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JUNQUEIRA, G. G. Sintese e avaliacdo de derivados galactosil-triazolo-
benzenossulfonamidas como potenciais inibidores de trans-sialidase de
Trypanosoma cruzi. 2013. 145f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2013

A doenca de Chagas é considerada a terceira doenca parasitaria tropical de
maior incidéncia no mundo, s6 superada pela malaria e esquistossomose, e seu
agente causador € o protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. O parasita expressa
uma enzima de superficie denominada trans-sialidase de Trypanosoma cruzi (TcTS),
responsavel pela transferéncia do &cidos sialicos de células do hospedeiro para
moléculas de B-galactose terminais presentes em glicoproteinas de sua superficie.
As moléculas de glicoproteina sialiladas estdo envolvidas na adesdo e subsequente
penetracdo do parasita em células hospedeiras. O papel fundamental da TcTS no
reconhecimento e na invasao de células hospedeiras, bem como sua auséncia em
seres humanos, torna esta enzima um alvo potencial a ser estudado. A TcTS é
especifica em catalisar, preferencialmente, a transferéncia de acido sialico para
moléculas de mucina, originando ligagbes a-2,3 com unidades de [(-galactose
aceptoras na superficie do parasita. Considerando a importancia da unidade de
galactose e da funcao carboxila do acido sialico para interacdes no sitio ativo de
TcTS, priorizamos na sintese de derivados galactosil-triazolo-benzenossulfonamidas
com diferentes substituintes, visto que o grupo sulfonamida é bioiséstero do acido
carboxilico, na busca de potenciais inibidores de TcTS. Os derivados galactosil-
triazolo-benzenossulfonamidas 45-51 foram preparados via estratégia de click
chemistry, por reacdo de ciclo-adicdo azido-alcino catalisada por Cu(l) (CuAAC), a
partir do intermediario de galactose contento funcdo amino terminal 30 e os
derivados aril azidas 38-44. Apés etapa de desacetilacao, os produtos obtidos 52-58
foram testado em TcTS por ensaio fluorimétrico in vitro para avaliacdo de sua
atividade inibitéria. Os resultados obtidos sdo interessantes e bastante promissores,
principalmente com os obtidos com o produto 58 (contendo o grupo galactosil-
triazolico ligado a sulfapiridina), que apresentou atividade inibitoria promissora (81%)
na concentracdo de 1,0 mM, abrindo perspectivas para a sintese de um maior
namero de derivados galactosil-triazolo-benzenossulfonamidas com diferentes
substituintes em R, para o estabelecimento de estudos de relagcdo estrutura-
atividade. Adicionalmente, os compostos 53-55 foram testados em ensaios in vitro
para avaliacdo de sua atividade tripanocida e citotoxica, e apresentaram atividade
tripanocida maxima de 50%, normalmente nas concentragcdes de 500 a 250 uM, com
destaque para o derivado 55, contendo o grupo galactosil-triazélico ligado a
sulfamerazina, que apresentou atividade moderada, mas superior ao benznidazol
nas concentracdes mais baixas (15,0 - 1,9 pmol.L™). Por outro lado, de acordo com
os resultados do ensaio de citotoxicidade, a atividade citotoxica foi observada
apenas nas concentracdes mais elevadas, similar ao benznidazol.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; trans-Sialidase; Click
chemistry; galactosil-triazolo-benzenossulfonamidas



JUNQUEIRA, G. G.Synthesis and evaluation of galactosyl-triazol
benzenesulfonamides derivatives as potential inhibitors of Trypanosoma cruzi
trans-sialidase. 2013. 145f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&ao Paulo, Ribeirdo Preto, 2013

Chagas disease is considered the third most common tropical parasitic disease
worldwide, after malaria and schistosomiasis, and its causer is the flagellate
protozoan, Trypanosoma cruzi. The parasite expresses a surface enzyme known as
Trypanosoma cruzi trans-sialidase (TcTS), responsible for the transference of sialic
acid from host cell to [p-galactose terminal molecules present in surface
glycoproteins. Sialylated glycoproteins molecules are involved in adhesion and
further penetration of parasite in host cell. Due to TcTS primordial role in recognizing
and invasion of host cells, as well as its absence in humans, this enzyme becomes a
potential target to be investigated. TcTS is specific on catalyzing, specially,
transference of sialic acid to mucin molecule giving a-2,3 bond with B-galactose
moiety in parasite surface. Considering the importance of the galactose moiety and
the function of carboxylic in sialic acid for interactions in TcTS enzyme, we prioritized
the synthesis of galactosyl-triazol-benzenesulfonamides derivatives with different
substituents since sulfonamide group is bioisoster of carboxylic acid, in attempt to
produce potential inhibitors of TcTS. The galactosyl-triazol-benzenesulfonamides
derivatives 45-51 were prepared via click chemistry reaction (Copper(l)-catalyzed
azide—alkyne cycloaddition (CuAAC)) from galactose intermediate with terminal
amino group 30 and aril azides derivatives 38-44. After removing acetyl group, the
inhibiting activity of products 52-58 were evaluated in TcTS fluorimetric in vitro assay.
We found very promising results, specially with 58 (containing galactosyl-triazolic
group bonded to sulfapyridine), wich showed 81% of inhibitory activity in 1,0mM
solution, bringing expectations for synthesis of greater number of galactosyl-triazol-
benzenesulfonamides derivatives with different substituents in R, to establish studies
of structure relationship activity. Additionally, trypanocidal and cytotoxic activity of
compounds 53-55 were tested and showed maximum activity of 50%, commonly in
concentrations of 500 to 250 pM, specially compound 55, containing galactosyl-
triazolic group bonded to sulfamerazine, with showed moderate activity, but higher
then benznidazol in lower concentrations (15,0 - 1,9 pmol.L™"). On the other hand,
according to cytotoxicity results, activity were observed only in higher concentrations,
as for benznidazol.

Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; trans-sialidase; click chemistry;
galactosyl-triazol-benzenesulfonamides
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1. INTRODUCAO

As doencas parasitarias afetam milhares de pessoas ao redor do mundo,
principalmente nos paises em desenvolvimento, representando uma ameaca para a
saude humana e para o desenvolvimento econbmico nestes paises. S&o
frequentemente chamadas de doencas negligenciadas (DN), uma vez que afetam
populacdes pobres e marginalizadas e para as quais ndo existe tratamento
satisfatorio (DIAS et al, 2009; VIK, 2009). Apesar dos maiores investimentos em
pesquisa realizados principalmente por 6érgdos governamentais, a aprovacao de
novos farmacos para tratamento destas doengas ocorridos na ultima década €
basicamente a mesma quando comparado a duas décadas e meia atras, como
relatado pelo DNDi (“Drugs for Negleted Diseases Initiative”) e MSF (“Médecins Sans
Frontiéres”), Por exemplo, entre 2000 e 2011, das 850 novas terapias aprovadas
pelas principais agéncias reguldoras, como FDA, apenas 37 foram destinadas para o
tratamento de DN e somente 4 representavam novas entidades quimicas. Por outro
lado, entre 1975 e 1999, 1393 novos farmacos foram aprovados e apenas 16 foram
destinados a DN, sendo 11 relacionados a novas entidades quimicas.
Adicionalmente, a maioria das novas alternativas terapéuticas refere-se a
associacdo de farmacos ja conhecidos e novos regimes terapéuticos (WILLYARD,
2013). Alguns problemas importantes na Pesquisa e Desenvolvimento de produtos
P&D destinados a DN tem sido apontados pela World Health Organization (WHO),
Programe for Tropical Disease Research (TDR) and BIO Ventures for Global Health,
como dificuldades de traducdo da pesquisa basica em desenvolvimento de farmacos
e implementacdo de politicas publicas (NWAKA et al. 2009). A necessidade de
novas alternativas terapéuticas que contornem problemas de resisténcia € evidente,
mas os investimentos em pesquisa e desenvolvimento de produtos sao insuficientes,
por isso estimativa-se que cerca de 3 bilhdes de individuos sofrem de uma ou mais
infec¢Bes parasitarias (DIAS et al., 2009; KRAUS, 2009). A criacdo de consorcios de
pesquisa envolvendo a Academia com a sua capacidade de pesquisa, a Industria
Farmacéutica, pesquisadores contratados, Agéncias Filantrgticas, Associacdes
Plblicas e Privadas ligadas a descoberta e desenvolvimento de farmacos
coordenados pelo DNDi, tem sido extremamente promissora para a identificacao e
otimizacdo de protétipos de farmacos uma vez que envolve o “screening” the

bibliotecas de compostos, Quimica Medicinal, Farmacologia e Farmacodinamica,



Introducéo 2

desenvolvimento de formula¢gdes, manufatura dos produtos e conducao de triagens
clinicas. O principal foco destas pesquisas na ordem dos Cinetoplastideo, o qua
inclui a familia dos Tripanosomatideos, tem sido direcionado a identificacdo de
compostos ativos contra 0 parasita e ndo necessariamente contra determinado alvo
macromolecular. A principal razdo baseia-se no fato de que a maioria destes alvos
ndo é validada e existe grande discrepancia nos resultados obtidos entre os ensaios
enzimaticos, por exemplo, e diretamente contra os parasitas. (CHATELAIN and
LOSET, 2011).

1.1 Doenca de Chagas

1.1.1 Aspectos gerais da doenca de Chagas e do parasita Trypanosoma cruzi

Descoberta em abril de 1909 por Carlos Chagas (1878-1934), a nova doenca
foi caracterizada como uma expressiva endemia rural que atingia varios paises
latino-americanos (AMATO NETO; PASTERNAK, 2009; FIOCRUZ, 2009). Mesmo
apos 100 anos desde sua descoberta, a doenca de Chagas ainda representa um
grande desafio a satude publica mundial (RASSI et al., 2009).

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi
(T. cruzi) é considerada a terceira doenca parasitaria tropical de maior incidéncia no
mundo, sé superada pela maléria e esquistossomose (SANCHEZ-MORENO et al.,
2011), e atualmente, estima-se que atinja aproximadamente 10 milhdes de pessoas
em todo o mundo, levando a 6bito mais de 10 mil por ano (WHO, 2010; CLAYTON,
2010). O modo mais comum de transmisséo ocorre quando as fezes do inseto vetor
Triatoma infestans contaminadas com T. cruzi entram em contato com qualquer
ruptura na pele (incluindo a mordida), mucosas dos olhos e boca. Outros modos de
transmissdo incluem transfusdo de sangue infectado, transmissdo oral com
alimentos contaminados, transmissao vertical e transplante de 6rgaos (WHO, 2010;
CLAYTON, 2010). Gracas a medidas de controle sanitario, a transmissao via
Triatoma infestans foi interrompida no Brasil em 2006 (MONCAYO; SILVEIRA,
2009).

No entanto, devido ao recente fluxo de imigrantes provenientes de paises
endémicos, a doenga tem se tornado problema de salde na América do Norte e em
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muitas partes da Europa, Asia e Oceania, onde foi identificado nimero crescente de
individuos infectados (RASSI et al.,2009).

A doenca de Chagas é caracterizada pelas fases aguda e crénica com sinais
e sintomas distintos. A fase aguda, periodo inicial da infeccdo, pode passar
despercebida como também pode se iniciar com quadro febril prolongado, edemas
localizados e generalizados e nos casos mais graves insulficiencia cardiaca aguda e
hepatoesplenomegalia. Ja a fase cronica é caracterizada pela destruicdo de tecidos
musculares e nervosos, causando danos irreversiveis a diversos 6rgdos como:
coracgao, e esb6fago (MONCAYO, 1999; DO CAMPO, 2001).

O ciclo de vida do T. cruzi € do tipo heteroxénico (Figura 1), no qual o parasita
passa por uma fase de multiplicacao intracelular no hospedeiro vertebrado, sendo
encontrado as formas amastigota e tripomastigota, e por uma fase de multiplicacao
extracelular no inseto vetor (triatomineos), sendo encontrado as formas epimastigota

e tripomastigota metaciclica. (NEVES et al., 1995).

http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Reinos/DoencadeChagas.php
Figura 1 - Ciclo de vida do T. cruzi

A forma tripomastigota metaciclica (A), proveniente do inseto vetor, flagelada
e altamente infecciosa, circula na corrente sanguinea e invade diversas células para
escapar de mecanismos de defesa do hospedeiro. Apds invasdo, o0 parasita se
diferencia na forma amastigota (B), aflagelada, que se prolifera por fissdo binaria e,
eventualmente, se rediferencia na forma tripomastigota (C), destruindo as células e

alcancando novamente a corrente circulatoria. As formas tripomastigotas podem
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invadir outros tecidos ou podem ser ingeridas por um vetor. Neste Ultimo caso, sao
convertidas na forma epimastigota (D) n&o infecciosa e posteriormente na forma

tripomastigota metaciclica, completando o ciclo de vida (NEVES et al., 1995).
1.1.2 Tratamento da doenga de Chagas

Desde a descoberta da doenca, inicio do século XX, inimeras tentativas de
tratamento foram realizadas, mas sem obter um quimioterapico eficiente (MUELAS-
SERRANO et al., 2002).

A quimioterapia especifica para a doenga de Chagas com os derivados nitro-
heterociclicos benznidazol (Rochagan® e nifurtimox (Lampit®) foi introduzida no
inicio dos anos 70 (Figura 2). Este ultimo teve sua producéo descontinuada devido
aos graves efeitos colaterais (MUELAS et al., 2002; URBINA et al., 2003).

Ambos os farmacos apresentam eficacia significativa durante a fase aguda da
doenca, efichcia que ndo é mantida durante a fase cronica da doenca (URBINA,
2009; CLAYTON, 2010). A razao para essa diferenca de resultados entre as fases
aguda e crbnica ainda nao estdo claras, mas podem estar relacionadas com as
propriedades farmacocinéticas dos intermediarios destes compostos nitro-
heterociclicos, que apresentam meia-vida curta e baixa penetracdo nos tecidos, os
quais limitam sua acdo na fase crénica, quando os parasitas encontram-se dentro
dos tecidos (URBINA, 2009).

Benznidazol Nifurtimox
Figura 2 - Estrutura quimica dos farmacos Nifurtimox e Benznidazol.

Atualmente ndo existe tratamento eficiente para a fase crénica da doenca,
fase responsavel pelos danos irreversiveis causados nos diversos orgaos (DIAS;
SCHOFIELD, 1999). Outros inconvenientes para o tratamento com esses dois
farmacos séo a inexisténcia de formulacdes pediatricas e a duragdo do tratamento,
60 dias com benznidazol e até 90 dias com o nifurtimox (CLAYTON, 2010).
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A utilizacdo de agente profilatico também se torna uma alternativa viavel,
devido & alta incidéncia de sangue contaminado em bancos de sangue (5 a 20%),
sendo este mecanismo considerado como o segundo mais importante meio de
transmissdo em areas endémicas (COURA; De CASTRO, 2002). A violeta de
genciana (cloreto de N-[4-bis-[[4-(dimetilamino)-fenilimetileno]-2,5-ciclo-hexadien-1-
ilideno]N-metilaménio)(Figura 3) € o Unico agente quimioprofilatico utilizado, mas seu
uso é limitado devido aos efeitos colaterais e a coloracdo purpura transferida a pele
e as mucosas dos pacientes que recebem a transfusdo de sangue, o que pode ser
confundido com hipoxia naqueles que sdo submetidos a processos anestésicos
(WENDEL; GONZAGA, 1993).

N cr
HC™ “CHy

Figura 3 - Violeta de genciana

Todos esses fatos demonstram a extrema necessidade de novas abordagens
para o tratamento quimioterapico especifico da doenca de Chagas. Neste sentido,
algumas terapias alternativas aos farmacos nifurtimox e benznidazol tém sido

testadas.
1.1.3 Novas abordagens terapéuticas

Algumas terapias alternativas aos farmacos nifurtimox e benznidazol estédo
sendo utilizadas.

Gallerano e colaboradores demonstraram que o alopurinol (figura 4) foi tao
eficaz quanto o benznidazol na eliminacdo da parasitemia na fase crbnica da
infeccdo pelo T. cruzi, além de reduzir significativamente a frequencia de reacgfes
adversas (GALLERANO et. al., 1990)
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Embora o uso da combinagdo de medicamentos ser comprovadamente eficaz
em outras infec¢Bes, sua utilizacdo no tratamento da Doenca de Chagas ndo € muito
comum.

Recentemente um estudo piloto foi realizado para avaliar os efeitos do
tratamento da fase cronica da doenca de Chagas com os antiparasitarios alopurinol
e benznidazol (figura 4). Este estudo demonstrou que a combinagdo dos farmacos
induziu significativas modificacbes na resposta imunologica, indicado por uma
reducdo da carga parasitaria. Sendo assim, uma estratégia possivel para melhorar a
efichAcia do tratamentos é a combinacdo de medicamentos com diferentes
mecanismos de acdo, como j4 € utizado em outras doencas crbnicas, incluindo
tuberculose, HIV e malaria (PEREZ-MAZLIAH et. Al., 2013).

Outro estudo divulgado recentemente descreveu a associacdo do benznidazol
(BZN) com a clomipramina (CLO) (figura 4), farmaco utilizado no tratamento da
depressdo. Neste estudo, o BZN apresentou eficacia superior a clomipramina na
fase aguda da doenca, no entanto, foram observados focos de necrose no figado
dos animais tratados com BZN. Entretanto, a associacdo BZN + CLO apresentou
resultados comparaveis aos resultados obtidos apenas com BZN, mas sem ser
observados focos de necrose no figado. Adicionalmente a este resultado, a
associacdo BZN + CLO apresentou menos efeitos colaterais do que o tratamento
apenas com BZN. O efeito protetor da CLO nos tecidos estudados ndo foram
explicados, sendo necessario investigacbes experimentais especificas. Os
resultados obtidos neste estudo confirmam que a CLO é um interessante candidato
para o tratamento da doenca de Chagas na sua fase cronica, uma vez que diminui o
dano cardiaco e melhora a sobrevivéncia dos individuos infectados (STRAUSS et.
al., 2013).

Estes resultados sugerem a necessidade de se continuar testando novos
protocolos com diferentes combinag¢des na busca de um tratamento mais eficiente e

seguro.

Alopurinol Clomipramina

Figura 4. Medicamentos utilizados em associacdo no tratamento da Doenca de Chagas
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O medicamento amiodarona (AMD) (Figura 5), um conhecido agente
antiarritmico utilizado para o tratamento sintomatico de pacientes chagasicos
cronicos, também esta sendo estudado frente a sua atividade tripanocida. Estudos
recentes confirmaram que a AMD tem significativa atividade contra a proliferacao
das formas amastigotas de T. cruzi, sem afetar a viabilidade da célula hospedeira.
Esta atividade resulta de um duplo mecanismo de acdo, com a interrupcao da
homeostase do Ca** e bloqueio da biossintese do lanosterol (PHERCYLES VEIGA-
SANTOS et. al., 2012)

Esperandim e colaboradores utilizaram as lignanas cubebina (produto natural)
e hinoquinina (obtida por semi-sintese) (Figura 5) para avaliar a atividade terapéutica
in vivo durante a fase aguda da infeccdo por T. cruzi. Os resultados obtidos
demostram que estas lignanas podem ser consideradas candidatos promissores
para o desenvolvimento de potenciais farmacos para o tratamento da doenca de
Chagas (ESPERANDIM et. al., 2013). Outros estudos também mostraram uma
significativa atividade tripanocida in vitro e in vivo da cubebina e hinoquinina, bem

como sua acao anti-inflamatéria (DA SILVA et al., 2005).
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Amiodarona

Figura 5. Potenciais agentes com atividade tripanocida

Em seus estudos, Molina et al. destaca a sensibilidade do T. cruzi aos
inibidores da sintese de ergosterol (SBI’s). Compostos como os derivados triazolicos
tém a capacidade de serem reconhecidos pela enzima CYP51 (14-a-esterol
demetilase), causando a sua inibicdo e, consequentemente, bloqueando a sintese
do ergosterol (MOLINA et al.,2000).

Derivados triazolicos como o D0870 (Zeneca Farmacéutica), TAK-187
(Takeda Chemical Company) e posaconazol (SCH 56592, Schering-Plough
Research Institute) (figura 6) foram descritos como 0s primeiros compostos a

mostrar atividade curativa nas duas fases da doenca de Chagas, sem efeitos
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colaterais toxicos para os hospedeiros. Além disso, também foram capazes de
eliminar as cepas resistentes ao benznidazol e nifurtimox (URBINA, 2009;
CLAYTON, 2010; GRAEBIN et al., 2009). Outro triazol, o ravuconazol (Bristol-Myers
Squibb) (figura 6), também apresentou atividade tripanocida in vitro e in vivo, apesar
de sua atividade in vivo ter sido limitada, provavelmente devido a suas propriedades
farmacocinéticas, como meia-vida curta (URBINA, 2009). Alguns desses compostos
ja estdo em fase clinica de testes, tais como TAK-187 (fase | completa) e
posaconazol (fase Il iniciada) (Clayton, 2010).

