pelo grupo de investigacdo ™ e decorreu
conforme o esperado. Obteve-se ap0s purificacdo por cromatografia em coluna um

6leo amarelo (13). O rendimento foi de 61,1%. O mecanismo é analogo ao

representado no esquema 7.

b) Introducéo do espacador por esterificagdo

Tal como na tentativa | (ponto 2.3.1), tentou-se introduzir o espacador, por
reacdo com o cloreto de glutarilo. Seguiu-se 0 mesmo método que o utilizado no ponto
2.1.1, cujo mecanismo ja foi apresentado no esquema 6.
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Relativamente a tentativa |, estavamos a espera que o composto obtido, por
ser menos hidrofilico devido a presenca das cadeias de 12 carbonos previamente

introduzidas, permitisse a sua recuperacao da mistura reacional.

Deixou-se a mistura reagir durante 24 horas e findo este tempo, lavou-se a
mistura reacional varias vezes com Et,O, de forma a extrair o TFA. Efetuou-se o
tratamento da mistura por extra¢cdes liquido-liquido e procedeu-se para a realizacdo de
cromatografia em coluna utilizando os eluentes Hex/AcOEt 6:1 e Hex/AcOEt 1:1.

A reacdo apresentava um grande numero de produtos que ndo se conseguiram
isolar. Apos a realizagdo da coluna separou-se alguns conjuntos de produtos, contudo,
apés pesagem das varias misturas, verificou-se que, mesmo que O composto
pretendido (14) estivesse presente numa delas, estaria em quantidades muito
reduzidas para que o rendimento final fosse satisfatério j& que as massas obtidas

foram muito baixas. Por esse motivo concluiu-se que a rea¢do nao foi bem-sucedida.

Pensa-se, pelo facto de a reacgdo ter decorrido durante 24 horas e sem estar
em atmosfera inerte, que o dicloreto de glutarilo tenha sofrido hidrdlise, originando o
respetivo di-acido. Este, por ser menos reativo, demoraria mais tempo a reagir com o

grupo hidroxilo, ou néo reagiria de todo nas condigdes utilizadas.

2.3.3. Tentativa Ill - Sintese do tensioativo gemini

nao ionico da série éster 2

Nesta tentativa comecgou-se pela introdug&o do cloreto de glutarilo na serina 11,
fazendo-se de seguida reagir o produto obtido, sem qualquer purificacdo (usou-se
diretamente a mistura reacional obtida), com o dodecanal. Desta forma tentou-se
resolver o problema de solubilidade encontrado no poto 2.3.1 através da introducao da

cadeia alifatica logo apoés a ligacdo da serina ao espacador.
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o o

HO/ﬁJ\OMe Cl Cl MeO Mh”"k\o O/ﬁJ\OMe
X NH2 2. \%CHO NH NH
HCI J, J

10
1 14

10

Iniciou-se a reacdo seguindo o0 mesmo método apresentado do ponto 2.1.1,
tendo-se colocado a mistura reacional em atmosfera de argon para evitar a possivel
degradacdo do cloreto de glutarilo. O espacador foi usado em propor¢do 1:2 em
relacdo a serina e deixou-se a reacdo ocorrer durante 24 horas. ApGs esse tempo,
retirou-se o excesso de TFA através de lavagens com Et,O e, sem se proceder ao

tratamento da mistura reacional, passou-se a segunda fase da reacgéo.

No passo seguinte, tentou-se a introducdo da cadeia por aminacdo redutiva.
Para isso a mistura foi sujeita a uma reagdo semelhante a indicada no ponto 2.1.2,
sendo o aldeido utilizado o dodecanal. A reagdo ocorreu durante 24 horas, depois das
quais se efetuaram extra¢des liquido-liquido.

Por CCF, verificou-se que foram obtidos véarios produtos, sendo a mistura mais
complexa do se esperava. Nenhum dos produtos parecia estar em maioria em relacao
aos outros.

A razdo mais provavel que pode justificar o aparecimento de tantos compostos
diferentes pode estar relacionada com a presenca de demasiados produtos laterais
das duas reacdes, que podem ter reagido entre si e com os composto pretendidos de
multiplas formas.
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Neste trabalho, foram propostas as sinteses de diferentes tensioativos gemini
derivados de serina e de 4-hidroxiprolina, numa tentativa de se encontrar novos

compostos que demonstrem uma maior eficiéncia e biocompatibilidade.

Primeiramente, efetuou-se a sintese de tensioativos gemini catiénicos
derivados de serina da série amida 2. Iniciou-se pela adicdo de uma cadeia longa ao
grupo hidroxilo da serina por esterificacdo do cloreto de lauroilo com rendimentos
elevados (88%). Seguiu-se a introducdo de dois grupos metilo ao grupo amina do
precursor monomérico 2, por aminacdo redutiva do formaldeido. Nesta etapa de
sintese conseguiu-se melhorar o rendimento da reacdo dos 45-58% para 68-83%
através da otimizag&o do tratamento da mistura reacional, o que levou a recuperagao
de maiores quantidades do composto 3. No passo seguinte, uniram-se dois
monoémeros de precursor por condensagdo com a dodecado-1,12-diamina, usando o
TBTU como agente de acoplamento. Obteve-se o0 composto gemini 4 com
rendimentos dos 26-63%. A etapa final deste processo envolve a quaternizacdo do
grupo amina com idodometano, para obter o gemini na sua forma catiénica (5), com

rendimentos inferiores aos esperados (42-52%).

