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RESUMO

DE ANDRADE, P. Planejamento, sintese e avaliacao da atividade biologica de
potenciais inibidores da enzima trans-sialidase de Trypanosoma cruzi. 2012. 183 f.
Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade
de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2012.

A doenga de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, € uma das
doencgas tropicais mais devastadoras e é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. O
parasita expressa uma enzima de superficie, Trypanosoma cruzi trans-sialidase (TcTS),
responsavel pela transferéncia de acidos sidlicos de células do hospedeiro para moléculas
de B-galactose terminais presentes em glicoproteinas de sua superficie. As moléculas de
glicoproteina sialiladas estdo envolvidas na adesao e subsequente penetracao do parasita
em células hospedeiras. Logo, TcTS desempenha papel fundamental no reconhecimento e
na invasao de células do hospedeiro. Além disso, a auséncia de trans-sialidase em seres
humanos faz de TcTS um alvo potencial a ser explorado, no entanto nenhum inibidor desta
enzima (em concentragdo nanomolar) € conhecido até o momento. Considerando a
importancia da unidade de galactose e da funcao carboxila do acido sialico para interagoes
no sitio activo de TcTS, focamos na sintese de derivados de galactose com acido succinico
em diferentes posi¢cdes do anel de agucar e sua avaliagdo biolégica em TcTS. Além disso,
foi proposta uma busca por novos inibidores de TcTS através de técnicas de modelagem
molecular, como triagem virtual baseada no sitio ativo da enzima. p-D-galactose e B-D-
galactopiranosideo de metila, disponiveis comercialmente, foram tratados com reagentes
adequados para fornecer alguns intermediarios com apenas uma hidroxila livre em poucas
etapas. O tratamento destes compostos com anidrido succinico em piridina levou a
formacao dos respectivos derivados com &acido succinico em todas as posigées do anel
galactosidico. Apds etapa de desprotegao foi obtido apenas o derivado com acido succinico
na posicao 4 (85), que foi testado em TcTS por ensaio fluorimétrico in vitro para avaliagao
de sua atividade inibitria. Adicionalmente, 85 foi testado em ensaios in vitro para avaliagao
de sua atividade tripanocida e citotéxica. De acordo com os ensaios biolégicos, o composto
85 apresentou atividade inibitéria promissora (56%) na concentracdo de 1,0 mM. Esse
resultado preliminar foi importante para mostrar que esse tipo de derivado pode atuar como
inibidor de TcTS e para orientar a sintese de novos derivados de galactose. O valor da
atividade tripanocida foi inferior a 40% (0,5 mM) e nao foi observada citotoxicidade na
concentracdo de 0,5 mM. Os estudos de triagem virtual realizados neste trabalho através de
simulagbes de “docking” resultaram na selegdo das 50 melhores moléculas, baseada na
orientacdo de maior pontuacao, dentre 50.000 encontradas na base de dados diverset. O
préximo passo envolve novos estudos para filtrar as moléculas mais promissoras para
serem testadas em TcTS.

Palavras-chave: 1. Doenga de Chagas 2. Trypanosoma cruzi 3. trans-Sialidase 3. Sintese de
carboidratos 5. Modelagem molecular
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ABSTRACT

DE ANDRADE, P. Design, synthesis and biological activity evaluation of potential
inhibitors of the Trypanosoma cruzi trans-sialidase enzyme. 2012. 183 f. Thesis
(Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

Chagas’ disease, also known as American trypanosomiasis, is one of the most
devastating tropical diseases and it is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi. The
parasite expresses a cell surface enzyme, Trypanosoma cruzi trans-sialidase (TcTS),
responsible for the transference of sialic acids from host cells to terminal B-galactose
molecules present on its glycoprotein surface. The sialylated glycoprotein molecules are
involved in the attachment and subsequent penetration of the parasite into host cells. As a
result, TcTS plays a key role in the recognition and invasion of host cells. Moreover, the lack
of trans-sialidase in humans makes TcTS a potential drug target to be explored, however no
strong inhibitors (at nanomolar range) of this enzyme are known to date. Considering the
importance of galactose unit and the carboxyl function in sialic acid for interactions in the
active site of TcTS, we have focused on the synthesis of galactose derivatives containing
succinic acid in different positions of the sugar ring and on their biological evaluation against
TcTS. In addition, we have proposed the search for new TcTS inhibitors applying molecular
modeling techniques, like virtual screening based on the enzyme’s active site. Commercially
available a,B-D-galactose and methyl-B-D-galactopyranoside were treated with suitable
reagents to afford some intermediates with just one free hydroxyl group in few steps.
Treatment of these compounds with succinic anhydride in pyridine afforded derivatives
thereof with succinic acid in all galactosidic ring positions. After deprotection step it was only
obtained the derivative containing succinic acid at position 4 (85), which was tested in in vitro
TcTS fluorimetric assay for evaluation of its inhibitory activity. In Addition, 85 was tested in in
vitro assays for assessment of their trypanocidal activity and cytotoxic. According to the
biological assays, compound 85 showed promising inhibitory activity (56%) at 1.0 mM
concentration. This preliminary result was important both to show that this type of derivative
can act as an inhibitor of TcTS and to guide the synthesis of new derivatives of galactose.
The trypanocidal activity value was lower than 40% (0.5 mM) and there was no cytotoxicity at
0.5 mM concentration. The virtual screening studies performed in this work through docking
simulations resulted in the selection of the 50 top-ranked molecules, based in the highest
score orientation, among 50.000 found at diverset data base. The next step involves new
studies to filter the most promising molecules to be tested against TcTS.

Keywords: 1. Chagas’ disease 2. Trypanosoma cruzi 3. trans-Sialidase 4. Carbohydrate
synthesis 5. Molecular modeling
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Trp: Triptofano

TS: trans-sialidase

TsCl: Cloreto de Tosila

Tyr: Tirosina

Val: Valina

v/v: Volume/Volume

d: Deslocamento quimico
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1. INTRODUGAO

1.1 Doenca de Chagas

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

Em abril de 1909, Carlos Chagas (1878-1934) comunicou ao mundo cientifico a
descoberta de uma nova doencga, caracterizada como uma expressiva endemia rural em
varios paises latino-americanos (FIOCRUZ, 2009; AMATO NETO; PASTERNAK, 2009).
Apds 100 anos desde sua descoberta, a doenga de Chagas ainda representa um grande
desafio a saude publica na América Latina e durante décadas sua localizagdo em areas
restritas e pobres ajudou a torna-la negligenciada e ndo atrativa para o desenvolvimento de
farmacos (RASSI et al., 2009; THE LANCET, 2009).

As doencas parasitarias tém sido obstaculo para o desenvolvimento social e
econbémico dos paises mais pobres, e sdo frequentemente chamadas de doencas
negligenciadas, uma vez que afetam populagdes pobres e marginalizadas e para as quais
nao existe tratamento satisfatério (DIAS et al., 2009; VIK, 2009). A necessidade de novas
alternativas terapéuticas € evidente, mas os investimentos em pesquisa e desenvolvimento
de companhias farmacéuticas e de centros de pesquisas internacionais na busca de
farmacos sao insuficientes, por isso a doenca de Chagas é uma das principais doengas
negligenciadas do mundo (DIAS et al., 2009; KRAUS, 2009).

A doenga de Chagas é considerada a terceira doenga parasitaria tropical de maior
incidéncia no mundo, sé superada pela maléria e esquistossomose, e seu agente causador
é o protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi (SANCHEZ-MORENO et al., 2011).
Sua transmissao em seres humanos e em outros mamiferos ocorre, principalmente, através
das fezes contaminadas do inseto vetor Triatoma infestans, conhecido popularmente como
“barbeiro” (REMME et al., 2006). Gracas a medidas de controle sanitarias, a transmissao via

Triatoma infestans foi interrompida no Brasil em 2006 (MONCAYO; SILVEIRA, 2009).
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Atualmente, existem cerca de 10-12 milhdes de pessoas infectadas, com 15.000
mortes anuais, e cerca de 30 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de adquiri-la,
principalmente no continente sul-americano (OMS, 2010; CLAYTON, 2010). No entanto,
devido ao recente fluxo de imigrantes provenientes de paises endémicos, a doenca tem se
tornado problema de salde na América do Norte e em muitas partes da Europa, Asia e
Oceania, onde foi identificado numero crescente de individuos infectados. Como resultado,
tem sido reconhecido o potencial de transmissdo da doenga por transfusdo de sangue,
transplante de érgaos e via congénita nos paises nao endémicos e tem havido preocupacao
global em identificar e prestar assisténcia as pessoas ja infectadas (RASSI et al., 2009).

A doenca de Chagas é caracterizada pelas fases aguda e crénica. A fase aguda
pode passar despercebida como também pode se iniciar com febre, edemas localizados e
generalizados, miocardite aguda etc. Ja a fase cronica é caracterizada pela destruicao de
tecidos musculares e nervosos, causando danos irreversiveis a diversos érgaos (coracao,
esb6fago, colon etc) (MONCAYO, 1999; DO CAMPO, 2001).

O ciclo de vida do T. cruzi é do tipo heteroxénico (Figura 1), no qual o parasita passa
por uma fase de multiplicacdo intracelular no hospedeiro vertebrado (homem e outros
mamiferos) e extracelular no inseto vetor (triatomineos). O parasita tem um ciclo de vida
complexo tanto no inseto como no hospedeiro mamifero, podendo ser encontrado nas
formas amastigota, epimastigota, tripomastigota e tripomastigota metaciclica (NEVES et al.,

1995).
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http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Reinos/DoencadeChagas.php

Figura 1 - Ciclo de vida do T. cruzi, mostrando sua passagem pelo hospedeiro
vertebrado (formas amastigota e tripomastigota) e inseto vetor
(formas epimastigota e tripomastigota metaciclica).

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. Apos invasado, o 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 circulatéria. As formas tripomastigotas podem invadir outros tecidos ou podem ser
ingeridas por um vetor. Neste Gltimo caso, sao convertidas na forma epimastigota (D) nédo
infecciosa, completando o ciclo de vida entre o parasita e o vetor (BRENER et al., 1973;

BURLEIGH; ANDREWS, 1995).

1.1.2 Tratamento da doenca de Chagas

Desde a descoberta da doenca até os dias atuais, foram realizadas inUmeras

tentativas de tratamento sem obter quimioterapia eficaz (MUELAS-SERRANO et al., 2002).
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O tratamento atual tem sido realizado com o uso do farmaco nitro-heterociclico benznidazol
(Rochagan®). O farmaco nifurtimox (Lampit®), também utilizado no tratamento por muito
tempo, teve sua producao descontinuada (Figura 2) (MUELAS et al., 2002; URBINA et al.,

2003).

O D

NIFURTIMOX BENZNIDAZOL

Figura 2 - Estrutura quimica dos farmacos Nifurtimox e Benznidazol.

Ambos os farmacos sao usados na fase aguda da doenca, mas suas eficacias variam
de acordo com a area geografica, provavelmente como consequéncia de variagao de cepas
do parasita. Ambos apresentam baixa eficacia e graves efeitos colaterais, sendo capazes de
curar 60% das infecgdes recentes, o que pode ser observado pelo desaparecimento de
sintomas e diminuigdo da parasitemia (DIAS; SCHOFIELD, 1999). O mecanismo de agao
desses compostos esta relacionado com a formagdo de espécies reativas de oxigénio
(anions radicalares), envolvidas no dano de componentes criticos celulares do parasita, a
partir da reducao do grupo nitroarilico (WILLIANS; LEMKE, 2002).

Algumas terapias alternativas a esses dois farmacos também tém sido testadas. O
alopurinol foi utilizado para tratar fase aguda e crénica de tripanossomiases americanas, em
regimes que variam consideravelmente em duragédo e dose, sendo a eficacia variavel. Leon
e colaboradores investigaram o resultado do efeito do tratamento com captopril na infecgéo
com T. cruzi em ratos e concluiram que a administracdo de captopril reduziu de forma
significativa necrose cardiaca bem como fibrose. Posteriormente, Braga e colaboradores,
estudando os aspectos clinicos e terapéuticos da insuficiéncia cardiaca em decorréncia da
doenca de Chagas, descobriram que a dose de alguns medicamentos utilizados para tratar
insuficiéncia cardiaca era similar para pacientes com cardiomiopatia chagasica cronica

(TEMPONE et al., 2007).
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Recentemente, os inibidores da biossintese de ergosterol tais como cetoconazol,
itraconazol e terbinafina, que sdo importantes no tratamento de doengas fungicas, ndo foram
suficientemente potentes para eliminar T.cruzi a partir de animais cronicamente infectados
ou humanos. No entanto, na ultima década, novos derivados triazolicos, tais como os
inibidores de esterodis Cq4-a-demetilase (CYP51): posaconazol (SCH 56592, Schering-Plough
Research Institute), TAK-187 (Takeda Chemical Company), e DO0870 (Zeneca
Farmacéutica), foram capazes de induzir cura parasitolégica da doenca de Chagas em
modelos, tanto na fase aguda como crbnica, sem efeitos colaterais téxicos para os
hospedeiros (GRAEBIN et al., 2009). E importante ressaltar que alguns desses compostos ja
estdo em fase clinica, tais como TAK-187 (fase | completa) e posaconazol (fase Il iniciada).
Outros dois candidatos em avaliagcéo clinica é o derivado azélico E12-24 (Eisai, Japao) (fase
| completa) e o derivado vinil sulfona K-777 (Sandler Center for Drug Discovery, USA) (fase |
em preparag¢ao), capaz de inibir a enzima cruzipaina de T. cruzi (CLAYTON, 2010).