Andriani e colaborado sintetizaram uma série de derivados contento anel
imidazolico que foram utilizados em ensaio frente células de mamifero infectadas
com a forma tripomastigota de T. cruzi. Os derivados apresentaram ECso de 0,08 —
1,63 uM , benznidazol com ECso = 1,9 uM, demonstrando a importancia do anel
imidazol na busca de abordagens terapéuticas mais eficientes. Neste mesmo
trabalho, o derivado com menor ECsy, 0 1-(3-(4-cloro-3,5-dimetil-fenoxi) benzil)-
imidazol (figura 6), foi testado quanto a sua afinidade pela enzima CYP51 (14-a-
esterol demetilase). Com valor de K4 = 0,067, este derivado apresentou poténcia
proxima a poténcia do posaconazol (Kg = 0,06) , atualmente o candidato mais
promissor para tratamento da fase crénica da Doenca de Chagas (ANDRIANI et. al.,
2013).
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Ravuconazol

1-(3-(4-cloro-3,5-dimetil-fenoxi) benzil)-imidazol
Figura 6. Inibidores da sintese de ergosterol

Junior et al. (2008) em seus trabalhos com quinonas, demonstrou que
naftoquinonas triazélicas obtidas através de reacdes de ciclo-adicdo azido-alcino
1,3-dipolar catalisadas por cobre (CuAAC) apresentaram significativa atividade
contra a forma tripomastigota de T. cruzi, destaque para o derivado 1 (figura 7) com
ICso de 17,3 pM, sendo mais potente que a quinona sem o nucleo triazélico. Estes
resultados demonstram que o nucleo triazélico atua aumentando a atividade
tripanocida do composto, sendo alternativa viavel em estudos na busca de
guimioterapicos mais eficazes para o tratamento das infeccbes causadas por
tripanosomatideos.

Em outro trabalho com naftoquinonas, Da silva e colaboradores sintetizaram
uma série de naftoquinonas substituidas que foram submetidas a ensaio de
atividade tripanocida contra forma tripomastigota de T. cruzi. Desta série, 3
derivados apresentaram atividade relevante, destaque para o composto 2 (figura 7)
com ICsp de 7,8 uM ( DA SILVA et. al., 2013).

Figura 7. Naftoquinonas com atividade tripanocida

Derivados sulfonamidas tém sido descritos como potenciais agentes
tripanocida. Da SILVA et. al. (2007) sintetizou o derivado N-quinolin-8-il-
arilsulfonamida (3) (figura 8), através da técnica de hibridagcdo molecular de um
grupo sulfonamida e um anel de quinolina, que exibiu atividade tripanocida sobre T.

cruzi. Em outro trabalho, Pagliero e colaboradores (2010) relataram os derivados
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benzenossulfonil -2-metil- 1,2,3,4-tetra-hidroquinolina como potenciais inibidores de
T. cruzi, relevancia para o derivado 1 - (4-nitro-benzenossulfonil)-2-metil-1,2,3,4-
tetra-hidroquinolina (4) (figura 8), com ICso de 11,44 uM.

Bocanegra-Garcia e colaboradores sintetizaram uma série de 11 derivados
sulfonamidas. Todos os derivados apresentaram atividade litica, similar ou superior
quando comparados aos farmacos de referéncia nifurtimox e benznidazol, com
destaque para o derivado N-(bifenil-4-il-sulfonil)-nicotinamida (5) (figura 8) com
LCso= 50,61ug/ml, benznidazol e nifurtimox com LCsy > 250 pg/ml, para cepa
NINOA (Bocanegra-Garcia et. al., 2012).
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Figura 8. Derivados sulfonamidas com atividade tripanocida

Derivados de sulfonamidas também tém sido descritos como potenciais
inibidores da enzima trans-sialidase de T. cruzi (TcTS), cuja importancia € descrita
no item 1.2. NERES et al. (2009) utilizou a estratégia de aplicacao de filtros em
screening virtual, um trabalho de docking molecular utilizando o programa GOLD,
para identificar moléculas capazes de formar interacbes com os residuos de
aminoacidos no sitio ativo de TcTS. Essas interacdes envolveram especificamente
ligacdo de hidrogénio com os residuos de Arg 314, Arg 245, Arg 53, Asp 96, Asp 59
e interacdes hidrofébicas com residuos de Tyr 312 e Tyr 119. Estes filtros foram
escolhidos com base em interagdes que sdo comumente observadas nas estruturas
de complexos TcTS, obtidos por cristalografia de raio X. A fase final do processo de
selecdo envolveu 1819 moléculas, que tiveram sua estrutura bidimensional e
encaixe no sitio ativo de TcTS analisados, 0 que resultou na selecdo de 23
moléculas com estruturas diversas, mas que tinham pelo menos um grupo carregado
negativamente (sulfonamida ou carboxilato). Das 23 moléculas, 21 foram testadas
com sucesso e quatro apresentaram inibicdo superior a 80% da atividade de TcTS.
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Dentre essas, merece destaque o derivado sulfonamida 6 (figura 9), cujo valor de
ICso obtido foi de 280uM.

Em outro estudo, KIM et al. (2009) sintetizou sulfonamidas derivadas de
chalconas por meio da reacdo de condensacdo de Claisen-Shmidt. Todos os
compostos sintetizados foram testados em TcTS, e os derivados 3,4-diidroxilados
foram os mais potentes, com destaque para o composto 7 (Figura 9) com ICs de

0,9uM.
()
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Figura 9. Estrutura quimica dos derivados sulfonamidas 6 e 7 com atividade inibidora de
TcTS.

A atividade observada para os derivados 6 e 7 pode ser devido ao fato do
grupo sulfonamida ser biois6stero do acido carboxilico, o qual esta presente na
estrutura quimica do acido siélico. Dessa forma, o grupo sulfonamido seria capaz de
mimetizar o acido carboxilico do acido sidlico e interagir no sitio doador da enzima
trans-sialidase, promovendo sua inibicao.

Dessa forma, a descoberta de novos farmacos antichagasicos, mais seguros e
eficazes, € de fundamental importancia e depende de investigacdes de novos alvos
moleculares. Neste sentido, diversos alvos terapéuticos entre 0s quais a enzima
trans-sialidase vém sendo utilizados em pesquisas para o desenvolvimento de novos

compostos contra o T. cruzi (RIVERA et al., 2009)

1.1.4 Alvos terapéuticos

A descoberta de novos alvos depende, em grande parte, da interpretacéo de
informagdes contidas no genoma do parasita. Assim, 0 seu sequenciamento pode
conduzir a um maior entendimento da relacdo estrutura-funcdo de proteinas e
exploracdo dos mecanismos de resisténcia a farmacos, como também interacao
parasita-hospedeiro e patologia das doencas (COURA; De CASTRO, 2002).

O seqguenciamento completo do genoma do Trypanosoma cruzi (cepa CL

Brener), mais da metade sendo constituido por sequéncias repetidas, revelou 22 mil
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genes que codificam proteinas. Estas sequéncias incluem genes para uma
superfamilia de moléculas de superficie, incluindo trans-sialidases, proteases gp 63
e proteinas de superficie associadas a mucina (MASPs) (CLAYTON, 2010). Na
superficie celular das formas tripomastigotas de T. cruzi S&o expressos Varios grupos
de proteinas, sendo que as moléculas de mucina e a enzima trans-sialidase (TS)
fazem parte do grupo melhor caracterizado; as 223 unidades protéicas detectadas
no genoma da TS sado compostas de 15 genes capazes de codificar a enzima ativa
(EL-SAYED, 2005).

Varios critérios devem ser considerados na selegdo de potenciais inibidores.
O alvo a ser explorado deve ser encontrado unicamente no parasita e, portanto,
ausente na célula do hospedeiro; deve ser essencial para o desenvolvimento do
parasita em algum dos estagios de seu ciclo replicativo. O uso de enzimas e
metabolitos como alvos terapéuticos permite melhor investigagdo em termos
mecanisticos e estruturais, além de contribuir significativamente para o planejamento
racional de farmacos (FAIRLAMB, 1999).

Os alvos identificados que tém sido explorados para o planejamento racional
de farmacos antichagasicos envolvem a inibicao seletiva de enzimas fundamentais
no desenvolvimento do parasita, entre elas destacam-se :

e Tripanotiona redutase (KRAUTH-SIEGEL; COOMBS, 1999), relacionada ao
estresse oxidativo.

e trans-Sialidase (PREVIATO et al., 1995; HARRISON et al., 2001), envolvida
na glicosilacdo de mucinas de ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) para

reconhecimento e adeséo do parasita na célula do hospedeiro.
24,25 . .
e C,D -esterol metiltransferase (STTOPANI, 1999), essencial na

biossintese de ergosterol.

e Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (PAVAO et al., 2002), presente na
via glicolitica.

e Cisteina proteases (Cruzipaina) (RAMOS et al., 2002; STEVERDING;
TYLER, 2005), relacionadas a atividade proteolitica e penetracdo do parasita
na célula do hospedeiro.

e Diidrofolato redutase (ZUCCOTTO et al.,, 1999), responsavel pela geracéo

de cofator na sintese “de novo” de timidina.
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e Prolil endopeptidase (VENDEVILLE et al., 1999), envolvida na clivagem de
pequenos peptideos biologicamente ativos.

e Hipoxantina-fosforibosiltransferase (STTOPANI, 1999), essencial na
sintese de nucleotideos purinicos.

e DNA topoisomerases | e Il (MUELAS-SERRANO et al., 2002; STEVERDING;
TYLER, 2005), enzimas essenciais que catalisam alteracdes topologicas na
molécula de DNA. Elas desempenham um papel fundamental no metabolismo
do DNA, incluindo replicacao, transcricdo, recombinacado e condensacao.

e Farnesilpirofosfato sintase (MUELAS-SERRANO et al., 2002), envolvida na
biossintese de uma variedade de esterbides e poliisoprenodides a partir de

farnesilpirofosfato.

1.2 Trans-Sialidase

O parasita intracelular T. cruzi desenvolve uma enzima regulatoria de
superficie, denominada trans-sialidase de Trypanosoma cruzi (TcTS), envolvida nas
interacdes entre célula do hospedeiro e parasita; etapa inicial no processo de
infeccdo (PREVIATO et al., 1995). A TcTS tem como seu principal substrato o acido
sialico, o qual estd presente em glicoconjugados das células do hospedeiro e
desempenha papel fundamental durante a invasdo celular pelo parasita. T. cruzi €
incapaz de sintetizar &cido sidlico e através desta enzima o parasita torna-se capaz
de transferi-lo e incorpora-lo a moléculas de mucina ligadas a sua membrana através
de ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (COREY et al.,, 2002; PEREIRA-
CHIOCCOLA et al., 2000).

1.2.1 Acido sialico e mucinas

Dentre os carboidratos presentes nos glicoconjugados de membrana
destaque para os acidos sialicos, uma superfamilia de carboidratos complexos de
nove carbonos que ocorrem na natureza em cerca de 50 tipos (ANGATA et al.,
2002). O acido N-acetil-neuraminico (Neu-5-Ac) € o precursor biossintético de todos
os derivados de acido sialico (Figura 10) (DENINNO, 1991).
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Figura 10 - Estruturas unidimensional e tridimensional do &cido N-acetil-neuraminico.

As glicoproteinas de mucina sdo moléculas multigalactosiladas, cujas unidades
de galactose encontram-se ligadas, através de unidades de a-N-acetil-glicosamina
(aGIcNAc), a cadeia peptidica com sequéncia rica em aminoacidos de Thr e Pro
(ThrgLysPro,) (Figuras 11 e 12) (ACOSTA-SERRANO et al., 2001). As moléculas de
mucina sialiladas, invisiveis a acao de proteases presentes na membrana plasmatica
de T. cruzi, estdo envolvidas no processo de aderéncia e subsequiente penetracao
do parasita nas células do hospedeiro (AGRELLOS et al., 2003; PREVIATO et al.,

1995).
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Figura 11 - Representacdo dos glicopeptideos de mucina, contendo unidades
multigalactosiladas ligadas a unidade repetitiva ThrgLysPro,.
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Oligossacarideos O-ligados Mucina

Gal

—Ser/Thr —> Protej;ao parasitéria e
adeséo celular
Acido sidlico de
glicoconjugados GIcNAC
do hospedeiro
Superficie parasitaria T

Figura 12 - Modelo estrutural de moléculas de mucina de T. cruzi aceptoras de acido sialico.

As moléculas de mucina de T. cruzi assemelham-se as de mamiferos, no
entanto as unidades oligossacaridicas nos mamiferos estdo ligadas a cadeia
peptidica por unidades de N-acetil-galactosamina (GalNAc), e ndo a-N-acetil-
glicosamina (aGIcNAc) (DI NOIA et al., 1996).

1.2.2 Atividade enzimatica

A trans-sialidase de Trypanosoma cruzi (TcTS) pertence a familia de
glicoproteinas de superficie do parasita. Esta enzima ndo utiliza &cido sialico livre,
apenas transfere-o do hospedeiro para o parasita no sentido de controlar o nivel de
infeccdo (FRASCH et al., 1998).

A TcTS tem duas atividades: uma transferase e outra hidrolase. Esta enzima
€ especifica em catalisar, preferencialmente, a transferéncia de acido sialico para
moléculas de mucina, originando ligagbes a-2,3 com unidades de [-galactose
aceptoras, na superficie do parasita (PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 2000). Assim,
TcTS € uma sialiltransferase in vivo e in vitro na presenca de substratos adequados,

como B-galactose terminal de glicoconjugados (Esquema 1) (PARODI et al., 1992).

Apesar de ser primariamente classificada como transferase, promovendo
reacOes reversiveis, a trans-sialidase também possui a¢do hidrolitica em ocasifes
especificas de auséncia de substratos aceptores (Esquema 1) (BUSCHIAZZO et al.,
2002).
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Acido sialico B-galactose

H,OH

HOM&&O
AcHN: 0 0] Hospedeiro
OH OHo HO Tig OH
HO&Q/OH Par‘a% /ransferase \hidrolase

OH
Ho_ p coRy OHO HO COOH
;/sz\d‘ A\ Parasita + AcHN_/ 97/ OH
“Ho ® OH HO Ho
HO Ho 5 OH,OH
0]
HO Hospedeiro

OH

Esquema 1 - Reacdo de transferéncia e hidrélise de &cido sidlico catalisada pela trans-
sialidase de T. cruzi.

1.2.3 Estrutura 3D de trans-Sialidase e mecanismo de agéao

A enzima TcTS possui dois dominios distintos: um dominio catalitico-
propulsor N-terminal (residuos 1-371) estritamente associado, através de uma longa
a hélice (residuos 372-394), ao dominio C-terminal de lectina (residuos 395-632)
(BUSCHIAZZO et al., 2002).

A estrutura de trans-sialidase de T. cruzi foi determinada a uma resolucéo de
1.6 A e sua estrutura cristalogréafica esta disponivel no PDB (“Protein Data Bank”)
(AMAYA et al., 2003).

A Figura 13 mostra a estrutura unidimensional e tridimensional do inibidor
DANA (2-desbxi-2,3-dehidro-N-acetil-acido neuraminico), analogo de acido sialico, e

o complexo cristalografico (codigo PDB: 1MS8) deste inibidor com a enzima TcTS.
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Dominio catalitico
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Figura 13 - Estruturas unidimensional e tridimensional do inibidor DANA e o complexo
cristalografico TcTS — DANA (Codigo PDB: 1MS8).

Dentre as interagfes entre TcTS e DANA, podemos destacar: uma triade de
aminoacidos Arg (Arg35, Arg245 e Arg314) que se liga ao grupo carboxilato
presente em todos os derivados de &cido sialico, um residuo de &cido aspartico
(Asp59), essencial para a atividade catalitica, e dois residuos (Tyr342 e Glu230) na
porcdo inferior do sitio ativo, 0os quais estdo adequadamente posicionados para
estabilizar os estados de transicéo (Figura 14) (NERES et al., 2008).
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Figura 14 - Principais interacdes entre TcTS e DANA obtidas do PDB.

As principais funcdes dos residuos de aminoécidos do sitio catalitico de TcTS,
fundamentais para o processo de transglicosilacdo estdo resumidas na Tabela 1
(BUSCHIAZZO et al., 2002).
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Tabela 1 - Principais aminoacidos do sitio catalitico de TcTS e suas funcbes

Principais Funcdes dos residuos de aminoacidos do sitio
aminoacidos catalitico de TcTS no processo de transglicosilagdo
presentes no sitio
catalitico de TcTS

Triade de Arg: Arg35, Ligam-se ao grupo carboxilato de &cido sialico.
Arg245 e Arg314

Glu3s7 Estabiliza o residuo de Arg35.

Asp59 E essencial para a catélise: realiza ligacéo de hidrogénio

com 4-OH de acido sialico e 3-OH de galactose.

Tyr342 e Glu230  Localizados na regido inferior do sitio catalitico,
estabilizam o estado de transicAdo da reacdo de

transglicosilacao.

Val95, Leul76 e Presentes na cavidade hidrofébica, acomodam o grupo
Trp120 N-acetil.

Estes residuos, juntamente com os residuos Trpl20,
Val203 e Trp312, definem o ambiente hidrofébico que
Tyrl19 e Tyr248  Contribui para a exclusdo de agua do centro reacional,
favorecendo a trans-glicosilagdo. Tyrl19 também realiza
ligagdo de hidrogénio com o residuo de glicerol do

ligante.

Pro283 Importante na transglicosilagdo em experimentos prévios

de mutagénese.

Asp96 Sua orientacdo no sitio catalitico afeta a posicao precisa

de &cido sialico, pois interage com a porc¢ao glicerol.
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A enzima TcTS catalisa a reacdo de transglicosilagdo por meio de um
mecanismo conhecido como duplo-deslocamento (“ping pong”), tendo em vista que a
ligacdo de lactose (substrato aceptor contendo galactose) ao sitio ativo enzimatico
ocorre somente apOs a entrada da molécula de acido sialico (substrato doador)
(Esquema 2). Apés ligacdo do substrato doador de &cido siélico, o grupo hidroxilico
de Tyr342, com assisténcia de Glu230 atuando como base, realiza ataque
nucleofilico ao C-2 do &acido (A), com deslocamento do grupo abandonador
protonado e formacgao do intermediario TcTS-sialosideo (B). Posteriormente, o grupo
hidroxila 3-OH da molécula aceptora de lactose, na presenca do residuo Asp59
como base, realiza um segundo ataque nucleofilico ao C-2 do &cido (C), resultando

em retencdo de configuracdo da molécula de acido sialico (D) (NERES et al., 2008).

Ty 1342 GIu23O Glu230
\©\ Tyr342 HO (0]
OH
co, HO 0
- S
AcHNZ O_Gal -B-Rdonor ACHN: O CO;
HO HO Asp59 "o RO
\ﬂ/ Gal-B-Rgonor O _Asp59
®) 0 ®) I hid
OH le)

HO
ACHNZ O—Gal-B-Racceptor =———— ACHNS C02

HO HO Asp59

©®) o) Asp59 Gal -B-Racceptor O

Esquema 2 - Mecanismo da reacéo de transglicosilacao catalisada por TcTS.

1.2.4 Inibidores de trans-Sialidase de T. Cruzi

Apesar da importancia de TcTS para a patogénese da doenca de Chagas, sua
inibicdo ainda € um desafio. Considerando a estrutura cristalografica de TcTS, a

maioria de seus inibidores foi classificada de acordo com a regido do sitio ativo onde
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eles se ligam, ou seja, sitio de ligagdo de acido sialico (doador) e sitio de ligagcéo de
B-galactose (aceptor).

Assim os inibidores de TcTS séao agrupados em trés categorias: i) miméticos
de substrato doador (acido sialico), que se ligam na regido do substrato doador, ii)
miméticos de substratos aceptores (lactose e galactose), que se ligam na regido do
substrato aceptor e iii) miméticos do estado de transi¢cdo (Esquema 2), que se ligam

em ambas as regides do sitio ativo (NERES et al., 2009).

1.2.4.1 Inibidores miméticos de substrato doador

Dentre as estratégias utilizadas na busca de novos inibidores especificos de
TcTS, houve predominéancia significativa no uso do bioisosterismo como método de
modificacdo molecular na estrutura do &cido sialico (Figura 15) (MOREIRA et al.,
2009).