Para esta série é necessario ainda otimizar os rendimentos das duas Ultimas
reacOes de sintese, principalmente para a reacdo de metilagdo, nomeadamente no
melhoramento do processo de tratamento por extracdes liquido-liquido, como por

exemplo, a utilizagéo de outro tipo de solvente como a fase organica.

Para a sintese dos tensioativos gemini catidnicos derivados da série
hidroxiprolina, comegou-se por introduzir uma cadeia alifatica no grupo hidroxilo da 4-
hidroxiprolina N-protegida, por esterificacdo com cloreto de lauroilo, obtendo-se um
bom rendimento (88%). O composto O-alquilado resultante (7) foi condensado com
dodecano-1,12-diamina (agente de acoplamento: TBTU) e obteve-se o precursor
gemini N-protegido 8 com um rendimento 85%. No passo seguinte, removeu-se 0
grupo protetor Fmoc ao fazer reagir o composto gemini ndo iénico protegido com
piperidina (rendimento de 83%). O precursor gemini ndo iénico 9 foi entdo metilado
exaustivamente com iodometano, de modo a quaternizar o grupo amina, obtendo-se

assim o tensioativo gemini catiénico 10 com rendimento de 51%.

Os rendimentos obtidos nos passos reacionais da série hidroxiprolina foram
elevados, a excecdo da reacao de metilacdo, que apresenta um problema semelhante

ao observado para a mesma reacdo na série amida 2. Do mesmo modo, deve

a7
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experimentar-se a mudanca de solvente organico no tratamento ap6s a reacdo e

averiguar os resultados.

Foi ainda proposto um plano de sintese de compostos gemini derivados de
serina da série éster 2, em que o aminoacido seria N-alquilado e o espacador estaria
inserido no grupo hidroxilo através de uma ligagéo do tipo éster.

A primeira abordagem passava pela introducdo do espacador por esterificacao
do grupo hidroxilo com o cloreto de glutarilo, para depois ser introduzida a cadeia
alifatica no grupo amino por aminacdo redutiva do dodecanal. Contudo, ndo foi
possivel averiguar o sucesso da primeira reacao pois a mistura reacional resultante

era muito polar e ndo se conseguiu proceder ao seu tratamento.

Numa segunda abordagem, iniciou-se com a introducdo da cadeia alifatica por
aminacdo redutiva do dodecanal e obteve-se a serina N-alquilada 13 com um
rendimento de 61%. Posteriormente, tentou-se promover a introdug¢éo do cloreto de
glutarilo no precursor, para que dai originasse o precursor gemini nao iénico. Porém,

esta reacdo nao proporcionou resultados satisfatérios.

Por ultimo, retomou-se a rota reacional da primeira abordagem, mas desta vez,
depois da introducéo do espacador por esterificacdo, submeteu-se a mistura reacional
obtida, sem qualquer tratamento de purificagdo, a uma reacdo de aminacgao redutiva
com o dodecanal. Contudo, com este método os resultados voltaram a ndo ser

animadores, pois obteve-se uma mistura complexa de produtos da reagéo.

Nestas 3 metodologias sintéticas efetuadas, a etapa que estd a impedir o
sucesso da sintese é relativa a introdugdo do espacador por esterificagdo do grupo
hidroxilo do aminoacido com o dicloreto de alcanoilo. De facto, essa reacgéo ja tinha
dado problemas aquando da tentativa de introdugdo da longa cadeia alquilica nesse
mesmo grupo hidroxilo para a sintese da séria amida 2. No entanto os problemas
tinham sido ultrapassados usando o método aqui descrito. Pelos resultados obtidos,
esse método parece nédo resultar para a introducéo do espacador e tera que se tentar
averiguar se a falha esta na reacao propriamente dita, ou no tratamento da mistura

reacional resultante. A abordagem ao problema seré diferente conforme o caso.

Assim, de futuro, devem ser experimentadas alteragbes aos métodos
apresentados, que podem ir desde as condi¢cbes reacionais (atmosfera inerte e/ou

baixas temperaturas) aos tempos de reagdo. Pode ainda tentar-se a sintese dos
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compostos pretendidos usando outras metodologias, essencialmente no que respeita
a introducédo do espacador por uma ligacdo éster no grupo hidroxilo. Talvez a reacao
com um di4dcido usando um agente de acoplamento adequado seja uma boa

alternativa.

Nas trés séries diferentes, foram sintetizados um total de nove compostos,

diferentes, dois dos quais sdo compostos gemini catidnicos finais.

Os dois tensioativos gemini catidnicos sintetizados serdo sujeitos a estudos
fisico-quimicos e biologicos, onde sera interessante compara-los entre si, visto terem
caracteristicas semelhantes em termos do tipo e tamanho de espacador e cadeia
alifatica que possuem. Desta forma, sera possivel observar a influéncia direta que o

aminoacido utilizado tem nas propriedades do tensioativo.
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3.1. Aspetos Gerais

Em todas as reacdes foram utilizados solventes de qualidade pré-anélise.

Foi utilizada a cromatografia em camada fina (CCF) tanto para seguir o
progresso das reacdes, como para atestar a pureza dos compostos obtidos. Para isso
foram utilizadas placas de aluminio revestidas com gel de silica 60 Fys, (sensiveis a
luz UV no comprimento de onda de 254 nm) com 0,25 mm de espessura, da marca
Merck. Depois da realizacdo de CCF, as placas foram observadas a luz UV no
comprimento de onda anteriormente mencionado e foram reveladas por um de dois
métodos: por exposicdo a uma atmosfera de cloro (solugéo de &cido cloridrico (HCI) a
10% e permanganato de potassio (KMnO,) 0,1 M na propor¢édo de 1:1) seguida de
pulverizacdo com solugéo diluida de dicarboxidina; ou mergulhando numa solucdo

etandlica de &cido fosfomolibdico, revelando a quente.