A utilizacdo de agente profilatico também € uma solugcao desejavel, devido a alta
incidéncia de sangue contaminado em bancos de sangue (5 a 20%), sendo este mecanismo
considerado como o0 segundo mais importante meio de transmissdo em areas endémicas
(COURA; De CASTRO, 2002). A unica substancia usada como agente quimioprofilatico é a
violeta de genciana (cloreto de N-[4-bis-[[4-(dimetilamino)-fenillmetileno]-2,5-ciclo-hexadien-
1-ilideno]N-metilaménio) (Figura 3). Entretanto, seu uso é limitado devido aos efeitos
colaterais e a coloragao purpura transferida a pele e as mucosas dos pacientes que recebem

transfusédo de sangue (WENDEL; GONZAGA, 1993).

N.Cl™

PR

Figura 3 - Violeta de genciana: agente quimioprofilatico.
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1.1.3 Alvos terapéuticos

Os fatores atuais mais importantes na descoberta de novos farmacos envolvem o
isolamento, identificagcdo, e caracterizacdo de novos compostos bem como de suas
propriedades moleculares e cinéticas. A validagdo de um novo alvo por método quimico ou
genético tem conduzido, frequentemente, ao estudo da otimizacdo das propriedades
farmacologicas e toxicolégicas de possiveis inibidores para o tratamento da doenga de
Chagas (GUHL; LAZDINS-HELDS, 2007).

A descoberta de novos alvos depende, em grande parte, da interpretacdo de
informacgdes contidas no genoma do T. cruzi. O sequenciamento e entendimento do genoma
do parasita devem conduzir ao conhecimento aprofundado da relacao estrutura-funcéo de
proteinas e exploragdo dos mecanismos de resisténcia a farmacos, diversidade antigénica,
interacdo parasita-hospedeiro e patologia da doenca (COURA; De CASTRO, 2002).

O sequenciamento concluido recentemente mostra que mais da metade do genoma
do Trypanosoma cruzi (cepa CL Brener) é constituido por sequéncias repetidas. Estas
sequéncias incluem genes para uma grande familia de moléculas de superficie, incluindo
trans-sialidases, proteases gp 63 e proteinas de superficie associadas a mucina (MASPs).
Na superficie celular das formas tripomastigotas de T. cruzi sdo 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 proteicas detectadas no genoma da TS séao
compostas de 15 genes capazes de codificar a enzima ativa (EL-SAYED, 2005).

Varios critérios devem ser considerados na selecao de inibidores potenciais. O alvo a
ser explorado deve ser encontrado unicamente no parasita e, portanto, ausente na célula do
hospedeiro; deve ser também essencial para o desenvolvimento do parasita em um dos
estagios de seu ciclo replicativo. O uso de enzimas e metabdlitos como alvos terapéuticos
permite melhor investigacdo em termos mecanisticos e estruturais, além de contribuir

significativamente para o planejamento racional de farmacos (FAIRLAMB, 1999).
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Os alvos identificados que tém sido explorados para o planejamento racional de

farmacos antichagasicos envolvem a inibicdo seletiva de enzimas fundamentais no

desenvolvimento do parasita, entre elas vale mencionar:

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

trans-Sialidase (PREVIATO et al., 1995; HARRISON et al., 2001), envolvida na
glicosilagdo de mucinas de ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) para
reconhecimento e adeséo do parasita na célula do hospedeiro.

C.4sD**®.esterol metiltransferase (STTOPANI, 1999), essencial na biossintese de
ergosterol.

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

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

Diidrofolato redutase (ZUCCOTTO et al., 1999), responsavel pela geragdo de
cofator na sintese “de novo” de timidina.

Prolil endopeptidase (VENDEVILLE et al, 1999), envolvida na clivagem de
pequenos peptideos biologicamente ativos.

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

DNA topoisomerases | e Il (MUELAS-SERRANO et al., 2002; STEVERDING;
TYLER, 2005), enzimas essenciais que catalisam altera¢des topoldgicas na molécula
de DNA. Elas desempenham um papel fundamental no metabolismo do DNA,

incluindo replicagéo, transcrigéo, recombinagdo e condensagao.
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e Farnesilpirofosfato sintase (MUELAS-SERRANO et al., 2002), envolvida na
biossintese de uma variedade de esteroides e poliisoprenoides a partir de

farnesilpirofosfato.

1.2 trans-Sialidase

1.2.1 Invasao celular

O parasita intracelular T. cruzi desenvolve uma enzima regulatéria de superficie,
denominada trans-sialidase, envolvida nas interagdes entre célula do hospedeiro e parasita;
etapa inicial no processo de infeccdo (PREVIATO et al.,, 1995). T. cruzi é incapaz de
sintetizar acido sidlico, presente em glicoconjugados das células do hospedeiro, e através
dessa enzima o parasita torna-se capaz de transferi-lo e incorpora-lo a moléculas de mucina,
que estdo ligadas a membrana parasitaria através de ancora GPl (COREY et al., 2002;
PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 2000).

As glicoproteinas de mucina das formas tripomastigotas infectantes de T. cruzi
possuem unidades terminais de a-galactose e B-galactose que funcionam como epitopos;
sendo reconhecidos por anticorpos liticos anti-a-galactose (anti-a-gal). Dessa forma, a
sialilagao das moléculas de mucina pela acdo da enzima trans-sialidase protege o parasita
contra os mecanismos de defesa do hospedeiro, tornando-o resistente a agéo de anticorpos
liticos anti-a-gal e contribui, assim, para o tropismo tecidual exibido pelo parasita (PEREIRA-

CHIOCCOLA et al., 2000).

1.2.2 Acido sialico e mucinas

Dentre os carboidratos presentes nos glicoconjugados de membrana destacam-se os

acidos sidlicos, uma familia de carboidratos complexos de nove carbonos que ocorrem na

natureza em cerca de 50 tipos (ANGATA et al., 2002). O &cido sialico mais abundante
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existente em eucariontes é o acido N-acetilneuraminico (Neu-5-Ac), que foi isolado pela

primeira vez por Gottschalk e colaboradores (Figura 4) (DE NINNO, 1991).

\]/O on Y,

HN I’,
OH —a
HO. OH |

HO. (¢]
OH

Figura 4 - Estruturas unidimensional e tridimensional do &cido N-acetilneuraminico.

As glicoproteinas de mucina sdao moléculas polianibnicas altamente glicosiladas,
contendo cerca de 60% de carboidratos, e constituem uma barreira protetora na superficie
parasitaria (ACOSTA-SERRANO et al., 2001).

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, como Thr-Thr-Thr-Thr-
Thr-Thr-Thr-Thr-Ly-Pro-Pro (ThrgLysPro,) (Figuras 5 e 6). As moléculas de mucina
sialiladas, insensiveis a agdo de proteases presentes na membrana plasmatica de T. cruzi,
estdo envolvidas no processo de aderéncia e subsequente penetracdo do parasita nas

células do hospedeiro (AGRELLOS et al., 2003; PREVIATO et al., 1995).
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Figura 5 - Representacao dos glicopeptideos de mucina, contendo unidades
multigalactosiladas ligadas a unidade repetitiva ThrgLysPro,.

Oligossacarideos O-ligados Mucina

Gal

—Ser/Thr Protecao parasitaria e

adesao celular

Acido sialico de
glicoconjugados GlcNAc
do hospedeiro

Figura 6 - Modelo estrutural de moléculas de mucina de T. cruzi.

As moléculas de mucina de T. cruzi assemelham-se as de mamiferos, embora as
unidades oligossacaridicas estejam ligadas a cadeia peptidica pela unidade de a-N-acetil-
glicosamina (GIcNAc) e ndao N-acetil-galactosamina (GalNAc), como ocorre nos vertebrados

(DI NOIA et al., 1996).
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1.2.3 Atividade enzimatica

A enzima ftrans-sialidase de Trypanosoma cruzi (TcTS) pertence a familia de
glicoproteinas de superficie do parasita e constitui um dos poucos exemplos naturais de
glicosiltransferases superficiais encontradas em eucariontes. A enzima ndo pode utilizar
acido sidlico livre, apenas transfere-o do hospedeiro para o parasita no sentido de controlar
o nivel de infeccdo (FRASCH et al., 1998).

trans-Sialidase tem duas atividades: uma hidrolase e outra transferase. Esta enzima
€ especifica em catalisar, preferencialmente, a transferéncia de acido sialico para moléculas
de mucina, originando ligagdes a-2,3 com unidades de B-galactose aceptoras na superficie
do parasita (RIBEIRAO et al., 1997).

Apesar de ser primariamente classificada como transferase, promovendo reacdes
reversiveis, trans-sialidase possui também acao residual hidrolitica (BUSCHIAZZO et al.,
2002). Portanto, TcTS é uma sialiltransferase in vivo e in vitro na presenca de substratos
adequados de aceptores de agucar, como [-galactose terminal de glicoconjugados

(Esquema 1) (PARODI et al., 1992).

Acido sialico B-galactose

“°M"°&H o

X O O Hospedeiro
OH ACHN

OH o HO Ho OH
HOéQ/OH Parasita /transferase \idrolase

OH
HO OH cocPH OH HO, COOH
Q . AcHN. /=077 ~OH
> 070 Parasita + CHN:
AcHN: HO HO
HO Ho OH OH,OH
(0]
HO&/Hospedeiro

OH

Esquema 1 - Reacgéao de transferéncia e hidrélise de acido sialico pela trans-sialidase.
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1.2.4 Estrutura 3D de trans-Sialidase e mecanismo de acao

A clonagem do gene de trans-sialidase foi realizada por Schenkman e colaboradores
(EGIMA et al.,, 1996). A enzima 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 resolugéo de 1.6
A e sua estrutura cristalografica esta disponivel no PDB (“Protein Data Bank”) (AMAYA et
al., 2003).

Através do PDB, é possivel ter acesso a varios complexos cristalograficos existentes
entre a enzima TcTS e diferentes inibidores. A Figura 7 mostra a estrutura unidimensional e
tridimensional do inibidor DANA (acido 2-desoxi-2,3-dehidro-N-acetil neuraminico), analogo
de acido sialico, e o complexo cristalogréafico (cédigo PDB: 1MS8), deste inibidor com a

enzima TcTS.

Dominio catalitico

Dominio de lectina

Foo
y

Figura 7 - Estruturas unidimensional e tridimensional do inibidor DANA e o complexo
cristalografico TcTS — DANA.

A arquitetura molecular do sitio ativo de TcTS possui varias caracteristicas comuns a
outras sialidases microbianas: uma triade de aminoacidos Arg (Arg35, Arg245 e Arg314)

que se liga ao grupo carboxilato presente em todos os derivados de acido sialico, um acido
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glutédmico (Glu357) que estabiliza Arg35, um residuo de acido aspartico (Asp59), essencial
para a atividade catalitica, e dois residuos (Tyr342 e Glu230) na porgao inferior do sitio
ativo, os quais estdo adequadamente posicionados para estabilizar os estados de transigéo

reacionais (Figura 8).

Asp 59

Figura 8 - Principais interacdes entre TcTS e DANA obtidas do PDB.

As principais fungdes dos residuos de aminoacidos do sitio catalitico de TcTS,

fundamentais para o processo de trans-glicosilagéo estdo resumidas na tabela 1.
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Tabela 1 - Principais aminoacidos do sitio catalitico de TcTS e suas fungoes.