OH -
HO PO,
) ACHN & o
HO OH (ONGXe) HO 1o HO OH o]
\ N derivado inativo (9) AGHN. 07
ACcHN: HO
HO HO
derivado inativo (8) DANA (10)
Ho_ pH COOH
AcHN_/~Q7/ "OH
HO HO
Acido sidlico
HOH,CH,CO
/ _ +
AcHN PO3Et NH,
: OH (SN Ge)
HO NH

AcHNZ

éster monoalquil E
HO

ciclohexenofosfonato (11) HO

9-benzoil-3-fluoro-N-acetil-
acido sialico (BFN) (13)

2,3-difltor &cido sidlico (12)

Figura 15 - Estruturas de inibidores miméticos de acido sialico
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De inicio, o &tomo de oxigénio do anel pirano da estrutura de &cido sialico foi
substituido por um &tomo de nitrogénio ou o grupo carboxila foi substituido por grupo
fosfato, porém essas modificacBes resultaram em moléculas inativas (8 e 9) frente
TcTS. Num segundo momento foi considerada a estrutura do estado de transicao de
reacfes do acido sialico, levando a sintese do derivado 10 (DANA) (Ki 12,3 mM)
através da restricdo conformacional do anel pirano e manutencdo do farmacoéforo
basico (MOREIRA et al., 2009). Apesar de ser um potente inibidor de neuraminidase
de influenza, DANA apresentou fraca inibicdo de TcTS.

Outra abordagem importante foi substituir o anel pirano presente no acido
sidlico por cicloexeno com simultdnea mudanca do grupo carboxila por fosfato,
molécula 11 (ICsp 5,0 mM), que apresentou melhor atividade que o DANA
(STREICHER; BUSSE, 2006). Também foi utilizada a estratégia de fluorinacdo do
acido sialico, que levou a sintese de derivados de acido sialico 2,3 difluorados (12 e
13) que inibiram a enzima TcTS de forma tempo-dependente. No entanto, para
completa inativacdo, houve necessidade de concentracfes muito elevadas dos
inibidores (20,0 mM) (BUCHINI et al., 2008 ;WATTS et al., 2003).

Ferrero-Garcia et al. investigaram estruturas néo relacionadas com
carboidratos (Figura 16), e como resultado desse trabalho foi obtido do composto 14
(piridoxal 5’-fosfato) (Ki 7,3 mM) (FERRERO-GARCIA et al., 1993). Posteriormente,
Neres et al. sintetizaram os derivados de &cido benzdico 15 (ICs 0,54 mM) e de
piridina 16 (ICso 0,44 mM), que apresentaram atividade inibitéria moderada (NERES
et al., 2007).

H OH NH,
— NH \ / NH
/ CH3 _0
N s -

204P0 \ 3 -0 4

piridoxal fosfato (14) derivado de acido benzoéico (15) derivado de piridina (16)
Ki 7,3 mM ICs50 0,54 mM ICs50 0,44 mM

Figura 16 - Estruturas de inibidores miméticos de acido sidlico ndo relacionados com
carboidratos.
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1.2.4.2 Inibidores miméticos de substratos aceptores

O Lactitol 17 (Figura 17) foi o melhor inibidor analogo de lactose descoberto
até o momento, com ICso de 0,21 mM. No entanto, ele ndo inibe a atividade catalitica
de TcTS, atuando somente como um aceptor preferencial de acido sialico (AGUSTI
et al., 2004).

Oligossacarideos de alditois, tais como tetra- e pentassacarideo alditois,
contendo uma unidade externa de galactofuranose 18 (Figura 17) também foram
sintetizados por Agusti e colaboradores como potenciais substratos para a
transferéncia de &cido sidlico, inibindo a transferéncia de acido sialico para o
substrato aceptor N-acetillactosamina com valores de ICsy entre 0,6 e 4,0 mM
(AGUSTI et al., 2007).

Tendo em vista que compostos ativos tais como lactitol apresentaram baixa
meia-vida plasméatica devido a elevada excre¢do renal ou inativacdo por enzimas
plasmaticas, foi realizada conjugacédo de derivados de lactose com polietileno glicol
(PEG) visando ao aumento da biodisponibilidade. Desta forma, o composto 19
apresentou a maior taxa de inibicdo de transferéncia (82%), com ICso de 0,34 mM,
enquanto os derivados 20 e 21 apresentaram somente 21% (ICso 2,7 mM) e 3,5%
(ICs0 4,52 mM) de inibicéo, respectivamente (EUGENIA-GIORGI et al., 2010).

CH,OH HO  oH HO OH HO OH

HO o o

OH_oH

g&/"
HO - OH oH
OH  ch,oH W AcNH

17 HN OBn
ICsp 0,21 mM OSH

O
\/:O
(18) OH m
(19) m=2; n=11
HO IC50 0,34 MM
OH OH OH OH
HO O oH H o OH H o
OH
(20) n=15 (21) n=12
ICSO 2,7 mM |C50 4,52 mM

Figura 17 - Derivados miméticos de substratos aceptores de acido sidlico.
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1.2.4.3 Inibidores miméticos do estado de transicao

Dentre os inibidores planejados para ocupar ambas as regifes do sitio ativo
de TcTS ( Figura 18 ), destacam-se os derivados fosforilados de galactose 22
(ICs0 3,0mM) e 23 (ICs0 1,5 mM) e o derivado de glangliosideo 24 (ICso na ordem de
100 puM) (BUSSE et al., 2007; VANDEKERCKHOVE et al., 1992).

- OH oy - OH o

O\\P/O e} O\\P/O e}
e N0 OH ~""0 OH

OH OH

HO
derivado fosforilado (22) AcHN™ OH  gerivado fosforilado (23)
|C50 3,0 mM ICSO 1,5 mM

“on OH
AcHNZ
HO "o

derivado gangliosideo (24)
|C50 100 uM

ceramlda

Figura 18 - Estruturas de derivados miméticos do estado de transi¢do de TcTS.

Devido a esses resultados, a literatura sugere que a melhor estratégia para
inibir a enzima deva envolver estruturas que ocupem tanto o sitio ativo doador
guanto o sitio ativo aceptor de acido sialico, representando os inibidores do estado
de transicdo (NERES et al., 2009).

Neres e colaboradores relataram a descoberta de inibidores ativos de TcTS
aplicando estratégia de screening virtual a partir de bibliotecas de compostos
comercialmente disponiveis, considerando as interacfes destes compostos com o
sitio ativo de TcTS. As maiores atividades encontradas s&o atribuidas aos
compostos 25 (ICsp 0,15 mM) e 26 (ICsp 0,12 mM) (Figura 19) (NERES et al., 2009).

derivado benzotiazol (25) derivado benzotiazol (26)
ICs0 0,15 mM ICs0 0,12 mM

Figura 19 - Estruturas de derivados benzotiazol miméticos do transicao de TcTS.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste projeto envolvem:

i) sintese de derivados galactosil-triazolo-benzenossulfonamidas como
potenciais inibidores da enzima trans-sialidase de T. cruzi, obtidos pela reacdo de
ciclo-adicdo azido-alcino catalisada por Cu(l). O grupo galactosila (em vermelho) se
ligaria a regido do sitio aceptora de acido sialico e o grupo benzenossulfonamida (em
azul) se ligaria a regido do sitio doadora de acido sialico. O grupo sulfonamido livre
(52) ou substituidos por diferentes grupos heterociclicos (53-58) serdo sintetizados
com o proposito de investigar possiveis influéncias da propriedade sacadora de
elétrons destes nucleos sobre o pKa dos produtos, a exemplo do que é observado
na classe das sulfas antibacterianas. Ambos o0s grupos galactosila e
benzenossulfonamida serdo unidos pelo grupo triazol (em preto) para atuar como
ponte de ligacdo estavel e rigida entre os grupos galactosila e benzenossulfonamida,
com propriedade de realizar possivel interacdo com alvo biolégico como aceptor de

ligacdo de hidrogénio (Figura 20).

~° Vet
NH; HN \N,o

O\\S/\\ . O\\S'NH O\\S/\\
f \\O E @]
OH N E OH N
OH N OH N OH N
% ﬁ 4 OHO \ :/N ° ﬁ "
HO 0 o o N HO 0 N
OH 52 OH OH

Figura 20. Estrutura dos produtos propostos como potenciais inibidores da enzima trans-

sialidase de T. cruzi.

i) ensaio de inibicdo da enzima trans-sialidase com os produtos 52-58.

iii) ensaio de atividade tripanocida e citotoxica com os produtos 52-58.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A secao de resultados e discusséo deste trabalho foi dividida em duas partes
principais. Na primeira parte é descrita a sintese dos derivados galactosil-triazolo-
benzenossulfonamidas obtidos pela reacdo de cicloadigcdo azido-alcino catalisada
por Cu(l), (CuAAC: “copper(l)-catalyzed alkyne-azide cycloaddition”). A segunda

parte esta relacionada ao ensaio de inibicdo de TcTS e ao ensaio de atividade
tripanocida e citotoxico.

3.1 Sintese

3.1.1 Estratégia sintética

Para alcancar os objetivos propostos no projeto foi elabarada uma rota

sintética convergente partindo de compostos comercialmente disponiveis (Esquema
3).

OH oH OAc _oAc OAc oAc
CCI;CN/DBU
0 A0 Q H,NNHAC S i bl
HO AP Ao L > AcO DCM / 0°C
OH | OAC ~pwF OH
OH 2 OAc OAc
D-Galactose 27 28
comercialmente disponivel
] HN”R
QAC_OAc OAc oAc 0./
4 o} HCCCH,OH 6 o 2 SN
- 5 2 — > 4 = o
AcO 1 TMSOTF  Aco N2l O\// g
3 OAc 3 oA 3
29 O Cly 3g OAC £5
= —
NH 8E OAC oac N,
29 6 [o) \ N
O <9 4 /r
R R © 38 Ac0A> Lo N
HN=$ NH,  tBUONO, NaNs HN—S@N3 2 Onc
¢} Solvente (':') 45-51
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disponiveis 38-44
31-37
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HN
05
o
NaOCHj 1M
-
CH4OH
OHG OH N\N
4 9] \ /1
HON2= 0 N
OH
52-58

Esquema 3. Rota sintética proposta para preparacao dos potenciais inibidores de TcTS.
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A estratégia sintética adotada para obtencdo dos potenciais inibidores de
TcTS 52-58 envolve a reacao de ciclo-adicdo alcino-azido 1,3-dipolar catalisada por
cobre (CuAAC), “Click Chemistry”, entre o derivado de galactose contendo o alcino
terminal (30) e os derivados aril azidas com diferentes substituintes R 38-44
(Esquema 3).

A seguir, cada etapa dessa rota sera detalhada para um melhor entendimento
e compreensao das reacoes realizadas.

3.1.2 Sintese regiosseletiva para obtencdo do intermediario doador de

galactose

Doadores glicosidicos sdo acucares que apresentam grupos abandonadores
ligados ao carbono anomérico (C-1), permitindo o ataque de um nucleodfilo
devidamente funcionalizado. Dentre os grupos abandonadores mais comuns podem
ser citados os haletos, acetatos, tricloroacetimidatos e tioglicosideos. (JACOBSSON
et al., 2006).

Nos ultimos anos, o emprego do doador tricloroacetimidato cresceu e
algumas vantagens podem ser citadas para justificar o interesse desse doador no
estudo: (i) alto rendimento em sua sintese (80 a 90 %), (ii) alto rendimento em
reacoes de glicosilacao e (iii) ativacdo por acido de Lewis (como promotor) mesmo
em baixas temperaturas, fazendo com que esse doador seja uma boa escolha
quando o aceptor glicosidico for instavel em condicdes acidas ou mesmo a
temperatura ambiente. (WELL et al., 2006).

Portanto, a primeira parte do estudo teve como objetivo a preparagao do

monossacarideo doador de galactose (29) em trés etapas (Esquema 4).

OH OoH OAC_oAc
P T =
HO OH ACO OAc
OH I, OAc
0,
D-Galactose 96% 27
OAc oAc OAC OAg
H.NNHAG o CCI,CN / DBU Ag =72,
C!
DMF AcO on  DEM/0C 3~ OAC
OAC O_ _Cl
65% 70% 3
20 I
28 NH

Esquema 4. Etapas da sintese do monossacarideo doador de galactose 29.
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A rota foi iniciada com a per-O-acetilagdo do acucar D-galactose em anidrido

acético (solvente e reagente) e iodo para obtencdo do derivado 1,2,3,4,6-penta-O-

acetil-D-galactopiranose (27) (KARTHA,; FIELD, 1997).

Reacdes de acetilacdo sao realizadas na presenca de varios tipos de

catalisadores, dentre os mais comuns temos piridina, acetato de sodio e iodo. A

piridina é o catalisador mais empregado, no entanto, apresenta alta toxicidade, odor

desagradavel e é utilizado em grande quantidade, uma vez que também € o solvente

da reacéo.

Para solucionar esse problema, as reacfes podem ser realizadas nha

presenca de iodo, que € utilizado em quantidade catalitica, barato, facil de manusear

e capaz de polarizar os grupos carbonilicos de anidrido acético promovendo

acetilacdo do acucar (KARTHA; FIELD, 1997), como mostrado no mecanismo

proposto no esquema 5.

- AcOH

AcO OAC o
% )j\
AcO
AcO o
27

I—1 HO OH
R [
_ HO ) Cl)_C\_O
(e}
H 3C
(e}

Esquema 5. Mecanismo proposto para per-O-acetilacdo de D-(+)-galactose

O procedimento levou a preparagéao do composto 27 com rendimento de 96%.

A estrutura foi confirmada por RMN *H que indicou 5 simpletos integrando para 15

hidrogénios na regido de 2 ppm, caracteristico de CH3 do grupo acetila.

Na sequéncia, o composto 27 foi tratado com acetato de hidrazina em DMF,

com objetivo de remover seletivamente o grupo acetila da posicdo anomeérica para

obtencdo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-galactopiranose (28). Apoés purificagdo por

cromatografia Flash em Biotage [coluna: 25 mm; fluxo: 18 mL/min; solvente:
hexano/AcOEt; gradiente: 0-40% e 40-40% (v:v)], o composto 28 foi obtido com 65

% de rendimento. O rendimento desta reacdo foi considerado satisfatorio tendo em

vista os resultados apresentados pela literatura (80%) (REN et al., 2001).
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Evidéncias sugerem que o grupo amino livre do acetato de hidrazina atue
como um nucledfilo e ataque o carbono carbonilico do grupo acetil da posi¢édo

anomeérica para formar o composto 28 e gerar também diacetato de hidrazina

(Esquema 6).

AcO OAc AcO OAC 0 AcO OAc i
% H,NNHA Q ) ° 9
AcO 2 ¢ | aco —~ A0 %

AGO O DMF A0 ‘> Ao Ol—%—ﬁNHAe
27 H,NNHAC — |
AcO OAcC
N
- AcCHNNHAc
- - AcO
AcO OH

28

Esquema 6. Mecanismo proposto para obtengdo do composto 28

A estrutura foi confirmada por RMN 'H, que indicou 4 simpletos integrando
para 12 hidrogénios na regido 2 ppm, caracteristico de CH3z do grupo acetila.
Adicionalmente, o espectro na regido do infravermelho apresentou uma banda em
3485 cm-1, caracteristica do grupo hidroxila.

A Ultima etapa dessa rota sintética envolveu ativacdo da posicdo anomeérica
com um bom grupo abandonador. A reagédo do grupo hidroxila da posi¢cdo anomérica
(catalisada por base) com nitrilas elétron-deficientes, como tricloroacetonitrilas e
trifluoracetonitrilas, € um método muito conveniente para introduzir acetimidato como
grupo abandonador.

E importante ressaltar que a configuracdo anomérica do doador
funcionalizado com tricloroacetimidato é crucial para o controle estereoquimico
durante a formacédo da ligacdo glicosidica, isto é, a sintese do doador 29 com o
grupo abandonador em posigédo a permitird que a ligagao glicosidica com o aceptor
seja na posicao B (ataque pela face oposta ao grupo abandonador), fator importante
para reconhecimento da enzima trans-sialidase.

Sendo assim, o procedimento escolhido levou a obtencéo do 2,3,4,6-tetra-O-
acetil-a-D-galactopiranosila tricloroacetimidato (29) com rendimento de 70%.
(CHENG et al., 2005). Este composto foi obtido apos purificacdo por cromatografia
Flash em Biotage [coluna: 25 mm; fluxo: 20 mL/min; solvente: hexano/AcOEt;
gradiente: 0-30% e 30-30% (v:v)].
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O espectro de RMN 'H (Anexo 2) apresentou um simpleto em 8,66 ppm que
corresponde ao sinal do imidato (NH) e um dupleto em 6,60 ppm que corresponde
ao H-1,com J;, 3,6 Hz, acoplamento tipico de H equatorial. A auséncia de dupleto
com valor de J de aproximadamente 8,0 Hz, caraceteristico de H-1 axial, levou a
conclusao de que apenas o anémero a havia sido obtido. A formacéo de apenas o
isbmero a € devido a hiperconjugacdo e a repulsdo eletrbnica. Em relacdo a
hiperconjugacéo € proposto que ocorre a deslocalizacdo de um par de elétrons do
atomo de oxigénio (O-5) para o orbital antiligante ndo ocupado em C-1, favorecendo
a posicao axial. Ja em relacdo repulséo eletronica, é proposto que ocorre repulséo
entre os pares de elétrons isolados do O-5 e O-1; além disso, em axial 0s vetores do
momento dipolo ficam opostos, representando um sistema energeticamente
favorecido.

Em relacdo ao mecanismo dessa reacédo, acredita-se que DBU (base forte)
retire o préton da hidroxila anomérica para formar o alcoxido, facilitando o ataque ao

reagente tricloroacetonitrila (Esquema 7).

AcO OAC AcO OAG N\
AcO OH AcO S\_H N

ACO DCM ACO
28
AcO 6 OAC
H 4
ACO  oAc I 2
0 cl N AcO 3 AcO '
AcO C'%CEN b g o, CCl
ACO cl N 29 Y

O' +

NH
Esquema 7. Mecanismo proposto para obtencdo do composto 29

3.1.3 Sintese de derivado de galactose contendo a funcéo alcino terminal

Nesta etapa, o composto 29 foi tratado com alcool propargilico e TMSOTT,
fornecendo o produto 2’-propinil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosideo (30)
com rendimento de 90% (Esquema 8). (MUTHANA et al., 2007).
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4OAGC OAc TMSOTF OABC OAC

-0 HCCCH,OH 4 o P

5 —_—
AcO 1 DCM AcO L O/
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O.__Clg ; OAc
o 90% 30
NH

Esquema 8. Sintese do derivado de galactose contendo o grupo alcino terminal.

Em relacdo ao mecanismo, acredita-se que o promotor TMSOTf (acido de
Lewis) facilite a saida do grupo abandonador tricloroacetimidato no momento em que

o alcool propargilico (nucledfilo) ataca a posicdo anomérica, como indicado no

esquema 9.
OAc oAc L
=LV O
o)
AcO Pz
OAc Aco&/o\//
oY _cl e
2 I
NH 30
NE (D
_/S|_303CF3

Esquema 9. Mecanismo proposto para obtencdo do composto 30

Este composto foi obtido apds purificacdo por cromatografia Flash em Biotage
[coluna: 25 mm; fluxo: 20 mL/min; solvente: hexano/acetato de etila; gradiente: O-
40% e 40-40% (v:v)]. A estrutura foi confirmada por RMN *H (Anexo 3), que indicou
1 tripleto em 2,46 ppm, o qual corresponde ao sinal do hidrogénio ligado ao carbono
sp do alcino (C=CH). A presenca de H-1 (dupleto em 4,74 ppm) com J;, 8,0 Hz

confirma a estrutura como 100 % .

3.1.4 Sintese de derivados aril azidas

O método inicialmente adotado para a sintese das azidas aromaticas, descrito
por DAS e colaboradores, consiste no tratamento de aril aminas com azida de sodio
e nitrito de terc-butila (t-BUONO) em alcool terc-butilico, conforme o esquema 10.
(DAS et al., 2005)

Q 0
— t-BuONO, NaN3 1
e f= () tmoonan 8 =y
(6] t-BuOH 1
o
31 38

Esquema 10. Sintese do derivado aril azida 38



Resultados e discussdo 32

O mecanismo geral proposto de sintese das azidas aromaticas consiste na
geracado do ion diazénio in situ, processo denominado de diazotacédo (esquema 11),
e posteriormente na reacdo direta entre o ion diazdénio e o ion azida, sem a

necessidade de catalisadores (esquema 12).
3.1.4.1 Diazotagéo

Inicialmente, o nitrogénio da amina promove um ataque nucledfilico ao
nitrogénio do t-BuONO, o qual atua como doador de NO. Em seguida, ocorre a
formacdo de um ion N-nitrosoaménio instdvel como um intermediario. Este
intermediario perde um proton para o alcéxido formado, gerando uma N-nitrosamina
(A), que apos reacgdo acido-base gera diazohidréxido (B). Por fim, em uma nova
reacado acido-base, o diazohidroxido perde agua para formar o ion diazénio (C)

(Esquema 11).