Sempre que necessario, foram removidos produtos secundarios ou reagentes
de partida que permaneciam junto do composto pretendido no final da reacao,
inicialmente por extracao liquido-liquido, e numa fase posterior, se necessario, por
cromatografia liquida de adsor¢cdo em coluna de vidro. Para a coluna cromatogréafica
foi utilizado como fase estacionaria gel de silica 60 da marca SDS, granulometria 40-

60 um, para cromatografia “flash”, previamente suspensa no eluente a utilizar.

Para eliminar os solventes dos compostos, estes foram colocados num
evaporador rotativo sob presséo reduzida (trompa de agua), e para uma eliminagdo
mais eficaz, foram ainda submetidos a uma bomba de alto vacuo durante, pelo menos,

duas horas.

A andlise por ressonancia magnética nuclear de protdo e carbono (RMN 'H e
RMN *'*C), foi realizada num espetrometro Brucker AVANCE Il de 400 MHz do
CEMUP(UP). As andlises espetroscépicas foram efetuadas a temperatura ambiente
em cloroférmio deuterado ou em metanol deuterado, e os desvios quimicos foram
registados relativamente ao sinal do tetrametilsilano (TMS) e/ou do proprio solvente

parcialmente ndo deuterado como referéncia interna.

Os dados que descrevem cada espetro de RMN 'H s&o apresentados pela
seguinte ordem: desvio quimico, ®, em ppm; multiplicidade de sinal (singleto, s;
singleto largo, sl; tripleto, t; triplo-dupleto, td; dupleto, d; duplo-dupleto, dd; quintupleto,

quint; multipleto, m); area relativa do sinal (nH como namero de protdes); constante de
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acoplamento, J, em Hertz; localizacdo do protdo na molécula. Quanto aos espetros
RMN *C, os dados sdo descritos do seguinte modo: desvio quimico, 8, em ppm;
localizacdo do carbono na molécula. Note-se que, no caso da série da hidroxiprolina
se adotou a numeracgdao representada na figura 24.

Figura 22 - Numeracéo adotada para a prolina e para o grupo Fmoc (exemplificado com o composto 7).

Os espetros de massa (EM) foi obtido num Finnigan Surveyor, equipado com
um detetor de massa Finnigan LCQ DECA XP MX (Finnigan Corp. San José, Calif.
USA) e com API (Atmospheric Pressure lonization) usando um interface ESI
(Electrospray lonization — ESI-MS).
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3.2. Sintese da série amida 2

3.2.1. Sintese de O-dodecanoilserina

o] o] o]
H H
e CH3(CHy)14COCI =
HO ] OH 0 O ] OH
CF3COOH . NH,
HCI

NH,

1 2
105,09 g.mol’ 323,19 g.mol’!

Colocou-se TFA (5 mL) num baldo em banho de gelo durante 5 min. Adicionou-
se lentamente a serina (1) (1,37 g; 13,0 mmol) e deixou-se reagir durante 15 min., com
agitacdo vigorosa. Juntou-se o cloreto de lauroilo (4,53 mL; 19,6 mmol; 1,5 eq.),
ficando a mistura reacional em agitacao a temperatura ambiente durante 6h. Colocou-
se a mistura reacional em gelo, com agitacdo vigorosa e adicionou-se Et,O (15 mL)
lentamente utilizando um funil de adicdo. Formou-se uma suspenséao branca, que ficou
em agitacdo durante 15 min. a 0 °C. Filtraram-se os cristais por vacuo e obteve-se um
sélido branco (3,72 g), que se identificou por RMN *H como sendo o composto 2. O

rendimento foi de 88,0 %.

Composto 2: solido branco
R: = 0,22 (DCM/MeOH 1:1)

RMN 'H (MeOD, 400 MHz): & 4.54-4.53 (m, 2H, -O-CH,-CH-), 44.38-4.36 (m, 1H,
-CH-), 2.40 (t, 2H, J = 7.6 Hz, -CH,-CH,-CO-), 1.62 (quint, 2H, J = 7.2 Hz, -CH,-CH,-
CO-), 1.30 (s, 16H, CHg-(CH,)s-), 0.91 (t, 3H, J = 7.0 Hz, -CHj)
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3.2.2. Sintese de N,N-dimetil-O-dodecanoilserina

o) o) o} o

H H
o O : OH 0 O : OH
DCE, NEts, NaBH(OAc),

NH N

HCl = 2 2N

2 3
323,19 g.mol™’ 315,24 g.mol™

Dissolveu-se o composto 2 (0,44 g; 1,36 mmol) em DCE (20 mL) e juntou-se
NEt; (0,28 mL; 2,04 mmol; 1,5 eq.), formaldeido a 37-41% (0,25 mL; 3,39 mmol; 2,5
eg.) e NaBH(OAc); (1,15 g; 5,43 mmol; 4 eq.), com intervalos de 20 min. entre adi¢cdes
dos diferentes reagentes. Deixou-se em agitacdo magnética a temperatura ambiente

durante 3 horas.

No final da reacdo, procedeu-se a extracdes liquido-liquido: primeiro com HCI
1M (15 mL), separando rapidamente as fases; depois lavaram-se as fases organica e
aguosa com H,O e DCM quente, respetivamente. Secou-se a fase organica com
Na,SO, anidro, filtrou-se por vacuo e evaporou-se o solvente. Purificou-se o composto
por cromatografia em coluna no eluente DCM/MeOH 5:1. Apds nova evaporagdo de
solvente, obteve-se um sélido branco (0,3324 g), que depois de se analisar por RMN

H* verificou-se que era o composto 3. O rendimento da reac&o foi de 77,7%.