Principais Funcoes dos residuos de aminoacidos do sitio catalitico
aminoacidos de TcTS no processo de trans-glicosilacao
presentes no sitio
catalitico de TcTS

Triade de Arg: Arg35, Ligam-se ao grupo carboxilato de &cido silico.
Arg245 e Arg314
Glu357 Estabiliza o residuo de Arg35.
Asp59 E essencial para a catélise: realiza ligagdo de hidrogénio com

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

Tyr342 e Glu230 Localizados na regiao inferior do sitio catalitico, estabilizam o
estado de transicao da reacao de trans-glicosilagéo.

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

Estes residuos, juntamente com os residuos Trp120, Val203 e
Trp312, definem o ambiente hidrofébico que contribui para a

Tyr119 e Tyr248 exclusdo de agua do centro reacional, favorecendo a trans-
glicosilagao. Tyr119 também realiza ligagao de hidrogénio com
o residuo de glicerol do ligante.

Pro283 Importante na trans-glicosilagdo em experimentos prévios de
mutagénese.
Asp96 Sua orientagdo no sitio catalitico afeta a posicdo precisa de

acido sialico, pois interage com a porgao glicerol.

A enzima TcTS catalisa a reagao de trans-glicosilacdo por meio de um mecanismo
conhecido como duplo-deslocamento (“ping pong”), tendo em vista que a ligagéo de lactose
(substrato aceptor contendo galactose) ao sitio ativo enzimatico ocorre somente apds a

entrada da molécula de &cido sialico (substrato doador) (Esquema 2). Apds ligagao do
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substrato doador de &cido sialico, o grupo hidroxilico de Tyr342, com assisténcia de Glu230
atuando como base, realiza ataque nucleofilico ao C-2 do &cido (A), com deslocamento do
grupo abandonador protonado e formagdo do intermediario TcTS-sialosideo (B).
Posteriormente, o grupo hidroxila 3-OH da molécula aceptora de lactose, na presenga do
residuo Asp59 como base, realiza um segundo ataque nucleofilico ao C-2 do acido (C),

resultando em retengédo de configuracdo da molécula de acido sialico (D) (NERES et al.,

2008).
Glu230
Tyr342 Glu230 u
\©\ Tyr342 HO (6]
T g
COz ho, P o}
MO Gaf-Rdoador MCOZ
HO "ho HO “ho
\n/Asp59 . -
Gal-B-Rgoador o Sp
(A) e ® L hid
o]

Tyr342 Glu230
\©\ /g Glu230
o—-n O Yo Tyr342. : o /K o

2 OH 0
e N
N O O—~Gal-B-Raceptor <~———
ActINS AcHN: €O,

© HO HO HO /-\ Y Asp59

Asp59 © Gal-B-Raceptor ©

Esquema 2 - Mecanismo da reacao de trans-glicosilacédo catalisada por TcTS.
1.2.5 Inibidores de trans-Sialidase de T. cruzi

Atualmente, abordagens no planejamento de farmacos em relagcdo a varios alvos
bioquimicos de T. cruzi tém sido revistas. Apesar da importancia de TcTS para patogénese
da doenca de Chagas e seu surgimento como um alvo potencial, sua inibicdo sempre foi
desafiadora por ndo haver inibidores potentes nem especificos relatados e, portanto, este

alvo ndo havia sido devidamente validado (NERES et al., 2008; NERES et al., 2009).



Introdugdo 16

Contudo, através de uma abordagem diferente, Buschiazzo e colaboradores
reportaram a descoberta do inibidor mais pontente de TcTS até o momento. De acordo com
o trabalho, o anticorpo monoclonal de camundongo 13G9 foi capaz de inibir a sialilagao da
superficie do parasita e a invasao celular, pois apresenta alta afinidade (subnanomolar) e
especifidade pela enzima. Adicionalmente, com a determinagao da estrutura cristalografica
do complexo TcTS-anticorpo 13G9 (cddigo do PDB 30PZ) foi possivel observar que a
cadeia leve do anticorpo bloqueia a mobilidade do residuo de Tyr119, o que impede a
entrada de substratos sialilados no sitio catalitico para que ocorra trans-glicosilagao. Esses
resultados contribuiram n&o apenas para reforcar a relevancia biolégica da enzima trans-
sialidase, como também para valida-la como alvo no processo de descoberta de novos
farmacos (BUSCHIAZZO et al., 2012).

Considerando a estrutura cristalografica de TcTS, a maioria de seus inibidores foi
classificada de acordo com a regido do sitio ativo onde se ligam, ou seja, sitio de ligacao de
acido sialico (doador) e sitio de ligacao de B-galactose (aceptor) (GIORGI et al., 2010).
Sendo assim, os inibidores de TcTS podem ser agrupados em trés grandes 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 de substratos duplos, que se ligam em ambas as regides

do sitio ativo (NERES et al., 2009).

1.2.5.1 Inibidores miméticos de substrato doador

Parte das estratégias aplicadas ao desenvolvimento racional de inibidores de
neuraminidase de influenza (sialidase) foi utilizada durante a busca de inibidores de trans-
sialidase, em virtude da similaridade dos sitios ativos e mecanismo catalitico dessas
enzimas. Dentre as estratégias para concepcédo de novos inibidores especificos de TcTS,
houve predominancia significativa no uso de bioisosterismo como método de modificagao

molecular na estrutura de &cido sidlico (Figura 9) (MOREIRA et al., 2009).
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Os O OH H Oy O
T HO, PO, N 4
OH
AcHN:_ /AN AcHN: & AcHN: o7
HO HO g HO “hg
derivado inativo (1) derivado inativo (2) DANA (3)
Ki 12,3 mM
HOH,CH,CQ -
Z - 0]
_ o, ] o ©>//NH OH o)
AcHN= >—PO Et NH
C 3 4 J \ o F
$ F AcHN:
HO HO "Ho L

éster monoalquil 9-benzoil-3-fluoro-N-acetil-
ciclohexenofosfonato (4) 2,3-diflaor acido sialico (5) acido sialico (BFN) (6)
|C50 5,0 mM

Figura 9 - Estruturas de inibidores miméticos de acido sialico.

Num primeiro momento, o &tomo de oxigénio do anel da estrutura de &cido sialico foi
substituido por um atomo de nitrogénio e o grupo carboxila foi substituido por grupo fosfato,
porém essas modificagbes resultaram em moléculas inativas (1 e 2) frente TcTS.
Posteriormente, foi considerada a estrutura do estado de transicdo de reacdes de acido
sidlico, o que levou a sintese do derivado 3 (DANA) (Ki 12,3 mM) através de restricao
conformacional do anel e manutengao do farmacéforo basico (MOREIRA et al., 2009).

Apesar de ser potente inibidor de neuraminidase de influenza, DANA apresentou
fraca inibicdo de TcTS mesmo apresentando interagdes favoraveis no sitio ativo. Este
resultado mostra que diferengas entre alguns aminodacidos fundamentais no sitio ativo
(responsaveis pela diferente atividade de TcTS) sdo também responsaveis pela baixa
inibicdo observada para a molécula de DANA (BUSCHIAZZO et al., 2002; PARIS et al.,
2005).

Uma abordagem também importante foi substituir o anel do acido sialico por
cicloexeno com simultdnea mudanga do grupo carboxila por fosfato. O resultado dessas
modificagdes levou a sintese do composto 4 (ICso 5,0 mM), que apresentou melhor atividade
que DANA. No entanto, esse resultado ndo foi considerado satisfatorio (STREICHER,;

BUSSE, 2006). Igualmente, a estratégia de fluoracdo do acido sidlico descrita por Buchini e
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colaboradores levou a sintese de derivados de acido sidlico 2,3 difluorados (5 e 6), que
inibiram a enzima TcTS de forma tempo-dependente e para completa inativagdo houve
necessidade de concentragbes muito elevadas dos inibidores (20,0 mM) (WATTS et al.,
2003; BUCHINI et al., 2008).

Na busca por inibidores potentes, Ferrero-Garcia e colaboradores investigaram
estruturas ndo-baseadas em carboidratos (Figura 10). Como resultado desse trabalho, foi
descoberta atividade inibitéria do composto 7 (piridoxal 5’-fosfato) (Ki 7,3 mM) (FERRERO-
GARCIA et al., 1993). Posteriormente, Neres e colaboradores sintetizaram os derivados de
acido benzoico 8 (ICsp 0,54 mM) e de piridina 9 (ICso 0,44 mM), que apresentaram atividade
inibitéria moderada. Adicionalmente, estudos de modelagem molecular foram conduzidos
para ajudar na compreensdo da relagdo estrutura-atividade (REA) desses compostos

(NERES et al., 2007).

OH NH,

o FO

= NH NH

\ 7/
/—CHs _0O 0

'203PO \ N (0] 0

piridoxal fosfato (7)  derivado de acido benzoico (8) derivado de piridina (9)
Ki 7,3 mM ICs5q 0,54 mM ICs0 0,44 mM

Figura 10 - Estruturas de inibidores miméticos de &cido sialico ndo-baseados em
carboidratos.

1.2.5.2 Inibidores miméticos de substratos aceptores

Alguns compostos foram planejados para ocupar exclusivamente o sitio aceptor de
acido sialico. Lactitol 10 (Figura 11) foi o melhor analogo de lactose descoberto até o
momento para inibir a reacdo de transferéncia para substratos como lactose / N-
acetillactosamina, com ICs, de 0,21 mM, sendo também verificado que este composto
reduziu infeccdo em células de mamiferos em cerca de 20-27%. No entanto, este composto

nao inibe a atividade catalitica enzimatica de TcTS, atuando somente como um aceptor
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preferencial de acido sialico se comparado com outros substratos convencionais (AGUSTI et
al., 2004).

Oligossacarideos de alditéis, tais como tetra- e pentassacarideo alditéis, contendo
uma unidade externa de galactofuranose 11 (Figura 11) foram também sintetizados por
Agusti e colaboradores como potenciais substratos para a transferéncia de acido sialico,
inibindo a transferéncia de &cido 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 plasmatica devido a elevada excrecao renal ou inativacao por enzimas plasmaticas, foi
realizada conjugagcédo de derivados de lactose com polietileno glicol (PEG) visando ao
aumento da biodisponibilidade. Dessa forma, o composto 12 apresentou a maior taxa de
inibicdo de transferéncia (82%), com ICso de 0,34 mM, enquanto os derivados 13 e 14
apresentaram somente 21% (ICso 2,7 mM) e 3,5% (ICs 4,52 mM) de inibigao,

respectivamente (Figura 11) (GIORGI et al., 2010).

CH,OH OH HO H HO OH
OH_0oH &/
%@o
1IOH o HO
CHoOH WH AcNH -
(10) OH OBI"l
ICs0 0,21 mM o OVI\O
(11) OH
(12) m=2; n=11
1C50 0,34 mM
OH OH
O~ ﬁ/ O
oH Hoﬁﬂ/ \/\I /\1/ on HO \/\‘ /\/I/
(13) n=15 (14) n=12
ICSO 2,7mM |C50 4,52 mM

Figura 11 - Derivados miméticos de substratos aceptores de acido sidlico.
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1.2.5.3 Inibidores miméticos de substratos duplos

Dentre os inibidores planejados para ocupar a regiao do doador e do aceptor no sitio
ativo, estao os derivados fosforilados de galactose 15 (ICs, 3,0 mM) e 16 (IC5 1,5 mM) e 0
derivado de glangliosideo 17, tido como um dos mais potentes inibidores por apresentar
valores de ICso na ordem de 100 uM (Figura 12) (BUSSE et al., 2007; VANDEKERCKHOVE
et al., 1992). Considerando este ultimo resultado, a literatura tem sugerido que a melhor
estratégia para inibir a enzima deva envolver estruturas que ocupem tanto o sitio ativo

doador quanto o sitio ativo aceptor, representando inibidores de substratos duplos (NERES

et al., 2009).
“p ~p
e \/\O&NOH "0 OH
OH OH

HO
derivado fosforilado (15) AcHN™ OH  derivado fosforilado (16)
ICs0 3,0 mM ICso 1,5 MM

O\ .
ceramida

derivado gangliosideo (17)
lCSO 100 uM

Figura 12 - Estruturas de derivados miméticos de substratos duplos de TcTS.

Dessa forma, Neres e colaboradores reportaram a descoberta de inibidores mais
ativos de TcTS a partir de triagem virtual de bibliotecas de compostos comercialmente
disponiveis, considerando a efetividade das interagdes desses compostos no sitio ativo de
TcTS, por estudos de modelagem molecular, como critério para aquisicdo dos mesmos.
Dentre 23 compostos selecionados e testados, quatro apresentaram inibicao acima de 50%,
sendo as maiores atividades atribuidas aos derivados benzotiazol 18 (ICsq 0,15 mM) e 19

(ICs, 0,12 mM) (Figura 13) (NERES et al., 2009).
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(18) (19)
ICs0 0,15 mM ICs0 0,12 mM

Figura 13 - Estruturas de derivados benzotiazol miméticos de substratos duplos.