(A)

o /—?\_N:o 9 (HA/—\ 9

Il - N Y
RHN—§4©—NH2—>RHN—§4®—N—N:O N o-— — RHN—%OI}I—N=O

0

O H o] H

fon N-nitrosoaménio N-nitrosamina

Q £ H ® H ?
_ —N= + — —N= -~ — =N-—
RHN ('SSON N=0 (O — RHN §4©—|\'|J NTO RHN ﬁON N-OH

H (0] H (6]
N-nitrosamina 4\_0 Diazohidréxido
©)
o £ THa Q e
RHN—SON=N—OH + 0 — RHN—ﬁ@—Nw—O—H
|
O (e} H

fon diaz6nio

Esquema 11. Formacao do ion diazénio como etapa intermediaria na sintese de derivados
aril azidas
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3.1.4.2 Aril azidas a partir de compostos de Diazdnio

O derivado aromético com ion diazénio gerado na etapa anterior € atacado
pelo ion azida, obtendo assim os derivados aril azidas (Esquema 12).

O mecanismo reacional proposto tém sido objeto de polémicas discussdes
desde a sua descoberta, no entando, ha consenso que ocorre a formacdo de
intermediarios pentazenos e pentazois, que apds perderem N, geram o derivado aril
azida. Estudos envolvendo RMN 'H e *N estabeleceram que trés isdbmeros aril
pentazenos, (Z,E)-l e (E,E)-l , (E,Z2)-I, que podem estar em equilibrio , sdo gerados
pelo ataque do ion azida ao &tomo de nitrogénio do ion diazénio. Sendo assim, é
proposto um mecanismo para cada isomero aril pentazeno formado. O isdmero
(Z,E)-I forma o derivado aril azida direto pela clivagem da ligacdo N-N, sem
rearranjar no isémero (E,E)-l. O isbmero (E,E)-I pode gerar o derivado aril azida
direto, assim como o isémero (Z,E)-l , ou pode rearranjar no isomero (E,Z)-l. O
isébmero (E,Z2)-1 ap6s uma ciclo-adicdo forma um aril pentazol (ll), que apdés uma
eletro-ciclizacao (lll) libera N,, formando o derivado aril azida. O intermediario
isémero (Z,E)-1 é o mais favorecido em termos estereos e eletrébnicos (BRASE et.
al., 2005) (Esquema 12).

A -
9 Q Pan P _ _N=N=N L Ar—NZEZN
RHN-$S NEN  N=N=N — NN
i Ar p— (38-44)
) \
Ar A -N, \NZ
r
\N:N\ -
N Nx N~
€Dl N+ = Ar—N N Ar—N; N
" =N =N
0 N N
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Esquema 12. Formacéo de aril azidas a partir de compostos de diazénio

As reag6es de sintese dos derivados aril azidas foram realizadas em aparelho
de radiacdo de micro-ondas (150W) e o método de sintese empregado para cada
derivado aril azida ficou estabelecido apds algumas tentativas de otimizacdo com o
objetivo de aumentar os rendimentos obtidos.

Para a sintese dos derivados aril azidas 38-44 foram utilizados os compostos
comercialmente disponiveis: sulfanilamina (31), sulfacetamida (32), sulfametoxazol
(33), sulfamerazina (34), sulfametazina (35), sulfadimetoxina (36) e sulfapiridina (37).

O procedimento sintético inicialmente adotado e descrito na literatura levou a
preparacao do composto 38 com rendimento de 86%, superior ao relatado por Das e
colaboradores, de 61% (DAS et al.,2005). O rendimento superior pode ser explicado
pelo emprego de radiagcdo por micro-ondas (60°C em 35 min), ao invés de
aguecimento convencional. A estrutura de 38 foi confirmada pelo espectro de
infravermelho (Anexo 5.1), que apresentou uma banda em 2097 cm™, caracteristica
do grupo azido. Adicionalmente, quando comparado o espectro de RMN *H do
composto 38 (Anexo 5) com o de seu precursor sulfanilamina (31) (Anexo 4), foi
constatado que houve um deslocamento dos sinais dos hidrogénios aromaticos para

uma regido mais desblindada em fungéo da influéncia do grupo azido (Figura 21).
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Figura 21. Espectro de RMN *H do precursor (31) e de seu derivado azido 38 em CD;0D.

As reacOes de sintese dos compostos 39-41 a partir dos precursores 32-34
nao ocorreram conforme o esperado, possivelmente devido a insolubilidade desses
precursores no solvente utilizado na reacdo, o alcool terc-butilico. Sendo assim, a
alternativa inicialmente adotada foi a substituicdo do solvente reacional por DMF.
Desta forma, as reacbes com os precursores 32-34 foram realizadas em DMF e
acompanhadas por CCD [hexano: acetato de etila 4:6 (v:iv)]. No entanto, 0s
espectros de RMN *H mostraram a presenca de subproduto na reacdo, comprovado
por CCD [hexano: acetato de etila 8:2 (v:v)], a qual mostrou a presenca de dois
compostos na placa cromatografica. A mistura reacional foi purificada por
cromatografia Flash em Biotage [coluna: 12 mm; fluxo: 8 mL/min; solvente:
hexano/AcOEt; gradiente: 0-10% e 10-10% (v:v)], e os produtos 39-41 foram obtidos
em rendimentos inferiores a 10%.

Na busca de melhores rendimento outros solventes como acetona,
acetonitrila, dioxano e THF foram testados (ZHANG, MOSES, 2009). No entanto n&o
se observou a formacédo do produto desejado utilizando acetona como solvente
reacional e, quando os solventes empregados foram acetonitrila, dioxano e THF, os
produtos foram obtidos apenas em baixos rendimentos, de forma semelhante aquela
anteriormente obtida com o uso de DMF.

Nova reviséo da literatura (BARRAL, MOORHOUSE, MOSES, 2007; ZHANG,

MOSES, 2009), permitiu que novos experimentos fossem realizados empregando os
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mesmos solventes anteriores, mas reduzindo a propor¢cdo do reagente t-BuONO

para 4 equivalentes ao invés de 6 a 12 equivalentes. Sendo assim, as rea¢cdes com

0s precursores 32-34 foram

realizadas de acordo com a tabela 2, e o

acompanhamento das reacfes por CCD [hexano: acetato de etila (AcOEt) 8:2 (v:v)]

mostraram apenas a formacdo dos produtos 39-41, resultado validado pelos

espectros de RMN 'H (Anexo 7, 9 e 11, respectivamente).

Tabela 2. Condi¢des reacionais de sintese dos derivados aril azidas 39-44

Precursor Solvente Condicéao Derivado aril azida Rendimento
reacional
0] O
9@ Acetonitrila 40°C ( 9@ 83%
HN-S NH, ) HN-S N3 0
&.) 35 minutos 6
32 39
o} ON
. N - W
/ 0 Dioxano 50°C / 0 82%
HN—”@NHZ 20 minutos HN—§4®7N3
@] O]
33 40
NH, N3
= =
r JN\ Q /©/ Dioxano 550C rlN =3 /©/ 74%
SNTONR 20 minutos SNTONR
H O H O
34 41
NH, 55°C N
Z>N o /©/ Dioxano 20 Minutos ~°N o /©/ 71%
™ I \
s A s s S
N N™ N N N™ N
H O H O
35 42
8 [
2 o 3
NTN O\\/©/ THF 40°C NTN o\\/©/ 85%
B 30 minutos _
O)\)\N S\b O)\)\N S\\O
I H I H
36 43
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NH, N:
7 7

TS /©/ THF 40°C I < /©/ 51%
N S NS S

N H/ ‘0 30 minutos N H/ 0
37 44

Com relagdo ao material de partida 32, a reacao foi realizada em acetonitrila
como solvente e levou a obtencdo do composto 39 com 83% de rendimento. Com os
materiais de partida 33 e 34, as reacdes foram realizadas em dioxano e levaram a
obtencdo dos intermediarios azidos 40 e 41, com 82% e 74% de rendimento,
respectivamente. As reacfes com 0s materiais de partida 33 e 34 também foram
realizadas em acetonitrila, mas se obteve um melhor rendimento com a utilizacédo do
dioxano. As estruturas destes derivados azidos foram confirmadas pelos espectros
de infravermelho, que apresentaram uma banda em ~2100 cm™, caracteristica do
grupo azido. Adicionalmente, quando os espectros de RMN 'H dos compostos 39-
41 (Anexo 7, 9 e 11, respectivamente) foram comparados com seus respectivos
materiais de partida 32-34 (Anexo 6, 8 e 10, respectivamente), foi observado que
houve um deslocamento dos sinais dos hidrogénios aromaticos para uma regiao
mais desblindada em funcédo da influéncia do grupo azido (figura 22). Esse

deslocamento foi em média de 0,5 ppm para os hidrogénios orto ao grupo azido.
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Figura 22. Espectros de RMN *H dos precursores 32-34 e seus derivados azidos 39-41 em
CD;OD.

Apés padronizacdo do método, outras trés sulfas comercialmente disponiveis
foram utilizadas para a sintese de seus correspondentes derivados azidos (42-44),
sao elas : sulfametazina (35), sulfadimetoxina (36) e sulfapiridina (37) (Tabela 2).

Em relacdo ao material de partida 35, a reacao foi realizada em dioxano e
levou a obtencdo do composto 42 com 71% de rendimento. Ja para os materiais de

partida 36 e 37, as reacdes foram realizadas em tetrahidrofunano (THF) e levaram a
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obtencdo dos intermediarios azidos 43 e 44 com 85% e 51% de rendimento,
respectivamente. As reacfes com 0s materiais de partida 36 e 37 também foram
realizadas em dioxano e acetonitrila, mas se obteve um melhor rendimento com a
utilizacdo do THF. Assim como nos outros derivados azidos, as estruturas destes
compostos foram confirmadas pelos espectros de infravermelho (banda em ~2100
cm™), como também pelos espectros de RMN *'H (Anexo 13, 15 e 17,
respectivamente), que quando comparados com o0s materiais de partida 35-37
(Anexo 12, 14 e 16, respectivamente), também foram observados deslocamentos
quimicos dos sinais dos hidrogénios aromaticos para uma regido de maior
desblindagem, em média 0,5 ppm, em funcdo da influéncia do grupo azido
(BARRAL, MOORHOUSE, MOSES, 2007; ZHANG, MOSES, 2009).

3.1.5 Reacao de ciclo-adicdo 1,3 dipolar catalisada por cobre (CuAAC),”Click
Chemistry”, para obtencao dos derivados galactosil-triazolo-

benzenossulfonamidas.

R= W
R= How
O

Q HN’R 45
F /
ACO&/O\// O\\S\\O o NN
30 OAC CusO, N R= [ A
N Ascorbato de sédio R= N
R Q N

» 47 48
DMF OAc ong N
7 — N —
(o) (0]
o ACO&/O N R= # N s
38-44 OAc < R= =N
45-51 N
49
_ 50
R= ~ |
N

Esquema 13. Esquema geral de sintese dos derivados galactosil-triazolo-
benzenossulfonamidas

A estratégia sintética adotada para a obtencdo dos potenciais inibidores de
TcTS 1,4 dissubstituidos envolveu a reacao de ciclo-adicdo azido-alcino 1,3-dipolar
catalisada por Cu(l) (CuAAC), “Click Chemistry”, em aparelho de microondas.

A utilizacdo da radiacdo de microondas na sintese organica foi inicialmente
descrita por Gedey e Giguere (GEDEY et al, 1986; GIGUERE et al., 1986). A partir
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do final da década de 90 houve um crescimento consideravel no ndmero de

trabalhos empregando radiacéo

de microondas, técnica com comprovada eficacia, pois apresenta tempo reacional
reduzido (quando comparado com o aguecimento convencional), produtos obtidos
em altos rendimentos, além de poder ser realizada em diferentes solventes e ser de
facil reprodutibilidade. Seu emprego em reacfes quimicas esta baseado no
aguecimento eficiente de materiais que € dependente da constate dielétria, o que
depende da capacidade de um material especifico, no caso reagente ou solvente,
em absorver energia das microondas e converté-la em calor (KAPPE, 2004).

As reacdes CUAAC submetidas a radiacdo de microondas apresentam tempo
reacional que variam de minutos a cerca de 1 hora, enquanto a auséncia de
radiacdo de micro-ondas, ou seja, reacgOes realizadas com aquecimento
convencional, resultam em tempo reacional superior & 16 horas.

O método de sintese empregado para cada derivado galactosil-triazolo-
benzenossulfonamida ficou estabelecido ap6s algumas tentativas de otimizacao das
condicbes reacionais (temperatura e tempo) com o objetivo de aumentar os
rendimentos obtidos. As reacgOes realizadas em temperaturas acima de 90°C
conduziram a degradacg&o dos materiais de partida. Por outro lado, em temperaturas
inferiores a 60°C nao foi observado a formacéo do produto desejado. Sendo assim, a
condensacédo entre o derivado de galactose contendo o alcino terminal 30 e os
derivados aril azidas 38-44, na presenca de Cu(l), gerado a partir de CuSO4 e
ascorbato de sodio, foi realizada por radiacdo de microondas a 150W, e permitiu a
sintese dos derivados galactosil-triazolo-benzenossulfonamidas 45-51 que apos
purificacdo, cromatografia Flash em Biotage [coluna: 12 mm; fluxo: 8 mL/min;
solvente: Hexano/AcOEt; gradiente: 0-50%, 50-100% e 100-100% (v:v)], foram

obtidos em rendimentos satisfatorios, os quais sdo mostrado na tabela 3.
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Tabela 3. Condigéo reacional, estrutura e rendimento dos derivados galactosil-triazolo-
benzenossulfonamidas 45-51

Condicéo reacional Estrutura Rendimento
0. NH
SSe
Ne)
70°C Q 60%
: OAc
40 minutos ﬁ 1 "
AcO S N
OAc 45

o 60%

80°C
40 minutos

OAc

OAc .
2o
AcO 0 N

OAc

80°C 0 50%
60 minutos

OAc

N
OAc N
&/ \ﬁ IIN
AcO 0 N

OAc

70°C o 60%
40 minutos

continuagao...
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As reacdes classicas de ciclizacdo de Huisgen, descritas a mais de 40 anos
fornecem 1,2,3-triaz6is contendo misturas de 1,4 e 1,5 regioisémeros (KOLB; FINN;
SHARPLESS, 2001) (Esquema 14).

@
_N. _R
N (lsl 1 Rl\N/N\\ Rl\N/N
N + “N
Sy —
N _— l\( Rz)\/
Ry

Ry—— 1,4-regioisémero  1,5-regioisémero

Esquema 14. Produtos da reacéo de Huisgen sem o uso de catalisador.
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No entanto, as descobertas descritas de forma independente por Medal e
Sharpless, relacionadas ao uso de Cu(l), como catalisador da reacao de ciclo-adicéo
1,3-dipolar, deram novo impulso a sua utilizacdo, uma vez que fornecem apenas o
isbmero 1,4-triazolico. Dessa forma, para obtencdo apenas dos derivados 1,4
dissubstituidos 45-51 optou-se por utilizar Cu(l), gerado in situ, a partir de sulfato de
cobre (ll) e ascorbato de sodio (agente redutor) (KOLB; FINN; SHARPLESS, 2001).

O cobre é um metal de transicdo, o qual possui configuracdo eletronica [Ar]
3d™ 4s'. Espécies de Cu(l) geradas in situ, a partir de ascorbato de sédio e Cu (ll),
formam um complexo 1 com a tripla ligagdo de um alcino terminal. Estudos tém
demonstrado que a reacdo é de segunda ordem com relacdo ao Cu. Os ligantes
utilizados séo instaveis e fracamente coordenados. As trés etapas gerais do
mecanismo da reacéo de ciclo-adicdo 1,3-dipolar catalisada por Cu(l) € apresentada
no esquema 15 e envolve: ativacdo do alcino terminal tal como Cu-acetileno I,
cliclizacdo formal para fornecer um intermediario Cu-C(triazol) Il e quebra da ligacao
Cu-C para dar o composto triazélico e regenerar o catalisador. Sendo que, cada
etapa pode envolver espécies de cobre multinucleares (RODIONOV et al., 2007).
Adicionalmente, € proposto que a formacao de Il envolva, inicialmente, a substituicdo
um dos ligantes de Cu pelo atomo de nitrogénio interno do grupo azido, ligado a R?
e, posteriormente, o nitrogénio terminal do azido ataque o C-2 (ligado a R%) do
acetileno (BOCK et al., 2006; HIMO et al., 2005; RODIONOV et al., 2005). No
entanto, este mecanismo envolveria a formacdo de um metalociclo de 6 membros
pouco comum, o qual ndo é considerado na descricdo mais recente para formacao
da espécie Il (RODIONOV,V. el al. 2007).

R%N/N\\ Lcu = [r,cul,
_N Rl—=
H 1 B
R B %\
B—H
B~H L,Cu(CCRY)
2
R\N/N\\N “
L,Cu Rl = L,Cuy(CCRY),
2_
" R?-N,

Esquema 15. Mecanismo reacional proposto para a reagdo de ciclo-adicdo 1,3-dipolar
formando 1,2,3-triazéis 1,4-dissubstituidos
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O procedimento adotado levou a sintese dos derivados galactosil-triazol-
benzenossulfonamidas 45-51, que tiveram suas estruturas confirmadas por
espectros de RMN *H (Anexo 18-24) . A presenca , bem como, a auséncia de alguns
sinais caracteristicos nos espectros de RMN 'H corroboram a formacdo dos
produtos. Os sinais mais caracteristicos estéo relacionados a um simpleto acima de
8,0 ppm, correspondente ao hidrogénio do anel triazélico; auséncia de um tripleto
em 2,46 ppm, correspondente ao hidrogénio do grupo alcino terminal do
intermediario 30 e também o deslocamento e desdobramento dos sinais dos
hidrogénios do grupo CH; ligado ao anel triazdlico, exemplificando a existéncia de
um sistema AB (espectros de 22 Ordem). Neste caso, 0 sistema € rigido devido a
presenca do anel triazolico, fazendo com que os hidrogénios geminais do grupo CH,
estejam em ambientes quimicos diferentes, ndo sendo mais magneticamente
equivalentes e, consequentemente, gerando 2 dupletos com deslocamentos
quimicos diferentes (5,08-5,06 e 4,90-4,89) e acoplamentos (°J) acima de 12,5 Hz.
Outra observacao relevante foi a presenca dos hidrogénios arométicos em posicéo
orto ao anel tiazélico em regido acima de 7,85 ppm, um deslocamento de 0,6 ppm,
em média, para campos mais altos quando comparado com o deslocamento dos
hidrogénios orto ao grupo azido (abaixo de 7,25 ppm), fato que pode ser explicado
pelo efeito indutivo retirador de elétrons do anel triazélico ser superior ao do grupo
azido. Os 12 hidrogénios dos grupos acetilas provenientes da galactose foram

mantidos com deslocamentos de 1,98 a 2,16 ppm.
3.1.6. Desacetilagédo dos derivados galactosil-triazolo-benzenossulfonamidas

A Ultima etapa de sintese consistiu na O-desacetilagdo dos derivados

galactosil-triazolo-benzenossulfonamidas 45-51( Esquema 16).

%0 E 0
OAc_oAc ; NaOCH; 1M OH _oH

N
N —_— \
0 V[ N Metanol %OV[ N
AcO S N’ HO N
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O 7
_ R = \N N
R= How Y - [
R= \ / R X /L’"\,
45 —= 52 o N
46 — 53
47 —= 54 48 —= 55
0] O
R= ~ "N Y R= |

51 — 58

Esquema 16. Esquema geral de O-desacetilacédo

Sendo assim, os derivados 45-51 foram tratados com quantidade catalitica de
solucdo de metodxido de sodio (1,0 mol.L™) em metanol (solvente) para promover
total O-desacetilacdo, que apds neutralizacdo com resina acida (DOWEX® 50WX8
H") resultou na obtencdo dos derivados galactosil-triazolo-benzenossulfonamida
desprotegido 52-58 em rendimento quantitativo.

Nos espectros de RMN *H (Anexo 25-30) foram observadas as auséncias dos
4 simpletos na regido 1,98 a 2,16 ppm (CH3 do grupo acetil), o que caracterizou a
reacdo de desacetilagdo. Na comparacdo entre os deslocamentos quimicos de
hidrogénios provenientes dos derivados com hidroxila acetilada e de seus
respectivos derivados com hidroxila livre, foi possivel observar que houve blindagem
desses hidrogénios pela auséncia do grupo éster acetilico, conforme indicado na
tabela 4.