Composto 3: sélido branco
R; = 0,49 (DCM/MeOH 5:1)

RMN 'H (MeOD, 400 MHz): & 4.63-4.62 (m, 2H, -O-CH,-CH-), 3.89-3.86 (m, 1H, -CH-),
2.93 (s, 6H, -N-(CHy),), 2.37 (t, 2H, J = 7.6 Hz, -CH,-CH,-CO-), 1.62 (quint, 2H, J = 7.2
Hz, -CH,-CH,-CO-), 1.29 (sl, 16H, CH3-(CH,)s-), 0.90 (t, 3H, J = 7.0 Hz, -CHJ)
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3.2.3. Sintese de didodecanoato de (2S)-2-
(dodecametileno-1,12-dicarbamoil) bis[(2-N,N-

dimetilamino)etilo]

0 O 0 (0]
H H [
z NH2(CH2)12NH; d /H\
0 © . OH 10 O 12N
/N\

DCM, DIEA, TBTU
PN

3 4
315,24 g.mol™” 795,25 g.mol"

Num baldo de fundo redondo, dissolveu-se o composto 3 (0,70 g; 2,21 mmol)
em DCM e juntou-se DIEA (0,76 mL; 4,42 mmol; 2 eq.). Passados 30 min. colocou-se
a mistura reacional em gelo e juntou-se TBTU (1,42 g; 4,42 mmol; 2 eq.), deixando a
reagir durante 1 hora. Adicionou-se a dodecanodiamina (0,21 g; 1,06 mmol; 0,5 eq.) e

deixou-se reagir em agitagcdo magnética e em gelo durante 5 dias.

Finda a reacdo, procedeu-se ao seu tratamento por extracdo com a sequéncia
de solventes: HCI 0,1 M (20 mL), H,O (20 mL), NaHCO3; (20 mL), H,O (20 mL).
Repetiu-se a sequéncia até ndo se verificarem alteragbes na fase organica. Secou-se
a fase organica com Na,SO, anidro, filtrou-se e evaporou-se o0 solvente. A mistura
resultante foi purificada por coluna cromatografica comecando com o eluente
DCM/MeOH 20:1, passando depois para DCM/MeOH 5:1. Depois de evaporado o
solvente, obteve-se um éleo amarelo (0,52 g). Por RMN *H e EM verificou-se que era o

composto 4. O rendimento foi de 62,3 %.

Composto 4: 6leo amarelo
R = 0,65 (DCM/MeOH 10:1)

RMN *H (CDCls, 400 MHz): & 7.15 (t, 2H, J = 5.8 Hz, 2x -NH-), 4.45 (dd, 2H, J = 8.0,
4.0 Hz, 2x -O-C(H)H-CH-), 4.28-4.35 (dd, 2H, J = 5.6, 6.4 Hz, 2x -O-C(H)H-CH-), 3.15-
3.11 (M, 6H, 2x -NH-CH,-CH,- + 2x -CH-), 2.27 (s, 12H, 2x -N-(CHa),), 2.21 (t, 4H, J =
7.4 Hz, 2x -CH,-CH,-CO-), 1.54-1.50 (m, 4H, 2x -CH,-CH,-CO-), 1.43-1.40 (m, 4H, 2x -
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NH'CHZ'CHZ'), 1.17 (Sl, 48H, 2X CH3'(CH2)8' + 'NH'(CHz)Q-(Cﬂg)g'), 0.80-0.77 (m, 6H,
2X 'CH3)

EM (ESI, MeOH) m/z calcd. 796,26 [M+H]", obtido 795,93

3.2.4. Sintese de diiodeto de (1S)-{1-
(dodecametileno-1,12-dicarbamoil) bis[2-

(dodecanoiloxi)etil]} bis-N,N,N-trimetilamdnio

s Pt e st et b

©_Nl /g\ 1©

4 5
795,25 g.mol™’ 1079,13 g.mol™’

O composto 4 (0,52 g; 0,65 mmol) foi dissolvido em DMF (= 1 mL) e
seguidamente foi adicionado iodometano (0,16 mL; 2,64 mmol; 4 eq.). A reagéo
ocorreu em agitagdo magnética durante 48h. Dissolveu-se a mistura reacional em
AcOEt (20 mL) e procederam-se as extragdes liquido-liquido com Na,S,0; a 10 % (2x
20 mL) e H,O (5x 20 mL), secou-se a fase organica com Na,SO, anidro, filtrou-se e
evaporou-se o0 solvente. Purificou-se a mistura por coluna cromatografica com o
eluente DCM/MeOH 10:1, evaporou-se o solvente e obteve-se um 6leo amarelo (0,37
g). Comprovou-se que era composto 5 por RMN *H, RMN **C e EM. O rendimento foi
de 51,5 %.