Visando também a descoberta de inibidores de substratos duplos através de sintese,
varios autores descreveram trabalhos relevantes nesse processo. Uma série de
sulfonamidas contendo chalconas hidroxiladas e derivados de quinolinona foram
recentemente descritas por Kim e colaboradores como potentes inibidores de TcTS (KIM et
al., 2009). E importante ressaltar que a sintese dos compostos 20 (ICs, 2,5 pM), 21 (ICs, 0,9
uM) e 22 (ICso 0,6 uM) (Figura 14) representou grande avango na busca de potentes
inibidores de TcTS, uma vez que a enzima foi inibida em concentragdo submicromolar.
Recentemente, estudos de modelagem molecular do derivado quinolinona 22 demonstraram
interacdes relevantes do grupo sulfona com a triade de arginina e dos anéis aromaticos com

Tyr119 e Trp312, ou seja, o derivado 22 ocupa as duas regides do sitio ativo (LIMA et al.,

o 0
OE_NH‘)J\/\‘:OH
Ve
OH

derivado de sulfonamida (20)

2012).

ICs50 2,5 UM
O
= OH
o I T
—@—ﬁ—NH OH
o derivado de quinolinona (22)
derivado de sulfonamida (21) ICs0 0,6 UM
|C50 0,9 uM

Figura 14 - Estruturas de derivados de sulfonamida e quinolinona como inibidores de TcTS.
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Alguns autores investigaram a sintese e avaliagdo bioldégica de bibliotecas de
galatosilmiméticos. Nesse sentido, Carvalho e colaboradores relataram estudos de uma
biblioteca com 46 derivados galactosil triazélicos substituidos na posicdo C-1 ou C-6 do
acucar. Apesar dos derivados apresentarem grande diversidade estrutural, as melhores
inibicdes na concentracao de 1,0 mM foram observadas apenas para os derivados 23 (37%)

e 24 (34%,) (Figura 15) (CARVALHO et al., 2010a).

zZ

_N
/ NH,
HO OH N=N HO
Q | Q
HO&/N 7 Ho&/OCH3
HO

= —

HO
(23) (24)
Inibicdo: 37% Inibicdo: 34%

Figura 15 - Estruturas de derivados galactosil triazélicos como inibidores de TcTS.

Harrison e colaboradores também descreveram a sintese e avaliacao bioldgica de
bibliotecas. Os melhores derivados octil galactosideos (25 e 26) e octil N-acetillactosamina
(27) apresentaram inibicdo proxima de 80%, porém os melhores derivados tiogalactosideos

(28 e 29) apresentaram inibicao préxima de 60% (Figura 16) (HARRISON et al, 2011).

HO 0o
OR HO
O c .
HO HO “Octil &/ O o—Octil
HO 0 0
. . i HO
derivados octil galactosideos OH

R = OH (25) Inibigao: 75% derivado octil N-acetillactosamina (27)
R= OCH3 (26) |n|b|§é0 84% |n|b|§é.0 an 80%

HO _oH
"0 oH NH Q
2 P ot
HO S : /> HO H
HO HE>WHN N
derivado tiogalactosideo (28) derivado tiogalactosideo (29)
Inibicdo >~ 60% Inibicdo > 60%

Figura 16 - Estruturas dos derivados mais ativos nos ensaios de inibicdo com TcTS.
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Uma abordagem interessante descrita por Giorgi e colaboradores, foi a conjugacao
covalente de oseltamivir com derivados de galactose (Figura 17). No entanto, os valores de
ICso dos melhores compostos (30 a 33) ndao foram muito expressivos (ICs 2,16 mM a 4,26

mM), indicando que a conjugag¢ao com oseltamivir ndo afeta a interacdo do aceptor com a

regido de ligacao do acucar (GIORGI et al., 2011).

“1OH

OH

R = COOCH,CHg (30) ICs0 2,21 mM (32) (33)
R =COO (31)IC50 4,21 mM IC50 4,26 mM IC50 2,16 mM

Figura 17 - Estruturas de derivados conjugados com oseltamivir e seus valores de |Csq.

Por outro lado, alguns autores investigaram a sintese e avaliagdo biolégica de
sialiimiméticos. Nesse sentido, Carvalho e colaboradores mostraram que o acido 2-
difluorometil-4-nitrofenil-3,5-dideoxi-D-glicero-D-a-galacto-2-nonulopiranosideo
(NeuNACFNP) (34) inibiu a enzima de forma irreversivel (Figura 18). Adicionalmente, o
composto 34 foi capaz de reduzir invaséo celular parcialmente, o que evidenciou de forma
direta que TcTS esta envolvida na invasao de células hospedeiras (CARVALHO et al.,

2010b).
OH Oy _OH
HO, NO,
AcHN: o7/ 0
HO ho CFH

NeuNACFNP (34)
|50 0,57 mM

Figura 18 - Estrutura do derivado sialilmimético capaz de inibir TcTS irreversivelmente.
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Considerando a importancia de ligantes aromaticos que pudessem ser introduzidos
na molécula de acido sialico para alcangar a regiao de ligagao do sitio aceptor, Meike e
colaboradores sintetizaram varios C-sialosideos (35 a 38) e determinaram suas constantes
de afinidade (Figura 19) (MEINKE et al, 2011). As constantes foram obtidas por ressonancia

plasmonica de superficie (SPR) e o derivado com maior afinidade foi 35 (Kd 0,16 mM).

o] OH Oy OH
o OH OH R .
N
ACHN: /O AcHN:_/ 0
HO 13

HO o
R = H (35) Kd 0,16 mM R = H (38) Kd 3,6 mM
R = NHj (36) Kd 0,35 mM R = CHyCgHs (39) Kd 2,0 mM

R = NHAc (37) Kd 3,9 mM

Figura 19 - Estrutura de derivados sialilmiméticos e suas constantes de afinidade por TcTS.

Recentemente, Campo e colaboradores descreveram a sintese de alguns
neoglicoconjugados sialilmiméticos (Figura 20). Através de “click chemistry” (cicloadi¢do 1,3-
dipolar) esses derivados 1,2,3 triazélicos contendo galactose (40 e 41), glicose (42) e gulose
(43) foram testados na concentracdo de 1,0 mM e apresentaram atividade inibitéria entre
67% a 91%. Estudos de modelagem molecular também foram realizados a fim de verificar

as principais interacdes desses compostos no sitio ativo de TcTS (CAMPO et al., 2012).

HO OH 0] OHN—N OH
i OH Oy OH OH
ACHN: & = PH HO, NN ©
HO o ~ N
HO \
HO AcHN: o HO— OH
OH HO
HO HO
(40) (41)
Inibicdo: 88% Inibi¢ao: 91%
H Os__OH H Os__OH
o P N-N  Ho Ho. P N—N,
_ N . N OH
AcHN: & " AcHN: & ‘L
HO
(42) (43) OH
Inibigao: 67% Inibigao: 69%

Figura 20 - Estruturas de neoglicoconjugados sialilmiméticos testados em TcTS.
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1.2.5.4 Inibidores oriundos de produtos naturais

Considerando a grande diversidade quimica de produtos naturais, Arioka e
colaboradores identificaram derivados de flavonoide e antraquinona com potente atividade
inibitéria de TcTS (ARIOKA et al., 2010). A partir de triagem bioldgica de uma biblioteca
contendo 2283 produtos naturais, 0os compostos mais ativos foram 44 (ICs, 17,0 uM) e 45
(ICso 0,58 pM) (Figura 21). E importante destacar que o derivado 45 ndo demonstrou
atividade inibitéria frente a neuraminidase humana, tornando-o seletivo para TcTS (ARIOKA

et al., 2010).

O @)
HO
OH
Cl
OH O OH O OH
(44) (45)
|C50 17,0 uM |C50 0,58 uM

Figura 21 - Estruturas de derivados de flavonoide e antraquinona como inibidores de TcTS.

1.3 Quimica de carboidratos

Os carboidratos constituem a classe de moléculas mais abundante, diversa e
complexa da natureza e podem ser encontrados nos sistemas biolégicos como
monossacarideos, oligossacarideos e glicoconjugados (glicoproteinas, glicolipideos etc).
Essas caracteristicas, bem como suas diversas fungées nos organismos vivos, justificam a
importancia de estudos direcionados a quimica e a biologia dessas moléculas. (NICOLAOU;
MITCHELL, 2001; WERZ; SEEBERGER, 2005).

Com relacdo a quimica, a sintese de oligossacarideos apresenta dois pontos
cruciais: i) a obtencao de produtos com estereosseletividade desejada durante reagdes de

glicosilagdo envolvendo a posigdo anomérica (C-1) e ii) a diferenciacdo dos grupos
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hidroxilicos, que possuem reatividade similar (SEEBERGER; HAASE, 2000). Por essa
razao, a sintese de carboidratos exige o emprego de estratégias de protecdo e desprotecao
altamente seletivas das hidroxilas, ocasionando aumento do numero de etapas da rota
sintética (LINDBERG et al., 2002; JIN et al., 2008).

Por outro lado, a utilizacdo de enzimas (glicosiltransferases, glicosidases, lipases
etc) é uma alternativa a sintese tradicional de carboidratos, pois reduz ou elimina o0 emprego
de grupos protetores e conduz a formagao de ligagdes glicosidicas de forma estéreo e
regioespecifica. Sendo assim, mediante abordagem quimioenzimatica é possivel obter
oligossacarideos e glicoconjugados com menor numero de etapas e maior rendimento
(SADDAM, et al., 2009; TOLBORG et al., 2002).

A escolha do grupo protetor e as condi¢des reacionais para introduzi-lo ou remové-lo
sdo fundamentais durante o planejamento sintético, uma vez que as reagdes devem ser
quimio, régio ou estereosseletivas. As classes de grupos protetores mais comuns em
carboidratos sdo: acetais (isopropilideno e benzilideno), ésteres (acetato e benzoato), éteres
(benzila, tritila e allila) e éteres de silila (trimetilsilila - TMS, t-butildimetilsilila - TBDMS, t-
butildifenilsilila - TBDPS) (PEI et al., 2007).

Além disso, a reatividade das hidroxilas do acucar deve ser levada em consideracao
(Figura 22). As duas hidroxilas mais reativas nas piranoses sao a primaria e a anomérica,
porém ndo existe uma regra geral para discriminar a reatividade das outras hidroxilas
secundarias, uma vez que dependem da configuracdo em que estdo no anel (axial ou
equatorial) e também dos reagentes e condigdes reacionais. Contudo, sabe-se que as
hidroxilas em equatiorial sdo estericamente mais acessiveis em relagdo as axiais e por isso

tendem a reagir mais rapidamente (FERRIER; COLLINS, 1996; PETURSSON, 1997).
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R{=H, R,=0H, R3=0H, R4=H manose
Ri= OH, Ro=H, R3=0H, R4=H glicose
R{= OH, R,=H, R3=H, R4,=0OH galactose

hidroxila primaria, hidroxila anomérica, demais hidroxilas secundarias

aumento da reatividade

Figura 22 - Estrutura quimica de algumas piranoses e reatividade de suas hidroxilas.

De maneira geral, os grupos protetores mais volumosos (TBDPS, TBDMS, tritila,
tosila etc) protegem de forma regiosseletiva a hidroxila primaria, que é mais reativa que as
secundarias, e também podem ser removidos de forma seletiva (FERRIER; COLLINS, 1996;
PETURSSON, 1997).

Em relagdo a hidroxila anomeérica é importante destacar o conceito do efeito
anomérico, que pode ser entendido como um efeito estereoeletrbnico que descreve a
tendéncia de um substituinte, adjacente ao heterodtomo do anel tetraidropirano, preferir
orientacao axial ao invés da equatorial. Quando o substituinte estd na posi¢cdo equatorial,
ocorre alinhamento dos vetores de momento de dipolo causando repulsdo entre os
oxigénios. Por outro lado, quando o substituinte estd na posicdo axial os vetores de
momento de dipolo ficam opostos, representando um sistema energeticamente favorecido

por nao haver repulsao (Esquema 3) (JUARISTI; CUEVAS, 1992; DA SILVA, 2011).