Tabela 4. Comparacao entre os deslocamentos quimicos dos intermediarios com hidroxila
acetilada e seus respectivos produtos com hidroxila livre.

Hidrogénios Intermediario  Produto
Acetilado Livre
& 'H (ppm) & 'H (ppm)
H-2 5,23-5,27 3,565-3,58
H-3 5,03-5,06 3,45-3,48
H-4 5,40-5,43 3,80-3,96
H-6a 4,19-4,23 3,56-3,79
H-6b 4,13-4,14 3,71-3,74
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3.2 Ensaios bioldgicos

3.2.1 Ensaio de inibicdo

Dentres os meétodos descritos na literatura para determinar a atividade
enzimatica de TcTS (LEE; KIM 2000; SCHRADER et al., 2003; NERES et al., 2006),
o método fluorimétrico € um dos mais sensiveis e mede diretamente a liberacdo do
grupo fluorescente (fluoréforo) metil umbeliferona (Mu) a partir da clivagem da
ligacdo glicosidica do doador acido 2’-(4-metilumbeliferil)-a-D-N-acetilneuraminico
(MuNANA) pela acéo de TcTS (Esquema 17).

OH

HO\%O " %Na
OH HO OH
HO HO
AcHN AcHN
(o] o o) O&/OH HO
+ HO
trans- S|aI|dase

MuNANA lactose lactose sialilada metil umbeliferona

Esquema 17. Reacado de TcTS acompanhada em fluorimetro, com MuNANA como
substrato doador e lactose como substrato aceptor.

O ensaio foi realizado em placas de 96 poc¢os contendo tampé&o fosfato pH 7,0
(25,0 pL), solucao diluida da enzima trans-sialidase (25,0 uL), solucao dos derivados
desprotegidos 52-58 (Figura 23) (25,0 uL de uma solucéo 4,0 mM em tampéo fosfato
pH 7,0) e solugcdo de substrato MuNANA (25,0 yL de uma solugcdo 0,4 mM).
Sabendo que o volume final em cada poco foi de 100,0 L, a concentracao final dos
compostos e de substrato foi quatro vezes menor no pogo, ou seja, 1,0 mM dos

produtos e 0,1 mM de substrato.
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Figura 23. Compostos testados nos ensaios biolégicos.
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O ensaio também foi realizado com controle negativo (50,0 uL de tampé&o +
25,0 pL de enzima + 25,0 yL de MuNANA), e com controles positivos DANA (2-

desoxi-2,3-dehidro-N-acetil acido neuraminico) e piridoxal fosfato, ambos na

concentracéo de 1,0 mM (Figura 24). Os compostos utilizados como controle positivo

estdo descritos na literatura como inibidores moderados de TcTS (NERES et al.,

2007).
OH
HN H O
| i

HO OH HO

o - 0”1 “OH

| OH
HO O X
OH N

DANA (Ki 12,3 mM) Piridoxal fosfato (Ki 7,3 mM)

Figura 24 - Estrutura dos compostos utilizados como controle positivo.
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Os resultados do ensaio de inibicdo da enzima TcTS com os derivados
galactosil-triazol-benzenossulfonamidas 52-58, na concentracdo de 1,0 mM estéo
apresentados nos gréficos abaixo (Figura 25 e 26).

% Inibic&o

Figura 25. Resultados do ensaio de inibicdo de TcTS na concentracdo de 1,0 mM com os
compostos 52-55 .
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100+

% de Inibic&o

Figura 26. Resultados do ensaio de inibicdo de TcTS na concentracdo de 1,0 mmol.L™" com
0S compostos 56-58

Com base na figura 24 e 25, é possivel observar a inibicdo da enzima trans-
sialidase na presenca dos compostos 52-58. O composto 52 foi o que apresentou a
menor porcentagem de inibigdo, com valor inferior ao DANA (15%), um fraco inibidor
de TcTS. Ja os compostos 53-57 apresentaram porcentagem de inibicdo em torno
de 40%, um valor superior ao DANA, mas inferior ao piridoxal fosfato (73%). O
composto 58, contendo o grupo galactosil-triazdlico ligado a sulfapiridina, foi o que
demonstrou maior porcentagem de inibicdo (81%), com valor superior ao piridoxal-
fosfato, na concentracdo de 1,0 mmol.L . Com base nestes resultados, foram
realizados novos ensaios de inibicdo de TcTS empregando menores concentracdes
do produto de maior interesse 58 Conforme pode ser visualizado na Figura 27, a
reducdo da concentragdo do inibidor de 1 mmol.L* para 0,5 e 0,25 mmol.L™
ocasionou uma reducdo significativa na porcentagem de inibicdo de TcTS,
demonstrando que o produto 58, apesar de representar um protétipo interessante,
necessita de ajustes e modificagBes quimicas posteriores para a potencializacdo da
sua atividade enzimatica.
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100+

% de Inibicdo

Figura 27. Resultados do ensaio de inibicdo de TcTS nas concentragdes de 1,0 - 0,25 m
mmol.L™ com o produto 58

Os resultados obtidos com os compostos 52-58 sao interessantes e bastante
promissores, principalmente com os obtidos com o produto 58 (contendo o grupo
galactosil-triazélico ligado a sulfapiridina), abrindo perspectivas para a sintese de um
maior niumero de derivados galactosil-triazolo-benzenossulfonamidas com diferentes
substituintes em R, para o estabelecimento de estudos de relagdo estrutura-
atividade. Vale ressaltar que os resultados obtidos neste estudo s&o inéditos e

permitira que novos inibidores de TcTS sejam sintetizados pelo emprego dos
métodos otimizados aqui descritos.
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3.2.2 Ensaio de atividade tripanocida e citotoxica

Os produtos 53-55 também foram testados em ensaios in vitro, envolvendo a
forma tripomastigota de T. cruzi cepa Tulahuen e usando benznidazol (Bz) como
controle, um trabalho realizado na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP
- USP), sob supervisao do Prof. Dr. Jodo Santana da Silva (GUEDES et al., 2010).

Os resultados do ensaio de atividade tripanocida e citotéxica envolvendo os
derivados 53-55 estdo apresentados nos graficos abaixo (Figura 28 e 29).

1007 Bl s00uM B8 250uM 3 125uM [ 62uM 31uM 15uM

E8 7,8uM E= 3,9uM 1,9uM
804

3
o
2
s
E 604
s _
E i 1T
= i
z 40
) %
204 4
%
Z
/ i
0- T / §§ T T
N
& & &
oel'\?‘ 53 &é\p 6\0‘
L 54 a
9\)\ ‘_’Q\K ? 9& %

Figura 28. Atividade tripanocida dos compostos 53-55 em relacdo ao farmaco de referéncia
benznidazol
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Figura 29 — Atividade citotoxica dos compostos 53-55 e benznidazol (Bz), avaliados em
ensaios de cultura de células de bago de camundongos. A linha pontilhada demonstra os
valores limites de toxicidade, ou seja, compostos com valores acima desta linha
podem ser considerados toxicos.

De acordo com o Figura 28, os compostos 53-55 apresentaram atividade
tripanocida maxima de 50%, normalmente nas concentra¢des de 500 a 250 uM, com
destaque para o derivado 55, contendo o grupo galactosil-triazélico ligado a
sulfamerazina, que apresentou atividade moderada, mas superior ao benznidazol
nas concentragcdes mais baixas (15,0 - 1,9 pmol.L™). Por outro lado, de acordo com
os resultados do ensaio de citotoxicidade (Figura 29), a atividade citotoxica foi
observada apenas nas concentragdes mais elevadas, similar ao benzinidazol.

Os resultados do ensaio de atividade tripanocida com os compostos 53-55
nao possibilitaram o calculo do ICsp pelo fato destes compostos néo terem atingido
o minimo de 50% de inibicdo nas diferentes concentra¢des, tendo uma manutencéo
fraca da atividade em doses mais reduzidas, o que nao acontece com Bz.

O ensaio com o0s compostos 56-58 estdo em andamento e ndo foram
concluidos até o momento devido a problemas ocorridos com a manutencdo e
crescimento da cepa ativa Tulahuen no Laboratério da Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Aparelhagem Analitica:

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e carbono (RMN
3C): Bruker Advance DRX 300, DRX 400 e DPX 500
Espectroscopia na regido do Infravermelho: Nicolete Protege 460

Fluorimetro: Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader

Aparelhagem Laboratorial:

Evaporador Rotatorio: Biichi RE121

Evaporador rotatério com controlador de vacuo: Biichi R215
Bomba de alto vacuo: Precision Model D 150

Balancas: Mettler PE 400/ Sartorius BP 121S

Luz ultra-violeta: Spectroline CM-10

Cromatografia Flash de Alta Eficiéncia (CFAE): Biotage®
Pipeta multicanal: Eppendorf

Reator para irradiagdo de micro-ondas CEM® Discover

Solventes, Reagentes e Outros Materiais

« As Cromatografias em Camada Delgada (CCD) e em Camada Preparativa

(CCP) foram realizadas utilizando placas de silica-gel 60 GF.s, da
MERCK®.

e As Cromatografias em Coluna Classica (CCC) foram realizadas utilizando

silica-gel tipo “Flash” (40-63 um) da MERCK®.

e Alguns solventes e reagentes foram convenientemente purificados conforme

meétodos descritos na literatura (PERRIN et al., 1980).

4.2 METODOS

4.2.1 Sintese
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4.2.1.1 Sintese regiosseletiva para obtencdo de intermediario com hidroxila

livre em C-1

1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-galactopiranose
AcO & ~OAC
AcO S ACO TMOAC
27
A uma suspensdo do material de partida comercial D-galactose (5,0 g; 27,8

mmol) em anidrido acético (Ac,0O) (25,0 mL) foi adicionado iodo (I2) (0,25 g; 1,0
mmol) e o sistema foi agitado a temperatura ambiente. O acompanhamento da
reacao por CCD [hexano: acetato de etila (AcOEt) 1:1 (v:v)] mostrou a formacéo de
apenas um produto. A mistura reacional foi vertida em funil de separacédo contendo
diclorometano (DCM) e foi lavada com solucéo de tiossulfato de sédio (Na,S,03) 5%.
Em seguida, a fase aquosa foi lavada (2 vezes) com DCM. As fases organicas foram
reunidas e neutralizadas com solucdo saturada de carbonato de sédio (Na,COs).
Apods secagem com sulfato de sodio (Na,SO,), filtracdo e concentracdo sob presséo
reduzida da fase organica foi obtido um 6leo amarelo claro, que foi cristalizado
durante a secagem em alto vacuo. O composto 27 foi obtido com rendimento de
96% (10,8 g: 26,7 mmol). A propor¢ao entre os anémeros a/f3 foi 5:1.

Dados do composto a: &y (ppm) (CDCls, 400 MHz) 6,38 (1H, d, J;» 1,7 Hz,
H-1), 5,51 (1H, dd, J34 2,5 Hz; J45 1,3 Hz, H-4), 5,28-36 (2H, m, H-2, H-3), 4,35 (1H,
ddd, J45 1,3 Hz; Js6p 6,6 HZ; Js564 7,8 Hz, H-5), 4,10 (2H, dd, Js6 6,8 Hz; Jsaep 10,6
Hz, H-6a, H-6b), 2,17-2,12, (15H, 5 s, 5 COCHs).

2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-galactopiranose
AcO 5 OAcC
AcO
3 AcO 1*0OH

28
O composto 27 (3,0 g; 7,7 mmol), dissolvido em dimetilformamida (DMF) (9,0
mL), foi tratado com o reagente hidrazina acética (H,NNH,.CH3CO.H) (0,832 g; 9,24
mmol) e a mistura foi mantida sob agitagdo durante 24 horas a temperatura
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ambiente. O acompanhamento da reacao por CCD [hexano: acetato de etila (AcOEt)
1:1 (v:v)] mostrou a formacgédo de apenas um composto.Em seguida, o sistema foi
diluido com AcOEt e lavado com solucdo saturada de cloreto de sédio (NaCl) e
agua. A fase organica foi seca com sulfato de magnésio (MgSQO,), filtrada e
concentrada. A mistura foi purificada por cromatografia Flash em aparelho Biotage
[coluna: 25 mm; fluxo: 18 mL/min; solvente: hexano/acetato de etila; gradiente: O-
40% e 40-40% (v:v)]. para obtencdo do composto 28 com rendimento de 65 % (2,0
g; 6,0 mmol) na proporgao a/ff 3:1.

Dados do composto a: &4 (ppm) (CDCl3, 400 MHz) 5,53 (1H, t, J1» 3,5 Hz,
H-1), 5,48 (1H, dd, Js4 3,5 Hz; J4s 1,2 Hz, H-4), 5,42 (1H, dd, J1» 3,5 Hz; J,3 10,8
Hz, H-2), 5,17 (1H, dd, J, 5 10,8 Hz; J34 3,5 Hz, H-3), 4,48 (1H, dt, J45 1,2 Hz; Js56 6,3
Hz, H-5), 4,14 (1H, dd, Js6a 6,6 HZ; Jsaep 11,1 Hz, H-6a), 4,08 (1H, dd, Jse, 6,8 Hz;
Jsaep 11,1 Hz, H-6b), 3,12 (1H, s,0H), 2,15-2,00 (12H, 4 s, 4 COCHjy).

4.2.1.2 Sintese para obtencéo de intermediario com grupo acetileno em C-1

Tricloroacetimidato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosila

AcO OAc

6
4 5 2O
AcO 1

3 AcO

O_ [CCl;

Y

NH
29

Uma solucdo de 28 (1,31 g; 3,76 mmol) em DCM (6,0 mL) destilado foi
resfriada em banho de gelo e submetida a atmosfera inerte (N;). Tricloroacetonitrila
(CCICN) (1,51 mL; 15,04 mmol) e 1,8-diazobiciclo[5,4,0]Jundec-7-eno (DBU) (0,17
mL; 1,13 mmol) foram adicionados a solucdo, a qual foi agitada por 1 hora nas
condigcbes mencionadas acima. O acompanhamento da reagcao por CCD [hexano:
acetato de etila 4:6 (v:v)] mostrou a formacdo de apenas um composto.
Posteriormente, a mistura reacional foi concentrada e purificada por cromatografia
Flash em aparelho Biotage [coluna: 25 mm; fluxo: 20 mL/min; solvente:

hexano/acetato de etila; gradiente: 0-30% e 30-30% (v:v)]. O composto 29 foi entéao
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cristalizado em éter etilico (Et,0): hexano sendo obtido apenas o isbmero a com
rendimento de 70 % (1,30 g; 2,63 mmol).

Dados do composto : &4 (ppm) (CDClz;, 400 MHz) &4 8,66 (1H, s, NH), 6,60 (1H, d,
J1, 3,6 Hz, H-1), 5,56 (1H, d, J;4 3,0 Hz, H-4), 5,42 (1H, dd, J,3 10,9 Hz; J;4 3,0 Hz, H-3),
5,36 (1H, dd, J;, 3,6 Hz; J,5 10,9 Hz, H-2), 4,44 (1H, t, Js¢ 6,5 Hz, H-5), 4,16 (1H, dd, Jsgp
6,5 Hz; Jsasp 11,2 Hz, H-6a), 4,08 (1H, dd, Jsga 6,5 Hz; Jeaes 11,2 Hz, H-6b), 2,17-2,01 (12H,
4s, 4 COCHy).

1-O-propinil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosideo

OAc oAc

<50 8
4 2 =
AcO ! O/
3 OAc 7
30

Tricloroacetimidato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosila (29) (2.155
g; 4,37 mmol) foi dissolvido em diclorometano (DCM) destilado (40,0 mL) e
submetido & atmosfera inerte (Ny). Alcool propargilico (2,55 mL, 43 mmol) foi ent&o
adicionado a reacao, a qual foi mantida sob agitacdo durante 30 minutos em banho
de gelo seco (-40 °C). Triflato de trimetilsilila (TMSOTTf) (0,16 mL, 0,94 mmol) diluido
em diclorometano destilado (1 mL) foi lentamente gotejado a reacdo, a qual foi
mantida sob agitacdo a -20°C durante 1 hora. O acompanhamento da reacdo por
cromatografia em camada delgada (CCD) [hexano: acetato de Etila 1:1 (v:v)]
mostrou a formagédo de apenas um composto. Trietilamina (0,1 mL) foi adicionada
para neutralizar a reacdo e posteriormente, a mistura reacional foi filtrada,
concentrada e purificada por cromatografia Flash em aparelho Biotage [coluna: 25
mm; fluxo: 20 mL/min; solvente: hexano/ acetato de etila; gradiente: 0-40% e 40-40%

(v:v)], sendo obtido um sélido branco com rendimento de 90 % (1,517g, 3,94 mmol).

Dados do composto : &4 (ppm) (CDCl3, 300 MHZz) 5,40 (1H, dd, J;4 3,4 Hz; J,5 0,78
Hz, H-4), 5,22 (1H, dd, J;, 7,8 Hz; J,3 10,5 Hz, H-2), 5,06 (1H, dd, J,5 10,5 Hz; J34 3,4 Hz,
H-3), 4,74 (1H, d, J;, 8,0 Hz, H-1), 4,38 (2H, d, J;g 2,4 Hz, OCH,CCH), 4,19 (1H, dd, Js¢a
6,6 Hz; Jsaen 11,2 Hz, H-6a), 4,13 (1H, dd, Js 6, 6,6 HZ; Jsaep 11,2 Hz, H-6b), 3,94 (1H, dt,
Jas 1,1 Hz; Js6 6,6 Hz, H-5), 2,46 (1H, t, Js7 2,4 Hz, CH,CCH), 2,15 -1,99 (12H, 4 s,
4 CH3CO).
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4.2.1.3 Procedimento geral de sintese para obtencéo dos derivados aril azidas
(38-44)

Em tubo apropriado para reacdes em reator de irradiagdo de micro-ondas
(CEM® Discover) foram adicionados na seguinte ordem: azida de sodio (78 mg ;1,2
mmol; 3 equiv.) solubilizada com agua (150 pl), solvente reacional (1 ml), material de
partida 4-aminobenzenosulfonamida (31-37) (0,4 mmol: 1 equiv.) comercialmente
disponivel e nitrito de terc-butila (t-BuONO). Apos a adicdo dos reagentes o tubo foi
selado e mantido sob agitacdo em aparelho de irradiacdo de micro-ondas
programado com 0s seguintes parametros: tempo reacional, temperatura reacional
e poténcia de 150W no modo de operacdo Benchmate. A reacéo foi acompanhada
por CCD [hexano: acetato de Etila (AcOEt) 4:1 (v:v)] que mostrou a formacéo de
apenas um produto. Ao final da irradiacdo a mistura reacional foi submetida a
extracdo usando acetato de etila (3 porcbes de 5 ml) e agua (1 porcdo de 3 ml),
eliminando desta maneira 0s sais presentes no meio reacional. Apdés extracao, as
fases organicas foram reunidas e secas com sulfato de sédio anidro (Na,SO,). Apds
filtracdo, a fase organica foi concentrada e purificada por cromatografia Flash em
aparelho Biotage [coluna: 12 mm; fluxo: 8 mL/min; solvente: Hexano/ acetato de

etila; gradiente: 0-40% e 40-40% (v:v)], sendo obtido o produto desejado.

4.2.1.3.1 4-azidobenzenosulfanilamina (38)
Q
H2N_§ON3
O
38

Seguindo o procedimento geral, empregando 4-aminobenzenosulfanilamina

(31) (68,8 mg), alcool terc-butilico como solvente reacional, t-BuONO (285 pl; 2,4
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mmol; 6 equiv.), tempo reacional de 35 minutos e temperatura de 60°C.
Rendimento: 86% (0,344mmol)

Dados do composto: dy (ppm) (CD3sOD, 300 MHz) 7,89 (2H, d, Joro 8,9 Hz,
Ar, CHCSO;NHR), 7,21 (2H, d, Jorto 8,9 Hz, CHCN3).

4.2.1.3.2 4-azidobenzenosulfacetamida (39)
0

N
o
39

Seguindo o procedimento geral, empregando 4-aminobenzenosulfacetamida
(32) (85,6 mg) acetonitrila como solvente reacional, t-BuONO (190 ul; 1,6 mmol; 4
equiv.), tempo reacional de 35 minutos e temperatura de 40°C. Rendimento: 83%.
(0,332 mmol).

Dados do composto: oy (ppm) (CDsOD, 300 MHz) 8,01 (2H, d, Joro 8,8 Hz,
Ar, CHCSO;NHR), 7,24 (2H, d, Jorto 8,8 Hz, CHCN3), 1,96 (3H, s, CH3).