Composto 5: 6leo amarelo
R = 0,50 (DCM/MeOH 5:1)

RMN *H (CDCls, 400 MHz): & 8.47 (t, 2H, J = 5.6 Hz, 2x -NH-), 5.54 (t, 2H, J = 6.0 Hz,
2x .N*-CH-), 4.69 (dd, 2H, J = 6.4, 6.8 Hz, 2x -O-C(H)H-CH-), 4.53 (dd, 2H, J = 7.6, 5.2
Hz 2x -O-C(H)H-CH-), 3.54 (s, 18H, 2x -N*-(CH3)3), 3.45-3.36 (m, 4H, -NH-CH,-CH,-),
3.25-3.16 (M, 4H, -NH-CH,-CH,-), 2.37 (t, 4H, J = 7.6 Hz, 2x -CH,-CH,-CO-), 1.65-1.55
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(M, 8H, 2x -CH»-CH,-CO- + -NH-CH,-CH,-), 1.25 (s, 48H, 2x CH3-(CH,)s- + -NH-
(CH,),-(CHy)g-), 0.87 (t, 6H, J = 7.0 Hz, 2x -CHy)

RMN C (CDCls, 100 MHz): & 172.5 (-O-C(O)-), 163.7 (-C(O)-N-), 70.8 (-N*CH-), 59.4
(-O-CH,-CH-), 54.0 (-N*(CHa)s), 40.1 (-NH-CH,-), 34.1 (-C-CH,-CH,-), 32.0 (CHs-CH,-
CH»), [29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.2, 29.1, 29.0, 28.9, 28.6 (CHs-(CH,),-(CH.)s- + -NH-
(CH,)s-(CH»)s)], 26.9 (-NH-CH»-CH,-), 24.7 (-C-CH,-CH,-), 22.8 (CH3-CH,-), 14.2 (-
CHa)

EM (ESI, MeOH) m/z calcd. 952,22 [M-I]*, obtido 951,47; calcd. 412,66 [M-21]**, obtido
412,93
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3.3. Sintese da série hidroxiprolina

3.3.1. Sintese de N-Fmoc-4-dodecanoiloxiprolina

o) (0]
Oum,
HO"M-.N CH3(CHz)10COCI /@ﬁ'/ ’ “O/(OH
OH >
N CF3COOH o N
Fmoc Fmoc
6 7
353,37 g.mol’! 536,64 g.mol’

Colocou-se TFA (5 mL) em banho de gelo durante 5 min. Adicionou-se
lentamente a 4-hidroxiprolina (6) (1,50 g; 4,26 mmol) e deixou-se reagir durante 15
min., com agitacao vigorosa. Juntou-se o cloreto de lauroilo (1,48 mL; 6,39 mmol; 1,5
eq.), ficando em agitacdo a temperatura ambiente durante 7h. Lavou-se a mistura
reacional com Et,0, que depois foi evaporado, para retirar 0 excesso de TFA,
repetindo-se o processo 20 vezes. Dissolveu-se a mistura em DCM e efetuaram-se
extracdes liquido-liquido com HCI 1 % (20 mL) e H,O (10x 20 mL). Purificou-se a
mistura numa coluna cromatografica utilizando os eluentes Hex/AcOEt 3:1 e
AcOEt/MeOH 3:1. Identificou por RMN 'H e '*C que o 6leo transparente e muito

viscoso obtido era o composto 7 (1,71 g). O rendimento foi de 88,0 %.

Composto 7: 6leo transparente muito viscoso
R = 0,28 (DCM/MeOH 10:1)

RMN H (CDCls, 400 MHz): & 7.74 (dd, 2H, J = 13.2, 7.4 Hz, H-4’ + H-5'), 7.57-7.52 (m,
2H, H-1' + H-8’), 7.42-7.28 (m, 4H, H-2’ + H-3' + H-6' + H-7’), 5.33-5.27 (m, 1H, H-4),
4.55-4.36 (m, 3H, H-2 + -O-CH,-), 4.28-4.13 (m, 1H, H-9"), 3.78-3.68 (M, 2H, H,5),
2.48-2.25 (M, 4H, Hy-3 + -CH,-CH,-CO-), 1.65-1.56 (m, 2H, -CH,-CH,-CO-), 1.25 (s,
16H, CHs-(CH,)s-), 0.88 (t, 3H, J = 6.8 Hz, -CH3)
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RMN *3C (CDCl;, 100 MHz): & 175.3 (-C(O)OH), 173.3 (-O-C(0)-CH,), 155.8 (-O-C(0)-
N-), 143.8 (C-8'a + C-9a), 141.5 (C-4'a + C-5a), 128.0 (C-3’ + C-6’), 127.3 (C-2’ + C-
7’), 125.1 (C-1' + C-8’), 120.2 (C-4’ + C-5'), 72.2 (C-4), 68.3 (-O-CH,-), 58.1 (C-2), 52.5
(C-5), 47.2 (C-9’), 35.3 (C-3), 34.4 (-C-CH,-CH,-), 32.0 (CHs-CH,-CH,-), [29.7, 29.6,
29.5, 29.4, 29.2 (CH3-(CH,),-(CH.)e-)], 25.0 (-C-CH,-CH,-), 22.8 (CH3-CH,-), 14.2 (-CHa)

3.3.2. Sintese de didodecanoato de (2S)-[(2-
dodecametileno-1,12-dicarbamoil) bis(N-

Fmoc-pirrolidin-4-ilo)]

le) O (@] (@] (@]
Ty O NH3(CHz)12NH; 10 PN 10
Ol N" 12N o
OH H H
o] N DCM, DIEA, TBTU N N

N
Fmoc Fmoc Fmoc

7 8
536,64 g.mol’ 1236,42 g.mol™”

Dissolveu-se o composto 7 (0,78 g; 1,5 mmol) em DCM e adicionou-se DIEA
(0,50 mL; 2,9 mmol; 2 eqg.) e deixou-se a reagir por 30 min. Colocou-se o baldo
reacional em gelo e juntou-se TBTU (0,94 g; 2,9 mmol; 2 eq.), deixando a reagir
durante 1 hora. Adicionou-se a dodecanodiamina (0,15 g; 0,73 mmol; 0,5 eq.) e

deixou-se reagir em agitagdo magnética e em gelo durante 3 dias.