%

Esquema 3 - Representagdo dos dipolos alinhados e opostos nas posicbes B e q,

respectivamente.
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Uma explicagdo alternativa e bastante aceita € a existéncia de estabilizagdo
eletrénica (hiperconjugacao) entre um dos pares de elétrons ndo compartilhados do oxigénio
do anel e o orbital sigma antiligande da ligagado axial. A sobreposigéo é eficiente apenas
quando um dos pares de elétrons estd em posicdo antiperiplanar ao LUMO (orbital
molecular desocupado de mais baixa energia) da ligacdo axial (Esquema 4). E importante
ressaltar que a magnitude do efeito anomérico depende do tipo de substituinte ligado ao
carbono anomérico, dos outros substituintes ligados ao anel e até mesmo do solvente.

(CAREY; SUNDBERG, 2000; DA SILVA, 2011).

R1O\R/?ﬂ R1O\R/£Oﬂ:$

g — =
Q

R
Esquema 4 - Influéncia dos elétrons do oxigénio no orbital antiligante da ligagao axial.

Em relagédo as hidroxilas secundarias de piranosideos, uma estratégia muito aplicada
€ a protecdo com acetais. Uma propriedade importante desses grupos protetores é a
formacao de anéis de 5 membros (isopropilideno) ou 6 membros (benzilideno) na presencga
de hidroxilas vicinais (Figura 23). Dessa forma, as hidroxilas das posigoes 3,4 (A) e 4,6 (B)

sdo protegidas de forma simultanea, seletiva e com alto rendimento (PETURSSON, 1997).

Ph

0]

e

O "oR
Figura 23 - Protecao seletiva das hidroxilas 3,4 (A) e 4,6 (B) com cetais e acetais.
No caso da estrutura A, a diferenca de reatividade entre a hidroxila priméria (C-6) e

secundaria (C-2) fica evidenciada, o que facilita a protecao de uma em detrimento da outra.

Em B, a diferenca de reatividade pode ser atribuida a existéncia de ligacdes de hidrogénio
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internas (LHI), que alteram bastante sua acidez (Figura 24). Como Ha esta envolvido na LHI,
este se torna menos &cido que Hb, logo Hb pode ser desprotonado primeiro por uma base.
Uma vez desprotonada a hidroxila em C-3, a LHI diminuir4d ainda mais a acidez do
hidrogénio Ha, o que amplifica a discriminacdo das duas hidroxilas, levando a um alto nivel

de regiosseletividade (WANG et al., 2004).

RO

\_—0
/OM

Hb O "OR
Ha

Figura 24 - Efeito da ligagao de hidrogénio interna em dibis de piranosideos.

Outra estratégia para diferenciar reatividade de hidroxilas secundarias em
piranosideos é a utilizacao de éxido de dibutilestanho (DBTO). Reagente muito usado em
quimica de carboidratos, 0 DBTO forma derivados estanilenos ciclicos nas posigoes 2,3 (C,
D), 3,4 (E) e 4,6 (F) (Figura 25) que aumentam a nucleofilicidade de um dos atomos de
oxigénio envolvidos resultando em reacdes de alquilagdo, acilagdo e sulfonagéao
regiosseletivas. Contudo, sabe-se que fatores como quantidade de DBTO, natureza do
grupo protetor, presenga de nucledfilo, polaridade do solvente e posi¢ao da hidroxila no anel
influenciam no resultado final dessas rea¢des (FERRIER; COLLINS, 1996; GRINDLEY,

1998; DONG et al., 2007).

Ph Bu\ /Bu BU\ /Bu
o Sn\ Bu 0 O/Sn\
o P N—0"A o N T _OR 0
Q o/ - /Sn\ Q
o} ol/&h Bu
\ /o OR OR RO "OR RO “OR
e D E F
Bu

Figura 25 - Formagéo de estanilenos ciclicos em alguns piranosideos.



Introdugdo 30

Como citado anteriormente, o maior desafio na sintese de carboidratos ndo esta
relacionado apenas ao controle estereosseletivo de reagdes de glicosilagdo na posicao
anomérica, mas também a obtencado estratégica de unidades monossacaridicas com uma
posicao livre (grupo hidroxila) em relagdo as demais posi¢cdes protegidas (WANG et al.,
2007). Contudo, diante da imensa variedade de grupos protetores utilizados em quimica
organica e dos diversos tipos de monossacarideos, seria praticamente impossivel abranger
todos os casos descritos na literatura. Adicionalmente, existem varios métodos, condicoes e
reagentes que sao especificos para determinar seletividade de hidroxilas de muitos

monossacarideos.

1.4 Modelagem molecular

Desde a concepcao de um alvo biolégico até a descoberta de um novo farmaco,
processo que pode levar em média 11 anos ou mais, o uso de ferramentas computacionais,
como bioinformatica e quimica computacional (genericamente citada como modelagem
molecular), tem se tornado indispensavel no planejamento racional de novos farmacos. Com
alguns casos de sucesso envolvendo o emprego de métodos computacionais, de acordo
com Manuel Peitsch, da Novartis Institutes for BioMedical Research, o processo de
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos € totalmente dependente de métodos
computacionais (MARSHALL, 2004; PEITSCH, 2004).

O planejamento racional de farmacos consiste no uso de um conjunto de
ferramentas que auxiliam em decisbes racionais durante as etapas do processo de
descoberta (ZOETE et al., 2009). O planejamento baseado na estrutura e no mecanismo de
acao é o método mais eficiente e menos dispendioso para o desenvolvimento de novos
farmacos; capaz de contribuir em todos os estagios do processo, desde a descoberta de
protétipos (também conhecidos como “lead compounds”), sua otimizagao (com respeito a
afinidade, especificidade, eficacia e efeitos colaterais) e elaboracdo de compostos

candidatos a testes clinicos (MARSHALL, 2004).
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Este método é baseado na inibicAo ou estimulacdo da atividade biol6gica de
macromoléculas, tais como proteinas ou acidos nucleicos (DNA ou RNA) associados a
diferentes doencas. A informagdo estrutural do biorreceptor (e ligantes) permite a
descoberta e o planejamento de sintese de compostos com complementaridade estérica,
hidrofébica e eletrostatica ao seu sitio de ligagéo, os quais podem se tornar farmacos e ser
introduzidos na terapéutica (MARSHALL, 2004).

Dentre as ferramentas utilizadas no planejamento racional, destaca-se o “docking”
molecular. Através desse método, sdo investigadas possiveis orientagbes que determinada
molécula assume no interior do sitio ligante de um biorreceptor, ou simplesmente entre duas
moléculas, tal como é o caso da interagdo entre proteina-proteina ou proteina-DNA,
caracterizando o “docking” macromolecular. O “docking” molecular proporciona
conhecimento basico das interagbes que ocorrem entre o ligante e seu receptor,
demonstrando uma estimativa de afinidade importante para posterior otimizagao do ligante
(ZOETE et al., 2009).

Os métodos de “docking”, em geral, envolvem uma fungdo de energia contendo
parametros eletrostaticos, de van der Waals, de ligacao de hidrogénio e, algumas vezes,
hidrofébicos, os quais geram modelos matematicos que predizem as melhores orientagoes
de um ligante, segundo uma lista de “score” de energia. Dessa forma, a ideia geral contida
nas técnicas de “docking” € a de gerar um leque de conformagdes do complexo ligante-
proteina e ordena-las por “score” com base em suas estabilidades (ALONSO et al., 2006).

As versbes dos programas de maior sucesso em “docking”, FlexE (SYBYL USER
GUIDE, 2005), GOLD (PFEIFFER-MAREK et al., 2003) e GLIDE (FRIESNER et al., 2004;
HALGREN et al., 2004), consideram a flexibilidade do ligante e também de algumas cadeias
laterais do sitio receptor. A partir desse método, é possivel selecionar por triagem virtual
compostos de bases de dados contendo tipicamente milhares de estruturas, eliminando
compostos nao promissores antes que eles sejam sintetizados.

A triagem virtual é utilizada para a selecdo de novos protétipos, e a literatura tem

reportado diversos casos de sucesso com o uso desse método, tal como a descoberta de
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isoflavonoides como inibidores nao-esteroidais da 5a-redutase, utilizando “constraint”
farmacoférica (BRENK et al., 2003; CHEN et al., 2001). O farmacéforo representa o conjunto
de dominios funcionais das moléculas ligantes através dos quais se definem os tipos de
interacao que os ligantes em comum fazem com o sitio receptor. Dessa forma, a analise por
métodos computacionais dos possiveis conjuntos de grupos farmacoféricos associados a
cada molécula ativa, permite a derivacao do padrao farmacoférico comum ao conjunto de
analogos ativos em questdao (MARSHALL, 2004).

Um diferente e robusto método de planejamento racional de farmacos, agora
direcionado a otimizagdo “in silico” de protétipos, consiste em investigar as condicbes
energéticas entre moléculas, as quais se aproximam uma da outra gerando os campos de
interacao molecular (“Molecular Interaction Field” - MIF). Os MIFs descrevem a variagao da
energia de interagdo entre uma molécula alvo e um grupo quimico de prova que se move
confinado ao interior de um “grid” 3D, o qual € posicionado de modo a mapear a regiao de
interesse do alvo molecular (o sitio ligante). As diferentes provas que usualmente sao
testadas refletem as caracteristicas quimicas que deveriam possuir o ligante ideal ou
fragmentos de sua estrutura (INSIGHT Il USER GUIDE, 2005).

Em relagdo ao processo de descoberta de novos farmacos, ja é possivel estimar
propriedades farmacocinéticas, farmacodinamicas e propriedades “drug-like” ou “lead-like”
de diferentes compostos, selecionando, durante as diversas etapas da modelagem, somente
aqueles com potencial de serem farmacos. Assim, propriedades tais como absorgéo,
distribuicdo, metabolismo, excrecédo e toxicidade (ADMET) podem ser preditas a partir de
triagem em bancos de dados contendo informagbes especificas, as quais sdo computadas
para uma grande variedade de compostos (TESTA et al., 2005). Dentre os programas mais
utilizados para esses fins, destacam-se o Meteor (predicdes de metabolismo) e Derek

(predicoes de toxicidade).
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2. OBJETIVOS
Os objetivos deste projeto envolvem:

i) sintese de potenciais inibidores miméticos de substratos duplos da enzima trans-
sialidase (Figura 26) preparados a partir da introducao de moléculas, com fungéo carboxila,

ligadas na posicao C-3 de uma unidade de B-D-galactopiranosideo de metila.

0
HO _oH HO  oH
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0 OCH; O OCHjs
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Figura 26 - Estrutura dos compostos inicialmente propostos como inibidores miméticos
de substratos duplos de TcTS.

ii) busca de inibidores de TcTS a partir de triagem virtual, baseada na estrutura da
enzima, em diferentes bases de compostos com propriedades de farmacos.
iii) ensaio de inibicdo da enzima trans-sialidase com os compostos sintetizados 46 e

47 e com as moléculas mais promissoras das triagens virtuais.
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3. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Justificativa

A sintese de substratos glicopeptidicos e de aminoéacidos glicosilados para estudo da
relacdo estrutura - fungdo de trans-sialidase foi realizada em trabalho de mestrado e
doutorado desenvolvidos na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto - USP
por Vanessa Leiria Campo; processos FAPESP n°® 02/03419-8, 04/03414-1 e 01/11943-6
(pesquisa); e na Universidade de East Anglia (UEA — Inglaterra), durante a realizagdo de
estagio de doutorado sanduiche (processo CAPES BEX1906/05-4) de Vanessa Leiria
Campo e pds-doutorado (processo FAPESP n® 00/06522-9) de Ivone Carvalho.

Os estudos de simulagdes de “docking” de alguns compostos sintetizados pelo grupo
foram realizados no sitio aceptor de TcTS, considerando que tais compostos sdo aceptores
de &cido sidlico e, portanto, mimetizam a molécula de lactose. A Figura 27 mostra o
resultado da simulagdo de “docking” realizada com um dos compostos. A andlise deste
“docking” permitiu observar a manutencao das ligagcoes de hidrogénio das hidroxilas em C-3
e C-4 deste composto com o residuo de Asp 59 (2,29 e 3,03 A), além de uma interagdo
adicional entre o grupo acetamido e o residuo de Arg 311 (2,78 A). O que é desejavel para

se obter a mesma orientacao do substrato natural lactose dentro do sitio.
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Figura 27 - Simulacao de “docking” de um derivado de lactose, sintetizado pelo grupo, com
o sitio aceptor de TcTS.