4.2.1.3.3 4-azidobenzenosulfametoxazol (40)
O\N
\g\( 9

Seguindo o procedimento geral, empregando 4-aminobenzenosulfametoxazol

40

(33) (101,3 mg), dioxano como solvente reacional, t-BuONO (190 ul; 1,6 mmol; 4
equiv.), tempo reacional de 20 minutos e temperatura de 50°C. Rendimento: 82%
(0,328 mmol).

Dados do composto: o4 (ppm) (CDsOD, 300 MHz) 7,91 (2H, d, Jorto 8,9 Hz,
AI’, CHCSOZNHR), 7,23 (2H, d, Jorto 8,9 HZ, CHCN3), 6,14 (1H, S, Hisoxazo|); 2,33 (3H,
S, CH3)
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4.2.1.3.4 4-azidobenzenosulfamerazina (41)

Seguindo o procedimento geral, empregando 4-aminobenzenosulfamerazina
(34) (105,6 mg), dioxano como solvente reacional, t-BuONO (190 ul; 1,6 mmol; 4
equiv.), tempo reacional de 20 minutos e temperatura de 55°C. Rendimento: 74%
(0,296 mmol).

Dados do composto: dy (ppm) (CD3;OD, 300 MHz) 8,21 (1H, d, J 5,2 Hz,
Hp|r|m|d|na ), 8,06 (2H, d, Jorto 8,8 HZ, AI’, CHCSOZNHR), 7,19 (2H, d, Jorto 8,8 HZ,
CHCN3) 6,82 (1H, d, J 5,2 Hz, Hpirimidina ), 2,34 (3H, S, CHa).

4.2.1.3.5 4-azidobenzenosulfametazina (42)

Seguindo o procedimento geral, empregando 4-aminobenzenosulfametazina
(35) (111,3 mg), dioxano como solvente reacional, t-BuONO (190 ul; 1,6 mmol; 4
equiv.), tempo reacional de 20 minutos e temperatura de 55°C. Rendimento: 71%
(0,284 mmol)

Dados do composto: &4 (ppm) (CD3OD, 400 MHz) 8,04 (2H, d, Joro 8,6 Hz,
Ar, CHCSO;NHR), 7,16 (2H, d, Jorto 8,6 Hz, CHCN3), 6,67 (1H, s, Hpirimidina ), 2,26
(6H, s, 2CHy)

4.2.1.3.6 4-azidobenzenosulfadimetoxina (43)

O/

N3
N)\|N O\/O
\
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N™ v
| H O

43
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Seguindo o procedimento geral, empregando 4-aminobenzenosulfadimetoxina
(36) (124 mgq), tetrahidrofunano (THF) como solvente reacional, t-BuONO (190 pl;
1,6 mmol; 4 equiv.), tempo reacional de 40 minutos e temperatura de 30°C.
Rendimento: 85%.(0,34mmol)

Dados do composto: &4 (ppm) (CD30OD, 300 MHz), 7,92 (2H, d, Joro 8,8 Hz,
Ar, CHCSO;NHR), 7,16 (2H, d, Joro 8,8 Hz, CHCN3), 5,95 (1H, s, Hpirimidina ), 3,79
(3H, s, OCHz3), 3,78 (3H, s, OCHy3).

4.2.1.3.7 4-azidobenzenosulfapiridina (44)

i: N3
/
N R}
\
N H o

44
Seguindo o procedimento geral, empregando 4-aminobenzenosulfapiridina
(37) (99,6 mg), tetra-hidrofunano (THF) como solvente reacional, t-BuONO (190 pl;
1,6 mmol; 4 equiv.), tempo reacional de 30 minutos e temperatura de 40°C.
Rendimento: 51% (0,204 mmol).

Dados do composto: dy (ppm) (CDsOD, 400 MHz), 7,92 ( 1H, s, Hpiridina) 7,89
(2H, d, Joro 8,8 Hz, Ar, CHCSO,NHR), 7,66 (1H, ddd, J 9,0 Hz, J 7,2 Hz, J 1,9 Hz,
Hpiridina ) 7,18 (1H, dd, J 9,0 Hz, J 1,0 Hz Hpiridina ), 7,13 (2H, d, Joro 9,0 Hz, CHCN3),
6,84 (1H, ddd, J 7,2 Hz, J 5,9 Hz, J 1,0 Hz Hyirigina )-

4.2.1.4 Procedimento geral de sintese para obtencdo dos derivados galactosil-

triazolo-benzenossulfonamidas (45-51)
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Em tubo apropriado para reacées em reator de irradiagdo de micro-ondas
(CEM® Discover) foram adicionados na seguinte ordem: o derivado 4-
azidobenzenosulfonamida (38-44) (0,2mmol; 1 equiv.), dimetilformamida (DMF) (0,3
ml), o derivado 1-O-propinil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranose (30) (85,0 mg;
0,22 mmol; 1,1 equiv.), ascorbato de sddio (3,96 mg; 3,96 mg, 0,02 mmol; 0,1 equiv.)
e solucdo de sulfato de cobre I1 0,1 mol.L™* (60 puL). Apés a adicéo dos reagentes o
tubo foi selado e mantido sob agitacdo em aparelho de irradiacdo de micro-ondas
programado de acordo com 0s seguintes parametros: tempo, temperatura e poténcia
de 150W no modo de operagdo Benchmate. A reacao foi acompanhada por CCD
[hexano: acetato de Etila (AcOEt) 1:9 (v:v)] que mostrou a formacgéo de apenas um
composto. Ao final da irradiagcdo a mistura reacional foi tratada com tolueno (10 ml).
A mistura foi concentrada sob pressdo reduzida a fim de se eliminar o solvente
(DMF). Apos esta etapa foi realizada a extragdo do produto usando acetato de etila
(3 porcdes de 5 ml) e &gua (1 porcédo de 3 ml), para eliminar os sais presentes no
meio reacional. ApGs extracdo, as fases organicas foram reunidas e secas com
sulfato de sédio anidro (Na;S0O,). Apos filtracdo, a fase organica foi concentrada e
purificada por cromatografia Flash em aparelho Biotage [coluna: 12 mm; fluxo: 8
mL/min; solvente: Hexano/ acetato de etila; gradiente: 0-50%, 50-100% e 100-100%
(v:v)], sendo entédo obtido o produto desejado.

4.2.1.4.1 4-(4-{[2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-

triazol-1-il)benzenosulfanilamina (45).

OAc

N
OAc .
o L
AcO O N
5

OAc 4

Seguindo o procedimento geral, empregando 4-azidobenzenosulfanilamina
(38) (39,6 mg), tempo reacional de 40 minutos e temperatura de 70°C.
Rendimento: 60% (0,12 mmol)
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Dados do composto: &y (ppm) (CDCls, 400 MHz) 8,09 (1H, s, Hyiaza), 8,05
(2H, d, Joro 8,8, Ar, CHCSO,NHR), 7,86 (2H, d, Joro 8,8, Ar,CHC- triazol), 5,42 (1H,
dd, Js4 3,5 Hz; J4s 1,1 Hz, H-4), 5,25 (1H, dd, J1» 7,8 Hz; J23 10,4 Hz, H-2), 5,06
(1H, dd, J23 10,4 Hz; J34 3,5 Hz, H-3), 5,05 (1H,d, ) 12,8 Hz, CH.-triazol), 4,89
(1H,d, 23 12,8 Hz, CHy-triazol), 4,72 (1H, d, J1, 7,8 Hz, H-1), 4,22 (1H, dd, Js¢. 6,6
Hz; Jeasp 11,3 Hz, H-6a), 4,13 (1H, dd, Js e 6,6 Hz; Jsaes 11,3 Hz, H-6b), 4,00 (1H,
dt, J45 1,0 Hz; Js ¢ 6,6 Hz, H-5), 2,14-1,98 (12H, 4 s, 4 CH3CO).

4.2.1.4.2 4-(4-{[2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-

triazol-1-il)benzenosulfacetamida (46).

OAc

N
OAc .
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Seguindo o procedimento geral, empregando 4-azidobenzenosulfacetamida
(39) (48 mg), tempo reacional de 40 minutos e temperatura de 80°C. Rendimento:
60% (0,12 mmol)

Dados do composto: &y (ppm) (CDClz, 400 MHz) 8,23 (2H, d, Joro 8,8, Ar,
CHCSO,NHR ), 8,09 (1H, s, Hyiazol), 7,94 (2H, d, Joro 8,8, Ar, CHC- triazol), 5,43 (1H,
dd, Js4 3,2 Hz; J45 0,7 Hz, H-4) 5,27 (1H, dd, J;, 7,8 Hz; J,3 10,3 Hz, H-2), 5,08
(1H,d, 23 12,8 Hz, CHy-triazol), 5,06 (1H, dd, J.3 10,3 Hz; J34 3,2 Hz, H-3), 4,91
(1H,d, 23 12,8 Hz, CHa-triazol), 4,71 (1H, d, J1, 7,8 Hz, H-1) 4,23 (1H, dd, Js6a 6,5
Hz; Jsaep 11,1 Hz, H-6a), 4,14 (1H, dd, Js 6, 6,5 Hz; Jsaep 11,1 Hz, H-6b), 4,0 (1H, dt,
J4s5 0,7 Hz; Jss 6,5 Hz, H-5), 2,16 (3H, s, CH3) 2,10-1,99 (12H, 4 s, 4 CH3CO).

4.2.1.4.3 4-(4-{[2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-

triazol-1-il)benzenosulfametoxazol (47).
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Seguindo o procedimento geral, empregando 4-azidobenzenosulfametoxazol
(40) (55,8 mg), tempo reacional de 60 minutos e temperatura de 80°C.
Rendimento: 50% (0,1 mmol).

Dados do composto: &y (ppm) (CDClz, 400 MHz) 8,04 (1H, s, Hyiazal), 8,02
(2H, d, Joro 8,7, Ar, CHCSO,NHR), 7,88 (2H, d, Joro 8,7, Ar, CHC- triazol), 6,25 (1H,
S, Hisoxazol) 5,42 (1H, d, J34 3,4 Hz, H-4), 5,26 (1H, dd, J;, 7,8 Hz; J,3 10,3 Hz, H-2),
5,06 (1H,d, 2J 12,8 Hz, CH,-triazol), 5,05 (1H, dd, J,3 10,3 Hz; Js4 3,4 Hz, H-3), 4,88
(1H,d, 2J 12,8 Hz, CH,-triazol), 4,7 (1H, d, J1, 7,8 Hz, H-1) 4,22 (1H, dd, Js 6. 6,5 Hz;
Jeaep 11,2 Hz, H-6a), 4,14 (1H, dd, Jseb 6,5 HZ; Jeaen 11,2 Hz, H-6b), 3,98 (1H, t, Js6
6,5 Hz, H-5), 2,39 (3H, s, CH3) 2,16-1,99 (12H, 4 s, 4 CH3;CO).

4.2.1.4.4 4-(4-{[2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-

Y\
N

triazol-1-il)benzenosulfamerazina (48).
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Seguindo o procedimento geral, empregando 4-azidobenzenosulfamerazina
(41) (58 mg), tempo reacional de 40 minutos e temperatura de 70°C. Rendimento:
60% (0,12 mmol)

Dados do composto: &y (ppm) (CDCls, 400 MHz) 8,54 (1H, d, J12 5,3 Hz,
Hpirimidina) 8,32 (2H, d, Jorto 8,7, Ar, CHCSO,;NHR) 8,06 (1H, S, Hyiazl), 7,89 (2H, d,
Jorto 8,7, Ar, CHC- triazol), 6,84 (1H, d, J2.1 5,3 Hz, Hpirimidina) 5,41 (1H, dd, J34 3,3 Hz;
J450,78 Hz, H-4), 5,25 (1H, dd, J1, 7,9 Hz; J»5 10,4 Hz, H-2), 5,06 (1H,d, 2J 12,8 Hz,
CH,-triazol), 5,04 (1H, dd, J,5 10,4 Hz; J34 3,3 Hz, H-3), 4,88 (1H,d, 2J 12,8 Hz, CH,-
triazol), 4,69 (1H, d, J1» 7,9 Hz, H-1) 4,20 (1H, dd, Js64 6,7 HZ; Jsaep 11,1 Hz, H-6a),
4,14 (1H, dd, Jsep 6,7 Hz; Jeaes 11,1 Hz, H-6b), 3,97 (1H, dt, J45 0,78 Hz; Js6 6,7 Hz,
H-5), 2,44 (3H, s, CH3) 2,15-1,98 (12H, 4 s, 4 CH3CO).

4.2.1.45 4-(4-{[2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-

TN
N

triazol-1-il)benzenosulfametazina (49).
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Seguindo o procedimento geral, empregando 4-azidobenzenosulfametazina
(42) (60,8 mg), tempo reacional de 10 minutos e temperatura de 70°C.
Rendimento: 63% (0,126 mmol)

Dados do composto: &y (ppm) (CDClz, 400 MHz) 8,34 (2H, d, Joro 8,8; Ar,
CHCSO;NHR) 8,06 (1H, s, Hyiazol), 7,90 (2H, d, Joro 8,8; Ar, CHC- triazol), 6,66 (1H,
S, Hpirimidina) 5,41 (1H, dd, J34 3,4 Hz; J451,0 Hz, H-4), 5,25 (1H, dd, J1> 7,8 Hz; J23
10,3 Hz, H-2), 5,06 (1H,d, 2J 12,8 Hz, CH,-triazol), 5,04 (1H, dd, J,3 10,3 Hz; J34 3,4
Hz, H-3), 4,89 (1H,d, 2J 12,8 Hz, CHy-triazol), 4,69 (1H, d, J1, 7,8 Hz, H-1) 4,21 (1H,
dd, Jsea 6,5 Hz; Jsaen 11,2 Hz, H-6a), 4,13 (1H, dd, Js e 6,5 Hz; Jeasp 11,2 Hz, H-6b),
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3,97 (1H, dt, Jas 1,0 Hz; Js6 6,5 Hz, H-5), 2,37 (6H, s, 2 CHa) 2,15-1,98 (12H, 4 s, 4
CH5CO).

4.2.1.4.6 4-(4-{[2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-
triazol-1-il)benzenosulfadimetoxina (50).
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Seguindo o procedimento geral, empregando 4-azidobenzenosulfadimetoxina

(43) (67,2 mg), tempo reacional de 60 minutos e temperatura de 80°C.
Rendimento: 61% (0,122 mmol)

Dados do composto: &y (ppm) (CDClz, 400 MHz) 8,14 (2H, d, Joro 8,8; Ar,
CHCSO3NHR) 8,04 (1H, s, Hyiazol), 7,91 (2H, d, Joro 8,8; Ar, CHC- triazol), 6,24 (1H,
S, Hpirimidina) 5,41 (1H, dd, Jz4 3,4 Hz; J451,0 Hz, H-4), 5,25 (1H, dd, J12 7,8 Hz; J23
10,3 Hz, H-2), 5,06 (1H,d, 2J 12,8 Hz, CHy-triazol), 5,05 (1H, dd, J3 10,3 Hz; J34 3,4
Hz, H-3), 4,89 (1H,d, 2J 12,8 Hz, CHy-triazol), 4,69 (1H, d, J1, 7,8 Hz, H-1) 4,21 (1H,
dd, Jsea 6,5 HZ; Jeaes 11,2 Hz, H-6a), 4,13 (1H, dd, Jseb 6,5 HzZ; Jeasp 11,2 Hz, H-6b),
3,98 (1H, dt, J45 1,0 Hz; Js6 6,5 Hz, H-5), 3,92 (3H, s, CH3O) 3,90 (3H, s,
CH30)2,16-1,99 (12H, 4 s, 4 CH3CO).

4.2.1.4.7 4-(4-{[2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-

triazol-1-il)benzenosulfapiridina (51).
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Seguindo o procedimento geral, empregando 4-azidobenzenosulfapiridina
(44) (55 mg), tempo reacional de 30 minutos e temperatura de 80°C. Rendimento:
50% (0,1 mmol)

Dados do composto: &4 (ppm) (CDCl3, 400 MHz) 8,32 (1H, dd, J;2 6,2 Hz;
J13 1,0 Hz, Hpirigina) 8,1 (2H, d, Joro 8,8; Ar, CHCSO,;NHR) 8,04 (1H, S, Hyiazol), 7,86
(2H, d, Joro 8,8; Ar, CHC- triazol), 7,75 (1H, ddd, J1, 9,0 Hz; J1 36,2 Hz, ; J131,9 Hz
Hpiridina) 7,44 (1H, dt, J32 9,0 Hz, J35 1,0 HZ Hyiigina) 6,84 (1H, dt, J436,2 Hz, J4, 1,0
Hz, Hpirigina) 5,40 (1H, dd, Js4 3,5 Hz; J45 0,9 Hz, H-4), 5,23 (1H, dd, J1> 7,9 Hz; J,3
10,3 Hz, H-2), 5,05 (1H,d, 2J 12,8 Hz, CHy-triazol), 5,03 (1H, dd, J;3 10,3 Hz; J34 3,5
Hz, H-3), 4,87 (1H,d, 2J 12,8 Hz, CHy-triazol), 4,69 (1H, d, J1, 7,9 Hz, H-1) 4,19 (1H,
dd, Jsea 6,5 Hz; Jsaes 11,3 Hz, H-6a), 4,14 (1H, dd, Jseb 6,5 Hz; Jeasp 11,3 Hz, H-6b),
3,97 (1H, dt, J45 0,9 Hz; J5¢6 6,5 Hz, H-5), 2,14-1,97 (12H, 4 s, 4 CH3CO).

4.2.1.4.8 Procedimento geral de desacetilacdo dos derivados galactosil-

triazolo-benzenossulfonamidas

OH N
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52-58
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O derivado galactosil-triazolo-benzenossulfonamida (45-51) (0,1 mmol)
previamente dissolvido em metanol (2,0 mL) foi tratado com 5 gotas de solugcéo de
metéxido de sédio 1 mol.L™? e o sistema foi mantido sob agitacdo a temperatura
ambiente por 1 hora. Posteriormente, o meio reacional foi neutralizado com resina
acida (DOWEX® 50WX8 H") filtrado e concentrado, sendo obtido o derivado
galactosil-triazolo-benzenossulfonamida com hidroxila livre (52-58) em rendimento

quantitativo.
Dados do composto:

4-(4-{[B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-1lil)benzeno
sulfacetamida (53).

Dados do composto: (&4 (ppm) (DMSO, 400 MHz) 8,98 (1H, s, Hyiazol), 8,17 (2H, d,

Jorto 8,7, Ar, CHCSO,NHR ), 8,11 (2H, d, Joro 8,8, Ar, CHC- triazol), 4,94 (1H, d, 2J
12,6 Hz, CH,-triazol) 4,75 (1H, d, 2J 12,6 Hz CH.-triazol) 4,28 (1H, d, J1, 7,3 Hz, H-
1) 3,64 (1H, s, H-4), 3,56 (2H,m, H-6) 3,42-3,28 (3H,m, H-2, H-3, H-5), 1,95 (3H, s,
OCHg). 6¢ (ppm) (DMSO, 125 MHz) 169,24 (NHCOCHs3), 145,65 (C triazol), 139,84
(CN triazol), 139,03 (CS0O,), 130,0 (CH triazol) 122,8 (CH orto triazol), 122,8 (CH orto
triazol), 120,27 (C orto SO), 120,27 (C orto SO,), 102,98 (C-1), 75,36 (C-5), 73,36
(C-3), 70,5 (C-2), 68,23 (C-4), 61,34 (OCH_-triazol), 60,63 (C-6), 23,43 (CCONH).

4-(4-{[B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-1lil)benzeno

sulfametoxazol (54)

Dados do composto: dy (ppm) (CDsOD, 400 MHz) 8,67 (1H, s, Hiiazol), 8,07
(2H, d, Jorto 9,0, Ar, CHCSO,;NHR), 8,04 (2H, d, Jorto 9,0, Ar, CHC- triazol), 6,14 (1H,
S, Hisoxazo) 5,01 (1H,d, 2J 12,9 Hz, CHy-triazol) 4,88-4,86 (1H,m, CH,-triazol) 4,36
(1H, d, J1- 7,8 Hz, H-1) 3,80 (1H, d, J34 3,4 Hz, H-4), 3,77 (1H, dd, Js 6. 6,5 HZ; Jeasep
11,2 Hz, H-6a), 3,70 (1H, dd, Jsep 5,0 Hz; Jeaep 11,2 Hz, H-6b) 3,56-3,54 (1H,m, H-
2), 3,54-3,52 (1H,m, H-5) 3,45 (1H, dd, J,3 9,6 Hz; J34 3,4 Hz, H-3) 2,29 (3H, s,
CHj3). &¢ (ppm) (CD30D, 125 MHz) 171,0 (OCCHjs isoxazol), 157,7 (CHCN isoxazol),
146,07 (C triazol), 140,22 (CS0O2), 139,7 (CN triazol), 120,37 (CH orto triazol),
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120,37 (CH orto triazol), 123,8 (CH orto SO,), 123,8 (CH orto SO,), 122,39 (CH
triazol), 95,13 (CH isoxazol), 103,1 (C-1), 75,3 (C-5), 73,53 (C-3), 71,12 (C-2), 69,01
(C-4), 61,74 (OCHy-triazol), 61,30 (C-6), 10,9 (CH3 isoxazol).