Procedeu-se ao tratamento da mistura reacional por extragfes liquido-liquido,
com a sequéncia de solventes: HCI| 0,1 M (20 mL), H,O (20 mL), NaHCO3; (20 mL),
H,O (20 mL). Repetiu-se a sequéncia até ndo se verificarem alteracdes na fase
organica. Secou-se a fase orgénica com Na,SO, anidro, filtrou-se e evaporou-se o
solvente. Purificou-se por coluna cromatografica utilizando os eluentes Hex/AcOEt 1:1
e Hex/AcOEt 1:3. Evaporou-se o solvente, obteve-se um 6leo amarelo viscoso (0,76 g).
Por RMN *H, *3C e por EM verificou-se que se tratava do composto 8. O rendimento foi
de 84,7 %.
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Composto 8: 6leo amarelo viscoso
R = 0,64 (Hex/AcOEt 1:3)

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): & 7.76 (d, 4H, J = 7.6 Hz, 2x H-4’ + 2x H-5"), 7.55 (d, 4H, J
= 7.2 Hz, 2x H-1" + 2x H-8’), 7.40 (t, 4H, J = 7.4 Hz, 2x H-3' + 2x H-6"), 7.30 (td, 4H, J =
6.4, 0.8 Hz, 2x H-2' + 2x H-7’), 6.59 (s, 2H, 2x -C(0O)-NH-), 5.31 (s, 2H, 2x H-4), 4.57 (s,
2H, -O-CHj3-), 4.45-4.36 (m, 4H, -O-CH,- + 2x H-2), 4.25-4.22 (m, 2H, H-9’), 3.80-3.65
(m, 4H, 2x Hy-5), 3.29-3.11 (m, 4H, 2x -C(O)-NH-CH,-), 2.65 (sl, 2H, 2x H, -3), 2.34-
2.17 (m, 6H, 2x Hp-3 + 2x -CO-CH,-CH,-), 1.65-1.56 (m, 6H, -NH-CH,-CH,- + 2x -CO-
CH»-CH,-), 1.46 (sl, 2H, -NH-CH,-CH,-), 1.25-1.17 (m, 48H, 2x CHs-(CH,)s- + -NH-
(CH>)2-(CH,)g-), 0.87 (t, 6H, J = 6.8 Hz, 2x -CHj,)

RMN **C (CDCl;, 100 MHz): & 173.3 (-O-C(0)-CH,-), 170.5 (-C(0)-NH-), 156.2 (-O-
C(O)-N-), 143.7 (C-8'a + C-9'a), 141.5 (C-4a + C-5'a), 128.0 (C-3’ + C-6'), 127.3 (C-2’
+ C-7), 125.1 (C-1’ + C-8’), 120.2 (C-4’ + C-5'), 72.8 (C-4), 68.1 (-O-CH,-), 59.2 (C-2),
52.6 (C-5), 47.3 (C-9’), 39.9 (-NH-CH,-CH,-), 34.4 (-CO-CH,-CH,-), 34.1 (C-3), 32.0
(CH3-CH,-CH,-), [29.7, 29.7, 29.6, 29.6, 29.4, 29.4, 29.3 (CH3-(CHy),-(CH.)e- + -NH-
CH,-CH,- + -NH-(CH,)3-(CH2)s-)], 27.0 (-NH-(CH,),-CHy-), 25.0 (-CO-CH,-CH,-), 22.8
(CH3-CHy-), 14.3 (-CHy)

EM (ESI, MeOH) m/z calcd. 1237,43 [M+H]', obtido 1236,40

3.3.3. Desprotecédo do precursor gemini nao ionico

DCM NH HN

1236,42 g.mol"’ 790,65 g.mol™’

Dissolveu-se o composto 8 (0,76 g; 0,62 mmol) em DCM (5 mL) e adicionou-se
lentamente a piperidina (0,61 mL; 6,16 mmol; 10 eq), deixou-se em agitacdo
magnética a temperatura ambiente durante 15 min. Procedeu-se a extragfes liquido-
liqguido com HCI 0,1 M (15 mL) e H,O. Secou-se a fase organica com Na,SO, anidro,

filtrou-se por vacuo e evaporou-se o solvente. Purificou-se o composto por
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cromatografia em coluna no eluente DCM/AcOEt 10:1. Apds nova evaporacdo de
solvente, obteve-se um 6leo incolor (0,40 g), que se identificou por RMN H' e RMN **C
como sendo o composto 9. O rendimento da reagéo foi de 82,6 %.

Didodecanoato de (2S)-[(2-dodecametileno-1,12-dicarbamoil) bis(pirrolidin-4-ilo)]
Composto 9: 6leo incolor
R = 0,58 (DCM/MeOH 20:1)

RMN *H (CDCls, 400 MHz): & 7.65 (t, 2H, J = 5.6 Hz, 2x —C(0)-NH-), 5.26-5.23 (m, 2H,
2x H-4), 4.05 (t, 2H, J = 8.4 Hz, 2x H-2), 3.25-3.15 (M, 6H, 2x —C(O)-NH-CH, + 2X H,-
5), 3.03 (dd, 2H, J = 9.2, 3.8 Hz, 2x Hy-5), 2.42-2.36 (M, 2H, 2x H,-3), 2.27 (t, 4H, J =
7.4 Hz, 2x -CO-CH,-CHy-), 2.14-2.07 (m, 2H, 2x Hy-3), 1.59 (quint, 4H, J = 7.2 Hz, 2x -
CO-CH,-CH,-), 1.50 (quint, 4H, J = 6.8 Hz, 2x -NH-CH,-CH,-), 1.25 (sl, 48H, 2x CHa-
(CH,)s- + -NH-(CH,)»-(CH,)s-), 0.88 (t, 6H, J = 6.8 Hz, 2x -CHy)