Com base nas analises das interagdes com o sitio ativo de TcTS do substrato lactose
(cédigo PDB: 1MS9), do inibidor DANA (cédigo PDB: 1MS8) e nos resultados das
simulagdes de “docking” dos compostos ja sintetizados e ainda nao sintetizados, foi possivel
sugerir inicialmente quais as possiveis modificagdes estruturais destes substratos
galactosidicos levariam a obtencdo de potenciais inibidores de TcTS, como mostra o

exemplo da Figura 28.
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Figura 28 - Simulagao de “docking” de um derivado de galactose no sitio aceptor de TcTS.
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A analise das simulagbes de “docking” mostrou que a ligagdo do aminoéacido serina
na posicao 3 mantém a ligacao de hidrogénio da hidroxila em C-4 com Asp 59 e conduz a
interacées com a triade de argininas (Arg 35, Arg 245 e Arg 314) e com os residuos Tyr 342
e Glu 230. Desta forma, este composto foi capaz de realizar intera¢des tanto no sitio aceptor
(carboidrato) como também no sitio doador (aminoacido) de TcTS.

De uma maneira geral, os resultados preliminares de modelagem molecular apontam
para propostas que envolvam a presenga de uma molécula adequada na posicao C-3 de
uma unidade de carboidrato conduzindo a formagdo de um substrato duplo, capaz de
mimetizar um produto final da reagéo de sialilagdo por TcTS. Sendo assim, a regido do sitio
catalitico reservada ao acido sialico devera ser ocupada por uma molécula mais simples que
0 acido sidlico, mas que contenha fungdo carboxila em sua estrutura (aminoacido, acido
succinico, acido benzoico etc), enquanto que a regido do sitio catalitico reservada ao

aceptor devera ser ocupada pela unidade galactosidica.

3.2 Planejamento sintético

No sentido de evitar algumas etapas de protecdo e desprotegdo necessarias ao se
trabalhar com aminoacidos, bem como de facilitar a sintese entre a unidade galactosidica e
o ligante com funcao carboxila, a molécula priorizada neste trabalho foi o acido succinico.
Adicionalmente, é valido ressaltar que a distancia intramolecular do &cido succinico (5,64 A)

é préxima a distancia encontrada na serina (4,94 A) (Figura 29).

o} 0
OH
HO OH HO
NH, o]
serina acido succincio

Figura 29 - Comparacao das distancias intramoleculares entre serina e acido succinico.
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A fim de alcancar os objetivos iniciais deste projeto, foi planejada uma rota sintética a

partir do acglUcar comercial [B-D-galactopiranosideo de metila (48) que permitisse

funcionalizagdo apenas da hidroxila em C-3 do anel através da introdugcao das moléculas
propostas inicialmente (acido succinico e benzoico). No entanto, a necessidade de

empregar algumas etapas de protecéo e desprotecdo seletivas ndo resultou em uma rota

curta (Esquema 5).
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Esquema 5 - Proposta inicial para sintese dos compostos 46 e 47.
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Por outro lado, a continuagdo da pesquisa bibliografica foi de fundamental
importancia para expansao dos objetivos iniciais, isto é, das moléculas a serem sintetizadas
e da rota através da qual as mesmas poderiam ser obtidas. Ao considerar rotas sintéticas
mais curtas (Esquema 6), todas as hidroxilas do acucar B-D-galactopiranosideo de metila
(48) poderiam ser exploradas individualmente com a introducéo de &acido succinico para fins

comparativos de atividade biolégica.

OCHj
0 o/% OH  oBn
Ny ey
OCH
0 ~~\0CH; BrO-\m s
49 58
E E
/FC Ph
OH  oH 2 o 9 o
N ° e
OCH OCH, — OCH
HO ~ 5 HO ~ 5 BrO-\mm 5
48 56 57
|o )
OAc OBn OBn OH
ol N
H OCH OCH
© BnO 3 BnO BnO ’
55 59
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Esquema 6 - Etapas da nova estratégia de sintese dos intermediarios com hidroxila
livre nas posicdes C-2 (49), C-3 (55), C-4 (58) e C-6 (59).

Dessa forma, a avaliacdo da atividade biolégica de derivados de B-D-
galactopiranosideo de metila contendo ligantes em cada uma das posi¢coes poderia permitir
o estabelecimento da relagdo entre trés fatores: i) posicao do ligante no agucar, ii) natureza

do ligante e iii) nivel de inibicdo da enzima trans-sialidase.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A secao de resultados e discussdao deste trabalho foi dividida em trés partes
principais: na primeira parte é descrita a sintese de compostos obtidos pela funcionalizacao
regiosseletiva de diferentes posicbes do anel a fim de obter hidroxilas livres e também
devidamente funcionalizados para obtencao dos respectivos derivados com &cido succinico.
A segunda parte esta relacionada aos estudos de modelagem molecular, que envolveram
mapeamento do sitio ativo, derivacdo do padrao farmacoférico dos inibidores mais ativos
descritos na literatura e triagem virtual baseada na estrutura de TcTS. Finalmente, a terceira
parte deste trabalho diz respeito ao ensaio de inibicado de TcTS e ao ensaio de atividade

tripanocida e citotoxico.

4.1 Sintese

4.1.1 Estudos envolvendo sintese regiosseletiva para obtencao de intermediario com

hidroxila livre em C-1

Com objetivo de explorar a posicao anomérica, foi proposta uma rota sintética com
duas etapas a partir do agucar comercial D-galactose (60) (Esquema 7), pois o agucar

comercial 3-D-galactopiranosideo de metila (48) apresenta essa posicao protegida.

HO _oH AcO _oAc AcO _OAc

HO Ac A
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Esquema 7 - Etapas da sintese do intermediério com hidroxila livre em C-1 (62).

A rota foi iniciada com per-O-acetilagcdo do material de partida 60 em anidrido

acético (solvente e reagente) e iodo para obtencdo de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-
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galactopiranose (61) com rendimento de 96% (dentro do esperado) (KARTHA; FIELD,
1997). O procedimento adotado levou a formagdo do composto 61 como mistura de
andmeros (proporcéo a/B 5:1), pois no espectro de RMN 'H foram observados os sinais
correspondentes a H-1 do anémero a (Ji2 1,7 Hz) e a H-1 do anémero B (Ji2 8,3 Hz).
Adicionalmente, foram observados os sinais caracteristicos dos hidrogénios dos grupos
acetila (cinco simpletos na regidao de 2 ppm).

O composto 61 foi tratado com hidrazina acética em DMF com objetivo de remover
seletivamente o grupo acetila da posigado anomérica para obtencao de 2,3,4,6-tetra- O-acetil-
D-galactopiranose (62) com rendimento de 70%. O rendimento dessa etapa foi considerado
satisfatorio tendo em vista os resultados apresentados na literatura (80%) (REN et al.,
2001).

O procedimento adotado levou a formacdo do composto 62 como mistura de
anémeros (proporcdo o/p 3:1), uma vez que no espectro de RMN 'H foram observados os
sinais correspondentes a H-1 (tripleto em 5,53 ppm) do anémero a (J;» 3,5 Hz) e a H-1
(dupleto em 3,66 ppm) do anémero B (Ji2 9,1 Hz). Também foram observados sinais
caracteristicos dos hidrogénios dos grupos acetila (quatro simpletos na regiao de 2 ppm).
Adicionalmente, o espectro na regido do infravermelho (Anexo 1) apresentou uma banda
caracteristica de grupo hidroxila em 3485 cm™. Portanto, o intermediario com hidroxila livre
em C-1 (62) foi obtido com bom rendimento global (77%) e sem problemas de sintese e

purificacdo.

4.1.2 Estudos envolvendo sintese regiosseletiva para obtencao de intermediario com

hidroxila livre em C-2

Com objetivo de explorar a posi¢ao 2, foi proposta uma rota com apenas uma etapa
(Esquema 8). De acordo com a literatura (BARILI et al., 1986), a protecao seletiva e
temporaria da funcédo alcool com acetona ou seus derivados, através da formacao de anéis

isopropilideno e 1,3-dioxano, € um procedimento bem estabelecido em sintese orgéanica, em
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particular em quimica de carboidratos. Apesar da reacdo ser muito seletiva devido ao
impedimento estérico em torno da posicdo 2 (causado pelo grupo ligado na posicao
anomeérica), alguns subprodutos estruturalmente diferentes podem ser formados a partir de
um Unico agucar, dependendo do reagente e das condigdes de reacao (BARILI et al., 1986;

BARILI et al., 1992).

OCH4
OH o} o/%
OCH
HO HO  2o2DMP o Ho—OCHs
48 49

Esquema 8 - Etapa da sintese do intermediario com hidroxila livre em C-2 (49).

Sendo assim, a sintese foi realizada através da eterificagdo do material de partida
comercial 48 com 2,2 dimetoxipropano (solvente e reagente) e quantidade catalitica de
acido p-toluenossulfénico para obtencdo de 3,4-O-(1-metiletilideno)-6-O-(1-metoxi-1-
metiletil)-B-D-galactopiranosideo de metila (49) com rendimento de 40%. No espectro de
RMN 'H (Anexo 2) foram observados os sinais caracteristicos dos hidrogénios metilicos do
anel isopropilideno (simpletos em 1,52 e 1,34 ppm), bem como dos hidrogénios metoxilicos
(simpleto em 3,24 ppm) e metilicos (simpletos em 1,37 e 1,36 ppm) do grupo metoxiisopropil
(MIP).

Apesar do intermediario desejado 49 ter sido sintetizado, este resultado ndo foi
considerado satisfatério, pois o rendimento apresentado na literatura foi de 84% (BARILI et
al., 1990). O baixo rendimento pode ser explicado pela desprotecao da hidroxila 6 (perda do
grupo MIP) no préprio meio reacional acido, uma vez que a desprotecdo da hidoxila 6
ocorre preferencialmente em relacao as hidroxilas 3 e 4. Sendo assim, o produto majoritario
(50%) obtido nas primeiras reagbes foi o composto 3,4-O-(1-metiletilideno)-B-D-
galactopiranosideo de metila (63) (Figura 30). No espectro de RMN 'H foram observados os
sinais caracteristicos dos hidrogénios metilicos do anel isopropilideno e auséncia dos

hidrogénios metoxilicos e metilicos do grupo MIP.
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Figura 30 - Produto majoritério obtido na tentativa de sintese do intermediario com
hidroxila livre em C-2.

A fim de contornar o problema de baixo rendimento, foi observado na literatura
(BARILI et al., 1986) que os melhores rendimentos tinham sido obtidos a partir de uma
solugao diluida (50,0 mM) do agucar B-D-galactopiranosideo de metila em 2,2 DMP. Dessa
forma, a reacdo de protegdo foi realizada com maior propor¢cdo de 2,2 DMP e menor
concentracao de &cido (0,1 equivalentes ao invés de 0,2) para evitar a clivagem do grupo
MIP (procedimento 2 descrito na secdao de métodos), resultando na formagdo do
intermediario com hidroxila livre em C-2 (49) com rendimento de 90%.

Em virtude da instabilidade do grupo protetor MIP, uma forma alternativa de
sintetizar o derivado desejado com hidroxila livre em C-2 foi realizar a protegao da posi¢ao 6
do composto 63 com um grupo mais estavel. Eteres de tritila e silila apresentam algumas
caracteristicas particulares, como: facil introducdo, boa estabilidade frente a varias
condi¢cdes e desprotecdo em apenas uma etapa (KOMIOTIS et al., 2006). Adicionalmente,
0s grupos tritila (Tr) e dimetoxitritla (DMTr) tém sido os mais empregados na protecao
regiosseletiva de hidroxilas primarias em quimica de carboidratos e nucleosideos (MALIK;
KARTHA, 2009).

Dessa forma, o composto  3,4-O-(1-metiletilideno)-6-O-(trifenilmetil)-B-D-
galactopiranosideo de metila (64) foi obtido com rendimento de 47% por ftritilagdo do
composto 63 com cloreto de tritila em piridina (KOMIOTIS et al., 2006) (Esquema 9). No
espectro de RMN "H (Anexo 3) foram observados os sinais caracteristicos dos hidrogénios
metilicos do anel isopropilideno e dos hidrogénios aromaticos do grupo tritila (multipletos na

regido de 7 ppm).
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63 64
Esquema 9 - Protecao regiosseletiva da posicdo 6 do composto 63 fornecendo 64.

Além da sintese dos intermediarios 49 e 64, houve também interesse em testar um
método de desacetilacdo regiosseletiva com a enzima triacilglicerol lipase, apesar da
literatura encontrada utilizar lipase de fungo (POUYSEGU et al., 2002). Sendo assim, foi

proposta uma rota sintética com duas etapas a partir do agucar comercial 48 (Esquema 10).