4-(4-{[B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-1-il)benzeno
sulfamerazina (55)

Dados do composto: &y (ppm) (CD30D, 400 MHz) 8,62 (1H, S, Htiazo) 8,27 (1H, d,

J12 5,9 Hz, Hpirimidina) 8,16 (2H, d, Joro 8,7, Ar, CHCSO,;NHR), 7,95 (2H, d, Joro 8,7,
Ar, CHC- triazol), 6,92 (1H, d, J21 5,6 Hz, Hpirimidina) 5,11 (1H,d, 23 12,8 Hz, CHy-
triazol) 4,99 (1H,d, 2J 12,8 Hz, CHy-triazol) 4,57 (1H, d, J1» 7,7 Hz, H-1) 3,96 (1H, d,
Js4 3,2 Hz; H-4), 3,84-3,78 (2H, m, H-6), 3,77-3,74 (1H, m, H-5) 3,68 (1H, dd, J,3
10,0 Hz; Js4 3,3 Hz, H-3) 3,58 (1H, dd, J;» 7,8 Hz; J,3 9,7 Hz, H-2), 2,46 (3H, s,
CHj3). 6¢ (ppm) (CD30OD, 125 MHz) 155,5 (C pirimidina), 155,5 (CCHg pirimidina),
144,6 (NCH pirimidina), 141,3 (C-triazol), 139,0 (CS0O2), 139,0 (CN triazol), 128,8
(CH orto triazol), 128,8 (CH orto triazol), 123,8 (CH orto SO,), 123,8 (CH orto SO5),
121,0 (CH triazol), 111,8 (CCH pirimidina), 102,3 (C-1), 75,3 (C-5), 72,7 (C-3), 70,7
(C-2), 68,6 (C-4), 61,8 (OCHa-triazol), 61,0 (C-6), 31,3 (CH3 pirimidina).

4-(4-{[B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-1-il)benzeno

sulfametazina (56)

Dados do composto: &4 (ppm) (CD30OD, 400 MHz) 8,66 (1H, S, Hiiaza) 8,23 (2H, d,
Joro 8,9; Ar, CHCSO,NHR), 8,0 (2H, d, Joro 8,9; Ar, CHC- triazol), 6,67 (1H, s,
Hpirimidina) 5,02 (2H,d, 2J 12,8 Hz, CHoy-triazol) 4,37 (1H, d, J12 7,5 Hz, H-1) 3,81 (1H,
dd, Jz4 3,1 Hz; J450,9 Hz, H-4), 3,76 (1H, dd, Js6a 5,0 HZ; Jsaep 11,3 Hz, H-6a), 3,71
(1H, dd, Jsep 5,0 Hz; Jsaen 11,5 Hz, H-6b) 3,55 (1H, dd, J;, 7,5 Hz; J,3 9,7 Hz, H-2),
3,55 (1H, d, Js6 6,5 Hz, H-5) 3,46 (1H, dd, J,3 9,7 Hz; J34 3,3 Hz, H-3), 2,29 (6H, s, 2
CHj3) ¢ (ppm) (CD30D, 125 MHz) 160,12 ( C pirimidina), 160,12 ( CN pirimidina) ,
160,12 ( CN pirimidina), 150 (C-triazol), 145,2 (CSO,) 143,5 (CN triazol) 133,9 (CH
orto SO,), 133,9 (CH orto SO,), 126,7 (CH triazol) 123,4 (CH orto triazol), 123,4 (C
orto triazol), 116,3 (CH pirimidina) 106,9 (C-1) 79,4 (C-5), 77,4 (C-2), 75,0 (C-3), 72,9
(C-4), 65,6 (OCHo,-triazol), 65,2 (C-6), 25,5 (CH3z pirimidina), 25,5 (CHj3 pirimidina).
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4-(4-{[B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-1-il)benzeno

sulfadimetoxina (57)

Dados do composto: o4 (ppm) (CD30OD, 400 MHz) 8,67 (1H, S, Hyiaza) 8,17 (2H, d,
Jorto 9,0; Ar, CHCSO,NHR), 8,06 (2H, d, Joro 8,8; Ar, CHC- triazol), 6,06 (1H, s,
Hpirimidina) 5,03 (1H,d, 2J 12,9 Hz, CH.-triazol) 4,90-4,86 (1H,m, CH.-triazol) 4,38 (1H,
d, Ji, 7,5 Hz, H-1) 3,84 (3H, s, CH30) 3,83 (3H, s, CH30) 3,83 (1H, dd, J34 3,5 Hz;
Js51,2 Hz, H-4), 3,80-3,76 (1H, m, H-6a) 3,72 (1H, dd, Js e, 4,9 HZ; Jeaepr 11,4 Hz, H-
6b) 3,58 (1H, dd, J;, 7,5 Hz; J,3 9,7 Hz, H-2) 3,58 (1H, dt, J45 1,2 Hz; J56 6,0 Hz, H-
5) 3,47 (1H, dd, J23 9,7 Hz; J34 3,3 Hz, H-3). d¢c (ppm) (CDs0D, 125 MHz) 171,7
(COCHg3 pirimidina), 159,9 (CN primidina) 159,9 (COCHj pirimidina), 145,5 (C
triazol), 139,5 (CN triazol) 139,5 (CSO,) 129,1 (CH orto triazol), 129,1 (CH orto
triazol) 122,9 (CH triazol), 120,3 (CH orto SO,), 120,3 (CH orto SO,), 102,8 (C-1),
84,7 (CH pirimidina), 75,3 (C-2), 73,3 (C-3), 70,5 (C-5), 68,2 (C-4), 61,2 (OCH,-
triazol), 60,85 (C-6), 55,6 (OCHjs-pirimidina), 53,9 (OCHs-pirimidina)

4-(4-{[B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-1-il)benzeno
sulfapiridina (58):

Dados do composto: &4 (ppm) (CD3OD, 400 MHz) 8,64 (1H, s, Hyiazo) 8,1 (2H, d,
Jorto 8,7; Ar, CHCSO,NHR) 7,98 (2H, d, Joro 8,7; Ar, CHC- triazol) 7,94 (1H, d, J1,5,7
Hz; Hpiridina), 7,74 (1H, M, Hypirigina) 7,29 (1H, d, J1,2 8,8 Hz, Hyiigina) 6,86 (1H, t, J436,1
Hz, Hyiidina) 5,01 (1H,d, 2J 12,8 Hz, CHy-triazol) 4,95 (1H,d, 2J 12,9 Hz, CHy-triazol)
4,37 (1H, d, J1» 7,6 Hz, H-1) 3,81 (1H, d, J34 3,2 Hz; H-4) 3,77 (1H, m, H-6a), 3,71
(1H, dd, Jsep 4,9 HZ; Jsaep 11,4 Hz, H-6b) 3,55 (1H, dd, J1, 7,6 Hz; J,3 9,6 Hz, H-2),
3,55 (1H, m, H-5) 3,46 (1H, dd, J23 9,7 Hz; J34 3,3 Hz, H-3). ¢ (ppm) (CD3OD, 125
MHZz) 145,9 (C-piridina), 145,9 (C-triazol), 142,35 (CH piridina), 141,26 (CH piridina),
139,35 (CSOy), 139,35 (CN triazol), 128,38 (CH orto triazol), 128,38 (CH orto triazol),
122,8 (CH triazol), 120,1 (CH orto SO,), 120,1 (CH orto SO,), 115 (CH piridina),
115,3 (CH piridina), 103,1 (C-1), 75,5 (C-5), 73,5 (C-3), 71,08 (C-2), 69,0 (C-4), 61,7
(OCHay-triazol), 61,2 (C-6) .
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6.2.2 Ensaios bioldgicos

6.2.2.1 Ensaio de inibicéo

O ensaio de inibicdo enzimatica foi realizado utilizando o método fluorimétrico
continuo ja descrito na literatura (NERES et al., 2006). Todas as medidas de
fluorescéncia foram lidas no fluorimetro Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader
através do programa Gen5. O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos contendo
tampdo fosfato pH 7,0 (25,0 L), solucdo diluida da enzima trans-sialidase
recombinante (25,0 pL) e solucdo de um dos composto (52-58) (25,0 yL de uma
solucdo 4,0 mM). Essa mistura reacional foi incubada por 10 minutos a 25 °C e a
reagdo foi iniciada com adigdo do substrato acido 2’-(4-metilumbeliferil)-a-D-N-
acetilneuramico (MuNANA) (25,0 yuL de uma solucdo 0,4 mM). A fluorescéncia
liberada pelo composto foi monitorada a 25°C durante 10 minutos, em comprimentos
de onda de 360 nm (excitacdo) e 460 nm (emisséo), e seus dados foram analisados
no programa GraphPad Prism 4.0 (San Diego, CA, USA).

Os experimentos foram realizados em triplicata.

6.2.2.2 Ensaio de atividade tripanocida e citotoxicidade

Células de rim de macacos (LLC-MK2 strain- ATCC) foram ressuspensas em
meio RPMI na auséncia de vermelho fenol (Gibco-BRL Life Technologies, Grand
Island, NY) contendo 10 % de soro fetal bovino (Life Technologies Inc., Bethesda,
MD) e antibioticos (Sigma Chemical Co., St. Louis). Em placas de 96 pocos foram
cultivadas 2,0 x 10° células/poco por 24 horas. As células foram entdo infectadas
com 1,0 x 10* de parasitas da formas tripomastigotas de T. cruzi cepa Tulahuen, a
qual expressa o gene de [B-galactosidase a partir de E. coli, e apos 24 horas os
compostos foram adicionados nas concentragfes de 500 uM a 1,9 uM. Apos 4 dias
de cultura, 50,0 pl de PBS contendo 0,5% de Triton X-100 e 100,0 uM “Chlorophenol
Red-B-D-galactoside” (CPRG -Sigma) foram adicionados. As placas foram
incubadas a 37°C por 4 horas e os valores de absorbancia foram lidos a 570 nm
(BUCKNER et al., 1996)

A citotoxicidade dos compostos sobre células de mamiferos foi avaliada da

seguinte maneira: células de baco de camundongos C57BL/6 (SILVA et al., 2008)
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foram isoladas por dissociacao e incubadas por 5 minutos com tampao para lise das
heméceas (uma parte de 0,17 M Tris-HCI pH 7,5 e nove partes de 0,16 M cloreto de
amonio). As células foram ressuspensas em meio RPMI 1640 suplementado com
10% de soro fetal bovino e cultivadas em placas de 96 pocos contendo 5,0 x 10°
célula/pogo com diferentes concentragdes dos compostos (500 uM a 3,9 uM) a 37°C
por 24 horas. Tween 20 a 0,5% foi utilizado como controle positivo de morte celular.
As células foram separadas, incubadas com 10,0 pg/mL de iodeto de propideo
(Sigma) e os resultados obtidos analisadas no aparelho FACSCantoll (Becton-
Dickinson Immunocytometry System Inc., San Jose, CA, USA). pelo programa
FlowJo (Ashland, Oregon, USA).
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5. CONCLUSOES

Frente as dificuldades encontradas na sintese, € importante destacar que o
meétodo utilizado na preparacdo de varios compostos foi reavaliado, repetido e/ou
alterado a fim de que os rendimentos fossem otimizados.

O trabalho permitiu a sintese do intermediario de galactose contendo a fungéo
alcino terminal 30, bem como dos derivados aril azidas 38-44, que ap0s reacédo de
CuAAC resultaram nos derivados galactosil-triazolo-benzenossulfonamidas
acelilados 45-51. A desacetilacdo permitiu a obtencdo dos produtos galactosil-
triazolo-benzenossulfonamidas 52-58 em rendimnetos satisfatorios.

Por fim, os produtos 52-58 foram submetidos a ensaio de inibi¢do de TcTS. A
inibicdo de 81% apresentada pelo produto 58 (1,0 mM ) , derivado contendo o grupo
galactosil-triazélico ligado a sulfapiridina, foi bastante promissora e abre perspectivas
para a sintese de um maior numero de derivados galactosil-triazolo-
benzenossulfonamidas com diferentes substituintes em R para o estabelecimento de
estudos de relacao estrutura-atividade e a taxa de inibicdo da enzima trans-sialidase.

Os produtos 53-55 também foram testados em ensaios in vitro, envolvendo a
forma tripomastigota de T. cruzi cepa Tulahuen, trabalho realizado na Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP - USP). O resultado apresentado pelo produto
55, derivado contendo o grupo galactosil-triazélico ligado a sulfamerazina, parece
ser bastante promissor, pois sua atividade foi superior ao benznidazol nas
concentracbes mais baixas. A realizacdo dos estudos sobre a influéncia do pKa
sobre a atividade tripanocida dependera dos resultados de atividade tripanocida

apresentada pelos produtos.
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Anexo 1. Espectro na regido do infravermelho do composto 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-galactopiranosideo (28)
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Tabela 5. Dados espectroscopicos do composto 29

Nimero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)
1 6,60 1 d Ji,=J1,3,6
2 5,36 1 dd J1’2 = 3,6; J213 =10,9
3 5,42 1 dd J2’3 =10,9; ‘-]3,4 =31
4 5,56 1 d J3’4 = 3,0
5 4,44 1 t Js6= 6,6
6a 4,16 1 dd J515a =6,5; J6a,6b =11,2
6b 4,08 1 dd J5,6b =6,5; \JGa,Gb =11,2
NH 8,66 1 S -
COCHj5 2,17-2,01 12 S -
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Anexo 2. Espectro de RMN 'H (CDCl3, 400 MHz) do composto Tricloroacetimidato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosila (29)



Tabela 6. Dados espectroscépicos do composto 30

NGmero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)
1 4,74 1 d Jl,z = J1,2 ,8,0
2 5,22 1 dd J1’2 =7,9; J213 =10,5
3 5,06 1 dd J2’3 =10,5; ‘-]3,4 =3,6
4 5,40 1 dd J3’4 3,4; J4’5 1,1
5 3,94 1 dt Jis1,1J55=6,8
6a 4,19 1 dd J515a =6,6; J6a,6b =11,2
6b 4,13 1 dd J5,6b =6,6; \JGa,Gb =11,2
OCH,CCH 4,38 2 d J=24
CH,CCH 2,46 1 t J=24
COCHj5 2,15-1,99 12 S -

85



9L —

8EY
6E'Y

P0'S ~_
S0's —
90's —
105"

07'Ss —
S~
ws—"
vCs—

0b'S ~o
or's "

o

0'T |

8

=

535 530 525 520 515 510 505 500 4.95 490 485 480 475 470 4.65 4.60 455 450 445 440 4.35

5.40

f1 (ppm)

T~
9T —
"

6'e —
v6'€ —
S6'¢ —

Ty~
A
Py —
STy —
LTy~
8T'v —
6Tt —
Ty —

o't

o't

—10'T

—€6°0)

2.40 2.36

2.44
f1 (ppm)

2.48

2.52

415 4,10 4.05 4.00 3.95 3.90 3.85
f1 (ppm)

4.20

-0.5

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

10.0

f1 (ppm)
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Tabela 7- Dados espectroscépicos do composto 31

NGmero & “H (ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)
1 7,56 2 d Ji12,=89
2 6,68 2 d J1,=8,9
0 193 |

JL I

T T T T T T T T T T T T
.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

~ QZ-OHh

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0

3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Anexo 4. Espectro de RMN 'H (CD;0D, 500 MHz) do composto 4-aminobenzenosulfanilamina (31).
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Tabela 8- Dados espectroscépicos do composto 38

Nimero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)

1 7,89 2 d J12=8,9
2 7,21 2 d Jip =89
[V |
| |
! |

r——— 1 T+~ T T+ T T~ T *~ T T~ T T+~ T T~ T T~ T T T T T "~ T T T T T T~ T T~ T "~ T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Anexo 5. Espectro de RMN H (CDCl3, 400 MHZz) do composto 4-azidobenzenosulfanilamina (38).
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Anexo 5.1- Espectro de infravermelho do composto 4-azidobenzenosulfanilamina (38)
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Tabela 9- Dados espectroscopicos do composto 32
Nimero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)
1 7,63 2 d J1,=89
2 6,65 2 d Ji2=89
3 1,95 3 ) -
v v |

. L]

2.00L P
(

] 2.011 L‘
r
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T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Anexo 6. Espectro de RMN 'H (CD30D, 500 MHz) do composto 4-aminobenzenosulfocetamida (32).
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Tabela 10 - Dados espectroscopicos do composto 39

Nimero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)
1 8,01 2 d J;,=88
2 7,24 2 d J1»,=8,8
3 1,96 3 S -
V) i |
I f
|
AN J\ l Y, M Lk
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Anexo 7. Espectro de RMN H (CDCl3, 400 MHz) do composto 4-azidobenzenosulfacetamida (39).
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Tabela 11 - Dados espectroscopicos do composto 33

NGmero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade

Constante de acoplamento (Hz)

1 7,53 2 d J.,=88
2 6,61 2 d J1»,=8,8
3 6,07 1 S -
4 2,29 1 S -
IZ‘V\ &DPD o
v Voo 1 T
: 1 !
727 75 73 71 64 67 65 63 61
f1 (ppm)
I
‘ |
| L A

] 3.09

T T T T T T T T T T T T T T T

5 7.0 6.5 6.0 5.5 4.5 4.0 3.5

N | 2.0—

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 5.0
f1 (ppm)

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Anexo 8. Espectro de RMN *H (CD;0D, 500 MHz) do composto 4-aminobenzenosulfametoxazol (33).
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Tabela 12 - Dados espectroscépicos do composto 40

Nimero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)
1 7,91 2 d J.,=8,7
2 7,23 2 d J.1,=8,7
3 6,14 1 S -
4 2,33 3 s _
Y i Y Vo
|
| I
80 78 76 74 7270 68 66 64 62 60
f1 (ppm)
I I
I ! . }t L
3 & g g

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Anexo 9. Espectro de RMN *H (CDCl;, 400 MHz) do composto 4-azidobenzenosulfametoxazol (40).
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Anexo 9.1 - Espectro de infravermelho do composto 4-azidobenzenosulfametoxazol (40)

95



2

3 L NH,
/No)@f

,/ilﬁtﬂ\ SN
NN

34

Tabela 13 - Dados espectroscopicos do composto 34

Nimero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)

1 7,71 2 d J1,=8,8
2 6,61 2 d J1»,=8,8
3 8,21 1 d J34=5,2
4 6,80 1 d J34=5,2
5 2,34 3 S -
25 %5 e5¢s T Voood VAV
¢ & & %
e 79 77 75 73 71 69 67
1 (ppm)
b - ! |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 95 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Anexo 10. Espectro de RMN 'H (CD3;0D, 500 MHz) do composto 4-aminobenzenosulfamerazina (34).
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Tabela 14 - Dados espectroscépicos do composto 41

Nimero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)

1 8,06 2 d Ji, =838
2 7,19 2 d Ji12=8,8
3 8,21 1 d Jsua=52
4 6,82 1 d Jsua=52
5 2,34 3 s -

38 23 Y VoV RR 22 T

\Y4 \ \ \Y4

PR & T
- =] @ S
— ~ — —
T T T T T T T T T T T T T T T
8.1 79 78 7.7 76 75 74 73 72 7.1 7.0 6.9
f1 (ppm)
! Iy
| H ‘/JL WJ—
N
- Qe @ < §
- - -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5

5.0 4.5
f1 (ppm)
Anexo 11. Espectro de RMN 'H (CDCl3, 400 MHZz) do composto 4-azidobenzenosulfamerazina (41).
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Anexo 11.1- Espectro de infravermelho do composto 4-azidobenzenosulfamerazina (41)
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Tabela 15 - Dados espectroscopicos do composto 35

Nimero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)

1 7,70 2 d Ji2 =88
2 6,58 2 d J.2=88
3 6,65 1 s -
4 2,25 6 s -

RE ¥ N2 ggn ,

I Y

—11.9

e 9
o

L e e
78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 6.7 6.6 6.5

f1 (ppm)
1]
|
H}L L |

6.04—"

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4,5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Anexo 12. Espectro de RMN 'H (CD3;0D, 500 MHz) do composto 4-aminobenzenosulfametazina (35).
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Tabela 16 - Dados espectroscopicos do composto 42