RMN 3C (CDCl, 100 MHz): 8 173.4 (-O-C(0)-CH,), 172.3 (-O-C(O)-NH-), 75.5 (C-4),
60.0 (C-2), 52.8 (C-5), 39.3 (-NH-CH,-CH,-), 36.8 (C-3), 34.5 (-CO-CH,-CH,-), 32.0
(CH3-CH,-CHy-), [29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3 (CH3-(CH,),-(CH,)e- + -NH-(CH,)s-(CH,)e-
)], 27.0 (-NH-(CH,),-CH5-), 25.0 (-CO-CH,-CH,-), 22.8 (CH5-CH,-), 14.2 (-CHy)

3.3.4. Sintese de diiodeto de (2S)-(2-
dodecametileno-1,12-dicarbamoil) bis-[(4-

dodecanoiloxi)-N,N-dimetilpirrolidinio]

O O (0] O, (@] O,
CHjsl
10 AN o8 . 1
O N™ 12N o O 12 N o
H H H
NH HN N N

SAN /®
S}
© |
9 10
790,65 g.mol™! 1103,15 g.mol”
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O composto 9 (0,40 g; 0,50 mmol) foi dissolvido em DMF (= 1 mL), adicionou-
se iodometano (0,25 mL; 4,00 mmol; 8 eq.). A reacdo ocorreu em agitacdo magnética
durante 48h. A mistura reacional foi dissolvida em AcOEt (20 mL) e efetuaram-se
extracdes liquido-liquido com Na,S,03 a 10% (3x 20 mL) e H,O (8x 20 mL). Secou-se
a fase organica com Na,SO, anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente. Por coluna
cromatogréfica, purificou-se a mistura, usando os eluentes DCM/MeOH 20:1 e
DCM/MeOH 10:1, evaporou-se o solvente e obteve-se um 6leo amarelo (0,28 Q).
Comprovou-se que era composto 10 por RMN *H, RMN **C e EM. O rendimento foi de
50,8 %.

Composto 10: 6leo amarelo
R; = 0,21 (DCM/MeOH 10:1)

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): & 8.75 (s, 2H, 2x -C(O)-NH-), 5.75 (s, 2H, 2x H-2), 5.70-
5.67 (m, 2H, 2x H-4), 4.23-4.19 (m, 2H, 2x H,-5), 3.68-3.62 (M, 8H, 2x Hy-5 + -
N*(CHs),), 3.47 (s, 6H, 2x -N*(CH3),), 3.40-3.35 (m, 2H, -C(O)-NH-CH,Hy), 3.22-3.20
(M, 2H, -C(0)-NH-CH,Hy), 2.97-2.91 (m, 2H, 2x H,-3), 2.49-2.46 (M, 2H, 2X Hy-3), 2.36
(t, 4H, J = 7 Hz, 2x -CO-CH,-CH,-), 1.65-1.56 (m, 8H, 2x -CO-CH,-(CH,)-), 1.25 (s,
48H, 2x CHy-(CH,)7- + -NH-CH,-(CH.)10-), 0.87 (t, 6H, J = 6.8 Hz, 2x -CH3)

RMN *C (CDCl;, 100 MHz): & 172.9 (-O-C(0O)-), 165.3 (-C(0)-NH-), 74.3 (C-4), 71.1
(C-2 + C-5), [55.0, 50.92 (-N*(CHs),)], 40.3 (-NH-CH,-CH,-), 34.5 (C-3), 34.2 (-C-CH,-
CH,-), 32.0 (CH3-CH2-CH,-), [29.7, 29.6, 29.4, 29.3, 29.2, 29.1, 29.0, 28.9, 28.7 (CH-
(CH2)2-(CHp)e- + -NH-CH,-CH,- + -NH-(CH,)3-(CH.)s-)], 27.0 (-NH-(CHy),-CH,-), 24.8 (-
C-CH,-CH,-), 22.8 (CH3-CH,-), 14.2 (-CHy)

EM (ESI, MeOH) m/z calcd. 976,25 [M-I]*, obtido 975,53; calcd. 424,68 [M-2I]**, obtido
424,73
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3.4. Tentativa de sintese da série éster 2

3.4.1. Tentativa | - Sintese de glutarato de bis[(S)-

2-amino-2-(metiloxicarbonil)etilo]

e e Al

NH,

1 HClI 122 HCl

155,58 g.mol™’ 407,25 g.mol’

Colocou-se TFA (5 mL) em banho de gelo, passados 5 min, adicionou-se
lentamente o serinato de metilo (11) (1,18 g; 7,62mmol), com agitacdo vigorosa.
Esperou-se 15 min e adicionou-se o cloreto de glutarilo (0,45 mL; 3,80 mmol; 0,5 eq.),
ficando a mistura em agitacdo a temperatura ambiente durante 6h. Colocou-se a
mistura reacional em gelo, com agitacdo vigorosa e adicionou-se Et,O (15 mL)
lentamente utilizando um funil de adicdo. Formou-se um sélido pegajoso, que nao se
conseguiu filtrar. Tentou-se, ainda recritalizar com Hex, mas obteve-se um resultado
idéntico. Os produtos da reacdo eram muito polares, dissolvendo apenas em MeOH,
EtOH e agua. Por testes de eluentes, verificou-se em CCF que estes ndo saiam da

base.