OH AcO AcO

OH OAc OAc
&/ 2 & Hpase o&oo
HO OCH; —— AcO OCH Ac H
HO 3 A0 AcO ® Ho HO 8

48 65 Acetona 66

Esquema 10 - Nova rota para sintese de outro intermediario com hidroxila livre em C-2.

A sintese foi realizada através de per-O-acetilagdo do material de partida comercial
48 em anidrido acético e iodo para obtencdo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-
galactopiranosideo de metila (65) com rendimento de 92% (KARTHA; FIELD, 1997).
Posteriormente, o composto 65 foi submetido a desacetilacao regiosseletiva na presenca de
lipase em mistura de agua e acetona para formacdo do composto 3,4,6-tri-O-acetil-B-D-
galactopiranosideo de metila (66) com rendimento de 32%. Apesar do baixo rendimento, o
método foi promissor e permite que alguns parametros sejam alterados para obtencao de
melhores rendimentos.

No espectro de RMN 'H (Anexo 4) foram observados trés simpletos com integral
relativa a nove hidrogénios correspondentes aos grupos acetila (regido de 2 ppm).
Adicionalmente, o deslocamento do sinal correspondente a H-2 para campo mais alto (duplo
dupleto deslocado de 5,20 ppm para 3,77 ppm) quando comparado ao material de partida

65, indicou a clivagem do grupo acetila na posicéo 2.
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4.1.3 Estudos envolvendo sintese regiosseletiva para obtencao de intermediario com

hidroxila livre em C-3

Com objetivo de explorar a posicao 3, foi proposta uma rota com trés etapas, mas

com vantagem de ser feita em “one pot” (MUKHOPADHYAY; FIELD, 2003) (Esquema 11).

i tristil -
i) trieti B0 O

OH  on ortoacetato OH
& CH4CN o)
p-TSOH OCH
HO SS\-OCHj o} ~ 3
ii) BnBr
48 NaH |
AcO oo EQ, O g
& iii) HCI 1,0 mol.L’ &
H H
HO T~S\-0CH, o) S=-0CH;

55

Esquema 11 - Etapas da sintese do intermediario com hidroxila livre em C-3 (55).

A sintese foi realizada através da eterificacdo do material de partida comercial (48)
com ortoacetato de trietila e quantidade catalitica de acido em acetonitrila para protegao das
hidroxilas 3 e 4 e, no mesmo meio reacional, as hidoxilas 2 e 6 foram benziladas. A mistura
foi diluida com DCM e lavada com solucdo de HCI (1,0 mol.L™") para obtencdo de 4-acetil-
2,6-di-O-(fenilmetil)-B-D-galactopiranosideo de metila (55) com rendimento de 16%. No
espectro de RMN 'H (Anexo 5) foram observados os sinais caracteristicos dos hidrogénios
aromaticos e benzilicos (dupletos, Jag 11,3 Hz, na regiao de 4,94 a 4,47 ppm) dos grupos
benzila e dos hidrogénios do grupo acetila (simpleto em 2,06 ppm).

Como o rendimento foi insatisfatério quando comparado ao da literatura (74%)
(MUKHOPADHYAY; FIELD, 2003), algumas condigbes reacionais foram alteradas.
Inicialmente, apenas o tempo de reacgao foi variado (1 hora para 2 horas), mas o rendimento
foi de 10%. Outro parametro alterado foi a quantidade do reagente ortoacetato de trietila (de
1,5 equivalentes para 3 equivalentes), mas o rendimento permaneceu baixo (15%). Apesar

dos esforgos, nao foi possivel contornar o problema de baixo rendimento dessa rota.
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Segundo a literatura (PAULSEN et al., 1985), o composto 70 pode ser sintetizado a
partir de 63 em quatro etapas (Esquema 12). De acordo com essa estratégia e considerando
a possibilidade de empregar o grupo acetila ao invés do grupo benzila para evitar uma etapa

adicional de desprotecao, esta rota alternativa foi testada a fim de explorar a posicao 3.

0 on O oA i) TFA ~  OH ]
o ~\-OCH; Py o) oo OCMs i) trietil HO OCHj
ortoacetato AcO
63 67 CH3CN 68
p-TSOH '
ACO  a B0, O oac
& i) HCI 1,0 mol.L'! K Q
HO OCH
~ 3 o) ) OCH3
70 — 69 o

Esquema 12 - Rota alternativa para sintese de intermediario com hidroxila livre em C-3 (70).

A rota foi iniciada com acetilagdo das hidroxilas 2 e 6 do composto 63 com anidrido
acético em piridina para obtencdo de 2,6-di-O-acetil-3,4-O-(1-metiletilideno)-B-D-
galactopiranosideo de metila (67) com rendimento de 90%. Na proxima etapa foi realizada
desprotecéo das posi¢des 3 e 4 do composto 67 através da clivagem do anel isopropilideno
na presenga de acido trifluoracético em metanol para formagao de 68 (ndo isolado nessa
rota). Apos neutralizagdo do meio reacional com Et;N, foram adicionados acetonitrila,
ortoacetato de trietila e quantidade catalitica de acido para formagédo do composto 69 (nao
isolado) pela protecao temporaria das posicoes 3 e 4.

Na sequéncia, a desprotegdo da posi¢cdo 3 ocorreu durante etapa de extracao pela
presenca de acido (HCI 1,0 mol.L") resultando na obtencdo de 2,4,6-tri-O-acetil-B-D-
galactopiranosideo de metila (70) com rendimento de 23% (procedimento 1 descrito na
secdo de métodos). No espectro de RMN 'H (Anexo 6) foram observados os sinais
caracteristicos dos nove hidrogénios dos grupos acetila e auséncia dos hidrogénios
metilicos do anel isopropilideno. Adicionalmente, foi observado o deslocamento do sinal

correspondente a H-3 para campo mais alto (deslocado de 4,37 ppm para regidao de 3,8
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ppm) quando comparado ao material de partida 67, indicando auséncia de grupo protetor na
posigao 3.

A sintese do composto 70 a partir de 67, com baixo rendimento, ndo permitiu avaliar
se houve problema na protegdo das posigdes 3 e 4 do composto 68 com ortoacetato de
trietila e/ou na desprotecdo da posicdo 3 do composto 69, uma vez que foi feita em “one
pot”. Sendo assim, a rota foi refeita com objetivo de isolar todos os intermediarios reacionais

(Esquema 13).

OH  on i) 2,2 DMP OAc
HO o) OCH; ) DCM OCH,
CH3OH
48 p-TSOH
AcOH 80%
80 °C
i) trietil
ACO ac i) HCI BQ, O OAC ortoacetato M _onc
OCH OCH HO OCH
H AcO 8 8 DCM AcO s
70 68

Esquema 13 - Sintese por etapas do composto 68 para estudo de formacéo de 70.

A rota foi iniciada com protecdo das hidroxilas 3, 4 e 6 de 48 na presenga de 2,2
DMP e acido com subsequente clivagem do grupo MIP na presenca de metanol e &cido
(BARILI et al., 1986) para formacao de 63 (rendimento de 83%), o qual foi acetilado com
anidrido acético em piridina para obtengcdo de 67 com rendimento de 90%. Posteriormente,
foi realizada desprotecao das posicoes 3 e 4 (clivagem do anel isopropilideno) de 67 em
solugdo de &cido acético em agua (80%) e aguecimento (80 °C) (BARILI et al., 1986) para
obtencao de 2,6-di-O-acetil-B-D-galactopiranosideo de metila (68) com rendimento de 90%
(procedimento 1 descrito na se¢éo de métodos). No espectro de RMN 'H foram observados
0s sinais caracteristicos dos hidrogénios dos grupos acetila e auséncia dos hidrogénios do

anel isopropilideno.
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O rendimento global da sintese por etapas de 68 a partir de 48 foi considerado
satisfatério (67%). No entanto, é importante ressaltar que composto 68 também foi
sintetizado praticamente em “one pot” a partir de 48, isto é, as quatro primeiras etapas
mostradas no Esquema 13 foram feitas sem isolamento e purificagdo (procedimento 2
descrito na secao de métodos). Dessa forma, foi possivel reduzir tempo e também manter
bom rendimento global (63%) na sintese “one pot” de 68.

Em seguida, o composto 68 foi tratado com ortoacetato de trietila e quantidade
catalitica de p-TSOH para protecao das posicdes 3 e 4 e formagao de 69 (ndo isolado). No
entanto, a quantidade de reagente ortoacetato de trietila utilizada foi de 10 equivalentes
(procedimento 2 descrito na secdao de métodos) (PAULSEN et al., 1985) e ndo de 6
equivalentes (procedimento 1 descrito na secdo de métodos) (MUKHOPADHYAY:; FIELD,
2003) e a quantidade de p-TSOH (0,1 equivalentes) foi a mesma em ambos procedimentos.
Ap6s consumo de todo material de partida em 1 hora, a reacao foi neutralizada com Et3N.
Na sequéncia, ao invés de lavar a fase organica com HCI (1,0 mol.L"), o &cido foi
adicionado ao sistema reacional (procedimento 2 descrito na secdo de métodos) para
rearranjo do ortoéster e desprotecao da posi¢ao 3 para formagao de 70, com rendimento de
80%.

Segundo o mecanismo hidrélise de ortoéster em meio acido (Esquema 14), apés
clivagem da ligacao pela protonacao do oxigéncio em C-3 do acucar, ocorre ataque de uma
molécula de agua e subsequente protonagado do oxigénio do grupo etil para liberagéo e de

uma molécula de etanol e formacgao do éster na posi¢ao 4 do agucar.

H
. R EtQ EiG - Q
E0. O—% . E0) o— ETO%O— o— %70— >—o—»
K gi» — . HO _. HO) -EtOH
0—s Co— . ) HO— HO— HO—; HO—
+ H,0

Esquema 14 - Representacao geral do rearranjo do ortoéster em acido e desprotecéao da
posicdo 3 do composto 69.
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4.1.4 Estudos envolvendo sintese regiosseletiva para obtencao de intermediario com

hidroxila livre em C-4 ou C-6

Com o objetivo de explorar as posicoes 4 e 6 separadamente, foi proposta uma rota

com trés etapas, sendo duas comuns (a, b) e apenas uma diferente (c ou d) (Esquema 15).
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a) Bn(OCHj),, p-TSOH, CH,CN b) BnBr, NaH, DMF ¢) NaBH,CN, TFA, THF, 0 °C
d) LiAIH,, AICl;, DCM, E,0, 50 °C.

Esquema 15 - Rota de sintese de intermediarios com hidroxila livre em C-4 (58) ou C-6 (59).

De acordo com a literatura (ELLERVIK, 2003), um grande numero de acetais
aromaticos (benzaldeido dimetil acetal, 2-nitro benzaldeido dimetil acetal, benzofenona etc)
tem sido usado como grupos protetores em sintese. Esses grupos podem ser facilmente
introduzidos sob condi¢des acidas brandas e, sob condi¢gées acidas rigorosas, podem ser
clivados para fornecer um diol. Além disso, sob condigdes oxidativas ou redutivas fornecem
um derivado monoprotegido.

A rota foi iniciada com prote¢cdo do material de partida comercial com benzaldeido

dimetil acetal e quantidade catalitica de acido em acetonitrila para obtengdo de 4,6-O-
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(fenilmetileno)-B-D-galactopiranosideo de metila (56) com rendimento de 63% (LINDBERG
et al., 2002). No espectro de RMN 'H foram observados os sinais caracteristicos dos
hidrogénios aromaticos (multipletos na regido de 7 ppm) e do hidrogénio metinico do grupo
benzilideno (simpleto em 5,55 ppm). Acidionalmente, foi encontrado na literatura
(PANCHADHAYEE; MISRA, 2008) outro método cuja vantagem esta no alto rendimento, na
reducao do tempo reacional (de 24 horas para 2 horas) e na quantidade de benzaldeido
dimetil acetal (de 5 equivalentes para 1,1 equivalente). Sendo assim, o composto 56 foi
sintetizado a partir de benzaldeido dimetil acetal e iodo em acetonitrila com rendimento de
92% (procedimento 2 descrito na se¢éo de métodos).

Posteriormente, 56 foi tratado com hidreto de sodio e brometo de benzila em DMF
(OGAWA et al., 1980) para protecao das hidroxilas 2 e 3 resultando na formacao de 2,3-di-
O-(fenilmetil)-4,6- O-(fenilmetileno)-B-D-galactopiranosideo de metila (57) com rendimento de
80%. No espectro de RMN 'H foram observados os sinais caracteristicos dos hidrogénios
aromaticos com integral relativa a trés grupos fenila, bem como dos hidrogénios benzilicos
(dupletos, Jag 10,6 Hz, na regiao de 4,91 a 4,74 ppm).