NGmero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)
1 8,04 2 d J;»,=8,8
2 7,16 2 d J1,=88
3 6,67 1 S -
4 2,26 6 S
83 ¥ D T 1 1
Vi N

| |
M-; Je,
- —
o N
~ —
T T T T T T T T T T T T T L T T

81 80 79 78 7.7 7.6 75 74 73 72 71 7.0 69 64 67 6.6
f1 (ppm)

1_00—% —6.67

&02—1}—

i 2_01{?44

T T T T T T T T T T T T T T T T T

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5

f1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5

Anexo 13. Espectro de RMN 'H (CDCl3, 400 MHz) do composto 4-azidobenzenosulfametazina (42).
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Anexo 13.1- Espectro de infravermelho do composto 4-azidobenzenosulfametazina (42)
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Tabela 17 - Dados espectroscopicos do composto 36

Nimero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)

1 7,58 2 d Ji» =88
2 6,60 2 d Ji» =88
3 6,0 1 S -
4 3,81 3 S -
5 3,82 3 S -
v ¥ood i V
| 0 T B
12).0 ;.5 ' ‘.;.O ' g.S ' g.O ' ;.5 ' ;.0 ' g.5 é.O ' ;.5 5o ‘;.5 ' ‘{.0 ' :;.5 ' :;.0 ' ;.5 ' £.0 ' 1T.5 ' 1T.0 ' d.5 ' (;.O

5.0
f1 (ppm)

Anexo 14. Espectro de RMN 'H (CD3OD, 500 MHz) do composto 4-aminobenzenosulfadimetoxina (36).
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Tabela 18 - Dados espectroscopicos do composto 43

NGmero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)
1 7,92 2 d J1,=8,8
2 7,16 2 d Ji1,=8,8
3 5.95 1 S -
4 3,78 3 S -
5 3,79 3 S -
(VTR i Al
\/ N/ |
& b l“
5.0 ‘ 7.8 ;.6 ‘ ;.4 ‘ ;.2 ;.0 ‘ f;.S ‘ (;.6 ‘ é;.4 ‘ f;.Z (;.0
f1 (ppm)
I I ‘
| J T L
100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 -05
f1 (ppm)

Anexo 15. Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do composto 4-azidobenzenosulfadimetoxina (43).
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Anexo 15.1: Espectro de infravermelho do composto 4-azidobenzenosulfadimetoxina (43)
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Tabela 19 - Dados espectroscopicos do composto 37

Nimero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)

6,61
7,67
7,32
7,60
6,87
8,19

OO, WNPE

2 d J.,=-88

2 d \]1’2 = 8,8

1 d J34=8,6

1 ddd -J4,5 =9,3; J3’4 =7,3; J4,6 =1,9
1 m -

1 d J6’5 = 6,5

_~820
~-8.18

1.00

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0

T T T T T T T T T T T T T T T T

50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00
f1 (ppm)

Anexo 16. Espectro de RMN 'H (CD3;0D, 500 MHz) do composto 4-aminobenzenosulfapiridina (37).
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Tabela 20 - Dados espectroscopicos do composto 44

Nimero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)
1 7,13 2 d J;» =8,8
2 7,89 2 d J;,=88
3 7,18 1 d J:4=8,6
4 7,66 1 m -
5 6,83 1 dd J5’6 =6,9; \J5‘4 =59
6 7,90 1 S -

~
o
T

T ——— 77—
80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 6.7
f1 (ppm)

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0

5.0 4.5
f1 (ppm)

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
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Anexo 17. Espectro de RMN 'H (CDCl3, 400 MHz) do composto 4-azidobenzenosulfapiridina (44).
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Anexo 17.1: Espectro de infravermelho do composto 4-azidobenzenosulfapiridina (44)
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Tabela 21. Dados espectroscépicos do composto 45

N
OAc 8 .
o) \ N
2 \LO N
OAcC 7
45

Nimero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)
1 4,72 1 d J1,=78
2 5,25 1 dd J1’2 =7,9; J2,3 =10,4
3 5,06 1 dd J2’3 =10,4; \]3’4 =35
4 5,42 1 dd J34=3,5;J45=1,1
5 4,00 1 dt J415 =1,1; \]5,6 =6,6
6a 4,22 1 dd J5,6a =6,6; Jeaen = 11,3
6b 4,13 1 dd J515b = 6,6; J6a,6b =11,3
7a 5,05 1 d J7am=12,8
7b 4,89 1 d J7a,7b = 12,8
8 8,09 1 S -
9 7,86 2 d \]9’10 = 8,8
10 8,05 2 d J9,10: 8,8
COCHz3 2,14-1,98 12 S -
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I
e = B L 5 .
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= = ~ = =
-—7F77— 77 T T T T T T T T T
5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4.25 4.20 4.15 4.10 4.05 4.00
f1 (ppm) f1 (ppm)
BN g
— ~ ~
T T T T T T T T
8.15 8.10 8.05 800 795 790 7.85 7.80
f1 (ppm)

\ _JJ,J —

1.00
7 2.0%
2.0

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

Anexo 18. Espectro de RMN *H (CDCl,;, 500 MHz) do composto 4-(4-{[2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-1-
illbenzenosulfanilamina (45).
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Tabela 22. Dados espectroscopicos do composto 46

NGmero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade

Constante de acoplamento (Hz)

1 4,71 1 d
2 5,27 1 dd
3 5,06 1 dd
4 5,43 1 dd
5 4,00 1 dt
6a 4,23 1 dd
6b 4,14 1 dd
Ta 5,08 1 d
7b 4,91 1 d
8 8,09 1 S
9 7,84 2 d
10 8,23 2 d
11 2,16 3 S
COCH3 2,10-1,99 12 S

Ji1,=7,8
J12=17,8; J,3=10,3
Jo3=10,3; J34=3,2
J34=3,2;J45=0,7
Jus5=0,7;J56=6,5

Js6a = 6,5; Jeasp = 11,1
J5,6b = 6:5; JGa,Gb = 11,1
J7a,7b = 12,8
J7a7=12,8
JQ,lO = 8,8
\]9’10 = 8,8
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Anexo 19. Espectro de RMN 'H (CDCl3, 400 MHz) do composto 4-(4-{[2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-1-

illbenzenosulfacetamida (46).
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Tabela 23. Dados espectroscépicos do composto 47

Namero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade

Constante de acoplamento (Hz)

1 4,70 1 d
2 5,26 1 dd
3 5,05 1 dd
4 5,42 1 d
5 3,98 1 t
6a 4,22 1 dd
6b 4,14 1 dd
7a 5,06 1 d
7b 4,88 1 d
8 8,04 1 S
9 7,88 2 d
10 8,02 2 d
11 6,25 1 S
12 2,39 3 S
COCH3 2,16-1,99 12 S

Ji1,=7,8
J12=7,8;J,3=10,3
J23=10,3; J34 =34

J3’4 = 3,4

J5‘5 = 6,5

Js6a = 6,5; Jeasp = 11,2
J5,6b =6,5; Jeaeb = 11,2
J7a,7b = 12,8
J7a7n = 12,8
JQ,lO = 8,7
Jg‘10= 8,7
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Anexo 20. Espectro de RMN 'H (CDCls, 300 MHz) do composto 4-(4-{[2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2, 3-triazol-1-

illbenzenosulfametoxazol (47).
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Tabela 24 - Dados espectroscépicos do composto 48

Nimero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)
1 4,69 1 d J1,=79
2 5,25 1 dd J1,=79; J,5=10,4
3 5,04 1 dd J2’3 =10,4; \]3’4 =3,3
4 5,41 1 dd J34=3,3;J,5=0,78
5 3,97 1 dt J415 =0,78; \]5,6 =6,5
6a 4,20 1 dd Js6a = 6,7; Jgaep = 11,1
6b 4,14 1 dd ‘]5,6b =6,7; \]Ga’Gb =11,1
7a 5,06 1 d J7a7m=12,8
b 4,88 1 d J7a,7b = 12,8
8 8,05 1 S -
9 7,89 2 d \]9’10 = 8,7
10 8,32 2 d Jo10= 8,7
11 8,54 1 d Ji112=5,3
12 6,84 1 d J1112=5,3
13 2,44 3 S -

COCHj5 2,15-1,98 12 S -
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Anexo 21. Espectro de RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) do composto 4-(4-{[2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-

1-il)benzenosulfamerazina (48).
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Tabela 25 - Dados espectroscopicos do composto 49

Namero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade

Constante de acoplamento (Hz)

1 4,69 1 d
2 5,25 1 dd
3 5,04 1 dd
4 5,41 1 dd
5 3,97 1 dt
62 4,21 1 dd
6b 4,13 1 dd
78 5,06 1 d
7b 4,89 1 d
8 8,05 1 S
9 7,90 2 d
10 8,34 2 d
11 6,66 1 S
12/12° 2,37 6 S
COCHjs 2,15-1,98 12 S

Ji1,=7,8
J12=7,8;J,3=10,3
J23=10,3; J34 =34
J34=3,4; Ju5=1,2
Jas =1,2;J56=6,5

Js6a = 6,5; Jeasp = 11,2
J5,6b =6,5; Jeaen = 11,2
J7a,7b = 12,8
J7a7n = 12,8
JQ,lO = 8,8
\]9110 = 8,8
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Anexo 22. Espectro de RMN H (CDCl3, 400 MHz) do composto 4-(4-{[2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-1-

illbenzenosulfametazina (49).
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Tabela 26 - Dados espectroscopicos do composto 50

NGmero & 'H (ppm) Integral relativa  Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)
1 4,69 1 d J1,=78
2 5,25 1 dd \]1’2 = 7,8, J2’3 = 10,6
3 5,05 1 dd Jo3=10,3; J34 = 3,4
4 5,41 1 dd J3’4 = 3,5, J4’5 =1
5 3,98 1 dt Jis=1;Js6=6,5
6a 4,21 1 dd J515a =6,5; \]6a,6b =11,2
6b 4,13 1 dd J5,6b =6,5; \JGa,Gb =11,3
7a 5,06 1 d J7a,7b = 12,6
7b 4,89 1 d J7a7m=12,8
8 8,04 1 S -
9 7,91 2 d Jo10=8,8
10 8,14 2 d \]9’10 =9
11 6,24 1 S -
12 3,92 3 S -
13 3,90 3 S -

COCHg3 2,15-1,99 12 S -
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Anexo 23. Espectro de RMN ‘H (CDCl;, 400 MHz) do composto 4-(4-{[2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-1-

illbenzenosulfadimetoxina (50).
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Tabela 27 - Dados espectroscopicos do composto 51

Nimero & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)

1 4,69 1 d J12=7,9

2 5,23 1 dd J12=7,9;J25=10,3

3 5,03 1 dd J23=10,3; J34=3,5

4 5,40 1 dd J34=3,5 J,5=0,9

5 3,97 1 dt Jas=0,9;J56=6,5

6a 419 1 dd Js6a = 6,5; Jeaen = 11,3

6b 4,14 1 dd Js6b = 6,5; Jeaep = 11,3

7a 5,05 1 d J7a7 = 12,8

7b 4,88 1 d J7a7m=12,8

8 8,04 1 s -

9 7,86 2 d Jo10=8,8

10 8,10 2 d Jo10=8,8

11 7,44 1 dt Ji112 = 9 Juas =1

12 7,75 1 ddd J1112= 9; J1213 = 5,6; J1214 =1,9

13 6,84 1 dt J1213=6,3; Ji113 =1

14 8,32 1 dd J1112=6,2; Ji13=1,1
COCH; 2,14-1,97 12 S -
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illbenzenosulfapiridina (51).

Anexo 24.
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Tabela 28. Dados espectroscopicos do composto 53

NGmero & ~C (ppm) & H (ppm) Integral relativa Multiplicidade Constante de acoplamento (Hz)

1 103 4,28 1 d J,=73
2 70,5 3,42-3,28 1 m -

3 73,4 3,42-3,28 1 m -

4 68,23 3,64 1 S -

5 75,4 3,42-3,28 1 m -

6a 60,7 3,56 1 S -

6b - 3,56 1 S -

Ta 61,34 4,94 1 d J7a7b = 12,6
7b - 4,75 1 d J7a70 = 12,6
8 145,7 - - - -

9 130 8,98 1 S -

10 139,9 - - - -

11 122,8 8,11 2 d Ji1,12=8,7
12 120,3 8,17 2 d J1112= 8,7
13 139 - - - -

14 169,24 i ] ; ]

15 23,4 1,95 3 S -
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Anexo 25. Espectro de RMN 'H (DMSO, 500 MHz) do composto 4-(4-{[B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-1il)benzeno sulfacetamida (53)
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Anexo 25.1. Espectro de RMN 3¢ (DMSO, 500 MHz) do composto 4-(4-{[3-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-1il)benzeno sulfacetamida
(53)
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125 MHz) do composto do composto 4-(4-{[B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-1lil)benzeno
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Tabela 29. Dados espectroscopicos do composto 54

Namero & °C (ppm) & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade Constante de acoplamento (Hz)

1 103,1 4,36 1 d Ji12=7,8

2 71,1 3,56-3,54 1 m -

3 735 3,45 1 dd Jps = 9.,6; Jyu = 3,4
4 69 3,80 1 d J34=31

5 75,3 3,54-3,52 1 m -

6a 61,3 3,77 1 dd J5,6a =6,5; J6a,6b =11,2
6b - 3,70 1 dd J5,6b = 5,0, J6a,6b = 11,2
7a 61,7 5,01 1 d J7a7m=12,9

7b - 4,88-4,86 1 m -

8 146,1 - - - -

9 122,4 8,67 1 S -

10 139,7 - - - -

11 120,4 8,04 2 d \]11112 = 9,0

12 128,9 8,07 2 d J11,10= 9,0

13 140,2 - - - -

14 157,7 - - - -

15 95,1 6,14 1 S -

16 171 - - - -

17 11 2,29 3 S -
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Anexo 26. Espectro de RMN H (CD;0D, 500 MHz) do composto 4-(4
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Anexo 26.1. Espectro de RMN 3¢ (CD3OD, 500 MHz) do composto 4-(4-{[B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-1il)benzenosulfametoxazol
(54)
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Anexo 26.2. Espectro de HMQc (CD5;0D, 125 MHz) do composto 4-(4-{[B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol- lil)benzenosulfametoxazol
(54)
129



12 13 O
11
12

1 16

N/ N 15
13)§N
NH
O~ s/
S5

10 11

OH N
OH .
4 o N
HO a1 0_75N
3 OH 55

Tabela 30 - Dados espectroscépicos do composto 55

Namero & ™C (ppm) &'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade Constante de acoplamento (Hz)
1 102,1 4,57 1 d Jio=7,7
2 70,7 3,58 1 dd Jl,z =7,8; J213 =9,7
3 72,7 3,68 1 dd J2,3 =10,0; J3,4 =3,3
4 68,6 3,96 1 d J34=3,4
5 75,3 3,76 1 dt J45=0,78; Js6 = 6,5
6a 61 3,84-3,78 1 m -
6b - 3,84-3,78 1 m --
7a 61,8 511 1 d J7a7b = 12,8
7b - 4,99 1 d J?a,?b = 12,8
8 141,3 - - - -
9 121 8,62 1 s -
10 139 - - - -
11 128,9 7,95 2 d J1112=8,7
12 123,8 8,16 2 d J1112= 8,7
13 139,3 - - - -
14 155 - - - -
15 144.,6 8,27 1 d Ji516 = 9,6
16 111,8 6,92 1 d Ji516 = 9,9
17 155 - - - -
18 31,3 2,46 3 S -
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Anexo 27. Espectro de RMN H (D20, 300 MHz) do composto 4-(4-{[3-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-1lil)benzenosulfamerazina(55)
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Anexo 27.1. Espectro de RMN B¢ (D,0, 300 MHz) do composto 4-(4-{[3-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-lil)benzenosulfamerazina (55)
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ppm

-+ 100

- 120

- 140

- 160

T ; i ¥ i T T ! T i Y f ; 7
90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25

H I

1 ¥ T
20 15 10 05 00 ppm

133



. N
12 e
11 12

0 11

OH N
OH .
6
. 2 ﬁNN
HO 35 1.07/g N
OH 56

Tabela 31 - Dados espectroscépicos do composto 56

Namero & °C (ppm) & 'H (ppm) Integral relativa Multiplicidade Constante de acoplamento (Hz)
1 107 4,37 1 d Ji2=75
2 75 3,55 1 dd J12=7,5,J,3=9,7
3 77,4 4,46 1 dd J23=9,7;334=3,3
4 72,9 3,81 1 dd J3,4 =3,1; J4,5 =0,9
5 79,4 3,55 1 d Js6=6,5
6a 65,2 3,76 1 dd J5,6a =5,0; J6a,6b =11,3
6b - 3,71 1 dd J5,6b = 5,0, J6ayﬁb = 11,5
7 65,6 5,02 2 d J=12,8
8 149,8 - - - -
9 126,3 8,66 1 S -
10 143,5 - - - -
11 123,4 8,0 2 d Ji1112= 8,9
12 133,9 8,23 2 d Ji1,12 = 8,9
13 145,21 - - - -
14 160,1 - - - -
15 160,1 - - - -
16 25,5 2,29 6 S -
17 116,6 6,67 1 S -
18 160,1 - - - -
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Anexo 28. Espectro de RMN 'H (CD30D, 300 MHz) do composto4-(4
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Anexo 28.1. Espectro de RMN B¢ (CD3OD, 300 MHz) do composto 4-(4-{[B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-lil)benzenosulfamerazina
(56)
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Anexo 28.2. Espectro de HMQc (CD3;0D, 75 MHz) do composto 4-(4-{[3-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-1il)benzenosulfamerazina (56)
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Tabela 32.- Dados espectroscépicos do composto 57

Nimero & °C (ppm) & ‘H (ppm) Integral relativa  Multiplicidade Constante de acoplamento (Hz)
1 102,9 4,38 1 d J1,=7,5
2 75,3 3,58 1 dd J12=7,5;3,3=9,7
3 73,3 3,47 1 dd J23=9,7;J34=3,3
4 68,2 3,83 1 dd J34=3,5;J45=1,2
5 70,5 3,58 1 dt Jis=1,2;J56=6,0
6a 60,9 3,80-3,76 1 m -
6b - 3,72 1 dd Jseo = 4,9; Joasp = 11,4
Ta 61,2 5,03 1 d \]7a,7b = 12,9
7b - 4,9-4,87 1 m -
8 145,2 - - - -
9 1229 8,67 1 S -
10 139,5 - - - -
11 129,1 8,06 2 d J111,=8,8
12 120,3 8,17 2 d J111,=8,8
13 139,5 - - - -
14 159,9 - - - -
15 84,8 6,06 1 S -
16 171,7 - - - -
17 159,9 - - - -
18 55,6 3,84 3 S -
19 53,9 3,83 3 S -
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Anexo 29.Espectro de RMN H (CD3s0OD, 300 MHz) do composto 4-(4
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Anexo 29.1. Espectro de RMN 3¢ (CD30OD, 300 MHz) do composto 4-(4-{[3-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol- lil)benzenosulfadimetoxina
(57)
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Anexo 29.2. Espectro de HMQc (DMSO, 125 MHz) do composto 4-(4-{[B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol- Lil)benzenosulfadimetoxina (57)
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Tabela 33 - Dados espectroscopicos do composto 58

NGmero & ~C (ppm) & H (ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)
1 103 4,37 1 d Ji,=7,6
2 71,1 3,55 1 dd J1,2 =7,6; J213 =9,6
3 73,5 3,46 1 dd J2’3 =9,7; J3,4 =3,3
4 69,0 3,81 1 d J34=3,2
5 75,5 3,55 1 m -
6a 61,2 3,77 1 m -
6b - 3,71 1 dd Jsop = 4,9; Jeaep = 11,4
7a 61,7 5,01 1 d J7a7n = 12,8
7b - 4,95 1 d Jrazn = 12,9
8 145,9 - 1 S -
9 121,7 8,64 1 S -
10 1394 - - - -
11 128,4 7,98 1 d \]11,12 = 8,7
12 120,1 8,1 1 d J1112= 8,7
13 139,4 - - - -
14 145,9 - - - -
15 115 7,29 1 d J=28,8
16 141,3 7,74 1 m -
17 115,3 6,87 1 t J=6,1
18 142,4 7,94 1 d J=57
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Anexo 30. Espectro de RMN H (CD3OD, 400 MHz) do composto 4-(4
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Anexo 30.1. Espectro de RMN H (CD3OD, 400 MHz) do composto 4-(4-{[p-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-lil)benzenosulfapiridina
(58)
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Anexo 30.2. Espectro de HMQc (CD3;OD, 75 MHz) do composto 4-(4-{[B-D-galactopiranosil]-oximetil}-1-H-1,2,3-triazol-1lil)benzenosulfapiridina (58)
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