3.4.2. Tentativa ll

a) Sintese de N-dodecilserinato de metilo

(0]

H CHO
z \\“ﬁﬁ HO

HO 3 OMe
. NH,

.

OMe

DCE, NEt;, NaBH(OAc); NH
HCI /40

1 12b
155,58 g.mol"! 287,54 g.mol’
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Dissolveu-se o serinato de metilo 11 (1,05 g; 6,73 mmol) em DCE (20 mL) e
adicionou-se NEt; (1,41 mL; 10,2 mmol; 1,5 eq.). Esperou-se 20 min e adicionou-se
dodecanal (1,49 g; 8,07 mmol; 1,2 eq.) e, novamente, 20 min depois adicionou-se
NaBH(OACc); (2,14 g; 10,1 mmol; 1,5 eq.). Deixou-se a rea¢do em agitacdo magnética,

a temperatura ambiente, durante 5 horas.

No final da reacao, tratou-se a mistura reacional através de extracdes liquido-
liguido com NaHCO; (20 mL) e H,O (10x 20 mL). Secou-se a fase orgénica com
Na,SO, anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente. Purificou-se 0 composto por
cromatografia em coluna com os eluentes Hex/AcOEt 6:1 e DCM/MeOH 10:1.
Evaporou-se o solvente e obteve-se um 6leo amarelado (1,18 g), que ao comparar
com um padrédo por CCF, se verificou que era o composto 12b. O rendimento da
reacao foi de 61,1%.

b) Sintese de glutarato de bis[(S)-2-(dodecilamino)-2-

(metiloxicarbonil)etilo]

o)
Cl Cl i, Z
NH > MeO -k\o o OMe
CF3COOH NH NH
//’IO
//10 //10
12b 13
287,54 g.mol™’ 670,97 g.mol’

Comecou-se por colocar TFA (5 mL) em banho de gelo durante 5 min.
Lentamente, juntou-se o composto de partida 12b (0,71 g; 2,47 mmol) e deixou-se em
agitacado vigorosa durante 15 min. Adicionou-se por fim o cloreto de glutarilo (0,15 mL;
1,24 mmol; 0,5 eq.), ficando a mistura em agitacdo a temperatura ambiente durante
24h. Lavou-se a mistura reacional com Et,O para retirar o excesso de TFA. Dissolveu-
se a mistura em DCM e efetuaram-se extracdes liquido-liquido com NaHCO; (20 mL) e
H,O (10x 20 mL). Tentou-se purificar mistura numa coluna cromatogréfica utilizando os
eluentes Hex/AcOEt 6:1 e Hex/AcOEt 1:1. Nao se conseguiu obter nenhum dos

produtos puros.
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3.4.3. Tentativa Ill - Sintese de glutarato de bis[(S)-

2-(dodecilamino)-2-(metiloxicarbonil)etilo]

O o

0 o} o 0
y o) 1. M , CF3COOH | w "
Z Cl Cl i, g
: MeO "-F\o 0" > Some
NH NH

HO i OMe

. NH,
2. CHO | DCE, NEt;, NaBH(OAc
\% , 3 ( )3
//10

HCI //10

1 13
155,58 g.mol”! 670,97 g.mol™

Colocou-se TFA (5 mL) em banho de gelo durante 5 min, findos os quais se
adicionou o serinato de metilo (11) (0,35 g; 3,41 mmol), lentamente, e deixou-se em
agitacdo vigorosa e atmosfera de argon durante 15 min. Adicionou-se depois o cloreto
de glutarilo (0,21 mL; 1,71 mmol; 0,5 eq.), ficando a mistura em agitacdo a

temperatura ambiente e sob atmosfera de argon durante 24h.

Findas as 24h, lavou-se varias vezes a mistura reacional com Et,O (15 mL),
evaporando sempre o solvente entre as varias lavagens. Dissolveu-se a mistura obtida
em DCE e adicionou-se NEt; (1,19 mL; 8,52 mmol; 2,5 eq.). Passados 20 min,
adicionou-se dodecanal (0,75 g; 4,09 mmol; 1,2 eq.) e 20 min depois adicionou-se

NaBH(OACc); (1,08 g; 5,11 mmol; 1,5 eq.). Deu-se a reagdo como terminada passadas

24h e procedeu-se a extracdes liquido-liquido com HCI 1 M (20 mL) e H,O (10x 20 mL).

Terminado este processo, verificou-se por CCF que, tal como em reagfes anteriores,

desta reacao resultaram inimeros produtos e que nao foi possivel purificar
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Espetros Adicionais
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Figura 23 - Espetro de RMN *H (MeOD, 400 MHz) do composto 2.
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Composto 4
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Figura 24 - Espetro de Massa do composto 4.
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Figura 26 - Espetro de COSY do composto 5.
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Figura 27- Espetro de HSQC-DEPT do composto 5.
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Figura 28- Espetro de Massa do composto 5.
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Figura 30- Espetro de COSY do composto 7.
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Figura 32- Espetro de DEPT do composto 8.
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Figura 33 - Espetro de COSY do composto 8.
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Figura 34- Espetro de HSQC-DEPT do composto 8.
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Figura 35- Espetro de Massa do composto 8.
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Figura 37- Espetro de COSY do composto 9.
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Figura 40 - Espetro de COSY do composto 10.
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Figura 41 - Espetro de HSQC-DEPT do composto 10.
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Figura 42- Espetro de Massa do composto 10.
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