Apesar do bom rendimento, € valido ressaltar que procedimentos (CORSARO et al.,
2004) empregando micro-ondas e outros reagentes (KOH e BnBr ou KOH e BnCl) foram
testados a fim de reduzir o tempo de reagcdo de 3 horas. Os resultados nao foram
satisfatérios uma vez que foi observada formacao de muitos subprodutos.

A proxima etapa da rota consistiu no estudo da clivagem regiosseletiva do anel

benzilideno do composto 57 para obtencédo dos intermediarios 58 e 59 (Esquema 16).

Ph
OH O/k OBn

OBn (@) OH
- —_— OCH
BnO ) OCH; BnO BrO OCH3 BnO Bn0 3
58 57 59

Esquema 16 - Clivagem regiosseletiva do anel benzilideno para obtengao dos
intermediérios 58 e 59.
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Acetais ciclicos sdo amplamente utilizados na protecdo de didis em virtude de sua
facil introducéo e de sua estabilidade frente a véarias condigbes reacionais. Em quimica de
carboidratos, um dos métodos mais usados € a formagdo e clivagem do anel 4,6-O-
benzilideno (STEVENIN et al., 2010). A clivagem redutiva do anel, formando éter benzilico
na posicao 4 ou 6, bem como a clivagem oxidativa, formando éster benzilico na posicao 4
ou 6, tém sido muito investigadas e varios reagentes tém sido introduzidos para formacao de
apenas um regioisémero (DARAGICS; FUGEDI, 2009) (STEVENIN et al., 2010).

Dentre o0s reagentes mais comuns para sintese do derivado 6-O-benzila esto:
NaBH;CN-HCI ou Et3SiH em combinagdo com TFA, TfOH ou BF;.Et,O. Por outro lado, a
sintese do derivado 4-O-benzila pode ser realizada com: LiAlH,-AICl3;, DIBAL-H e BH3;. THF
(DARAGICS; FUGEDI, 2009).

De acordo com a literatura (LIPTAK et al., 1975) a clivagem do anel benzilideno ndo
depende da configuracdo anomérica nem da natureza do substituinte na posicao 2, mas é
determinada pela presenca de um grupo volumoso (benzila) na posicdo 3. Segundo outro
autor (GAREGG et al., 1982), a direcao da clivagem depende também da disposigcao
estérica (exo ou endo) do grupo fenila ligado ao carbono metinico do anel benzilideno.

A diferenca de regiosseletividade promovida entre LiAIH4-AICI; e NaBH3;CN-HCI pode
estar no fato do acido de Lewis (AICI;) ser mais volumoso que o préton (HCI), tendendo a
coordenar com 0 oxigénio da posicdo 6 (menos impedido estericamente) (direcdo a)
(Esquema 17). A subsequente aproximacao e ataque do hidreto ao carbono benzilico leva a
formacdo do derivado 4-O-benzila. Por outro lado, como o préton é menos volumoso, o
equilibrio € governado pela diferenga de acidez dos oxigénios 4 e 6 (direcdo b). Dessa
forma, é favorecida a formagcdo do derivado 6-O-benzila (LEGGETTER; BROWN, 1963)

(GAREGG et al., 1982).
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Esquema 17 - Mecanismo possivel para clivagem regiosseletiva do anel benzilideno.

E valido ressaltar que a regiosseletividade e o rendimento dessas reagdes podem
variar de acordo com material de partida, volume dos grupos vizinhos, tipo de solvente,
concentracdo dos reagentes, temperatura, forca e volume do acido (Bronsted ou Lewis) e
presenca de tragos de agua (DARAGICS; FUGEDI, 2009).

Com relagéo a sintese do intermediario com hidroxila livre em C-4 (58), a primeira
reacao de clivagem regiosseletiva do composto 57 foi realizada com cianoboridreto de s6dio

e acido trifluoroacético em THF destilado a 0 °C (ROEN et al., 2003) (Esquema 18).

/k BnO OCH
0 NaBH,CN BnO ’
OCHs THF OH  oH
N
BnO OCHs

BnO
71

Esquema 18 - Clivagem total do anel benzilideno e formag¢éo do composto 71.

No espectro de RMN 'H do produto isolado foram observados apenas os sinais
caracteristicos dos hidrogénios benzilicos e dos hidrogénios aromaticos com integral relativa
a dois grupos fenila. Outrossim, a auséncia do sinal caracteristico do hidrogénio metinico do
grupo benzilideno (simpleto na regidao de 5 ppm) indica que o composto formado nesse

procedimento foi o 2,3-di- O-(fenilmetil)-B-D-galactopiranosideo de metila (71) (61%).
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Nesse caso, acido trifluoroacético foi substituido pelo acido acético, mas a reacao
nao ocorreu; visto que o acompanhamento por CCD indicou apenas presenca do material de
partida. Uma alternativa possivel (SRIKRISHNA; VISWAJANANI, 1995) foi substituir &cido
acético por BF;.Et;O, mas apenas material de partida e tracos do diol (71) foram
observados. Logo, essas alteragdes nao levaram a formagao do produto desejado 58.

Com objetivo de contornar o problema de clivagem total do anel benzilideno, foi
empregado outro método (SAKAGAMI; HAMAMI, 2000) (Esquema 19). A reagéo foi
realizada com trietilsilano (Et;SiH) e acido trifico em DCM e peneira molecular a -78 °C. O
tempo descrito para essa reagéo é de 1 hora, mas durante esse tempo foi observado por
CCD que havia exesso de material de partida e tragos do diol (71). Apds varias horas de

reacao sob as mesmas condigdes, nenhuma mudanca foi observada.

)P\h
o o Et,SiH OH  ogn
- % %O@
OCH OCH
BnO BnO 3 C BnO BnO 3
-78°C
57 58

Esquema 19 - Nova tentativa de clivagem regiosseletiva para sintese do intermediario 58.

Ainda com objetivo de solucionar o problema de clivagem total do anel benzilideno,
foi testado um método que utiliza cianoboridreto de sédio e iodo em acetonitrila destilada e
peneira molecular (RAO et al., 2010) (Esquema 20). Esse procedimento levou a formagao
do produto desejado 2,3,6-tri-O-fenilmetil-B-D-galactopiranosideo de metila (58) com
rendimento de 22%. O acompanhamento por CCD indicou consumo do material de partida e
formacgao do diol 71 (75%). Apesar da reacgao ter sido repetida em condi¢gdes mais brandas
para evitar clivagem total do anel (banho de gelo e adi¢éo lenta de iodo) nao foi possivel

aumentar o rendimento dessa etapa.
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Ph
0 OH oan
OCHs ~Ghon.  BnO-N—p 5\-OCH;
58

Esquema 20 - Sintese do intermediario com hidroxila livre em C-4 (58).

No espectro de RMN "H (Anexo 7) foram observados auséncia do sinal caracteristico
do hidrogénio metinico do grupo benzilideno e o deslocamento do sinal correspondente a H-
4 para campo mais alto (dupleto deslocado de 4,12 ppm para 4,04 ppm) quando comparado
ao material de partida 57, indicando a clivagem do grupo benzilideno na posicéo 4.
Adicionalmente, foram observados os sinais caracteristicos dos hidrogénios aromaticos com
integral relativa a trés grupos fenila e também dos hidrogénios benzilicos.

Apesar desse método ter sido promissor, o0 composto 71 foi utilizado como material
de partida na protecéo seletiva da hidroxila primaria (posi¢cédo 6) em detrimento da hidroxila

secundaria (posicao 4) por tritilagdo com cloreto de tritila e piridina (KOMIOTIS et al., 2006)

(Esquema 21).
" o OH omr
BnO OCH BnO OCH
A BnO 3 Py n BnO 3
o]
71 70°C 72

Esquema 21 - Etapa alternativa para sintese do intermediario com hidroxila livre em
C-4 (72) a partir do composto 71.

Dessa forma, o] composto 2,3-di- O-(fenilmetil)-6- O-(trifenilmetil)-B-D-
galactopiranosideo de metila (72) foi sintetizado com rendimento de 39%. Apesar do esforgo
para aumentar o rendimento dessa reagdo com adi¢do de catalisador (DMAP), aumento de
temperatura e de tempo reacional ndo foi possivel contornar o problema. No espectro de
RMN "H (Anexo 8) foram observados os sinais caracteristicos dos hidrogénios benzilicos
(dupletos, Jag 11,2 Hz, na regiao de 4,89 a 4,69 ppm) e dos hidrogénios aromaticos dos

grupos benzila e fenila (multipletos na regido de 7 ppm).
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Com relagao a sintese do intermediario com hidroxila livre em C-6 (59), a primeira
reacdo de clivagem regiosseletiva do composto 57 foi realizada de acordo com método
descrito por Ellis e col. (ELLIS et al., 2008) para um derivado a-D-glicopiranosideo de metila.
A reacao para clivagem regiosseletiva foi realizada com hidreto de litio e aluminio e cloreto
de aluminio em DCM / éter sob aquecimento, mas o resultado obtido foi insatisfatério pois

houve clivagem total do anel benzilideno (Esquema 22).

OBn
OH
o) o BnO I~ OCHj,
(0] 59
BnO
57

LiAIH,
AICI
50 °C BnO OCH
: BnO 3

71

Esquema 22 - Clivagem total do anel benzilideno e formag¢éao do composto 71.

Uma possibilidade de contornar o problema de clivagem total seria alterar algumag(s)
condicao(des) reacional(is) ou os reagentes. Sendo assim, a reacao foi repetida com os
mesmos reagentes e em condicbes brandas (temperatura ambiente e banho de gelo). Em
ambos os casos, a diminuicdo de temperatura ndo evitou de clivagem total, pois houve
formagcdo do composto 71 e nao foi observado consumo total do material de partida 57,
mesmo apos 24 horas de reacgao.

Outra alternativa testada foi a mudanga dos reagentes. Nesse caso, Tanaka e col.
(TANAKA et al., 2008) descreveram a clivagem regiosseletiva de outro monossacarideo (a-
D-glicopiranosideo de metila) com hidreto de diisobutilaluminio (DIBAL-H) em DCM ou
tolueno a 0 °C. Apo6s tentativa de clivagem empregando hidreto de diisobutilaluminio (DIBAL-
H) em DCM a 0 °C, a andlise do espectro de RMN 'H do produto isolado indicou auséncia
do sinal caracteristico do hidrogénio metinico do grupo benzilideno e os sinais

caracteristicos dos hidrogénios aromaticos (multipletos na regido de 7 ppm) foram
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integrados para 10 (ao invés de 15), sugerindo que o intermediario 59 nao foi obtido

(Esquema 23).

/PQ
(@) OBn OH
OCH
OCH3 C BnO Bn 3
0°C

O

Esquema 23 - Tentativa de clivagem regiosseletiva para formagéo do composto 59.

Considerando esse resultado preliminar insatisfatério e o fato de nao ter sido
encontrado na literatura um método especifico para abertura seletiva da posicao 6 do anel
benzilideno a partir do composto 57 (mas sim a partir de derivados a e 8 D-glicopiranosideos
de metila), foi proposta uma rota alternativa (CARVALHO et al., 2010a) para obtencdo de

um intermediario com hidroxila livre em C-6 (Esquema 24).

OCHj3 ~ S5 AcO OCHs AcO OCH,

Esquema 24 - Rota alternativa para sintese de intermediario com hidroxila livre em C-6 (74).

A primeira etapa (“one pot”) envolveu tosilacdo do material de 48 com cloreto de
tosila em piridina e subsequente per-O-acetilagdo com anidrido acético para obtencdo de
2,3,4-tri- O-acetil-6-(4-metilbenzenosulfonato)-p-D-galactopiranosideo de metila (73) com
rendimento de 56%. No espectro de RMN 'H foram observados os sinais caracteristicos dos
hidrogénios aromaticos e metilico (simpleto em 2,45 ppm) do grupo tosila. Também foram
observados os sinais caracteristicos dos hidrogénios dos grupos acetila.

No entanto, a etapa de clivagem do grupo tosila em meio acido para obtengéo do
composto 74 foi insatisfatoria, pois houve degradagéo do material de partida com formagao
de varios subprodutos. De acordo com a literatura (ANKNER; HILMERSSON, 2009) esse

resultado é possivel, uma vez que acidos fortes (HBr ou HCIO,) sdo usados para clivagem
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do grupo tosila e essas condigdes drasticas de reacao podem afetar outros grupos de
protecdo, além da clivagem da ligagao glicosidica. Existem outros métodos testados com
sucesso, mas os reagentes ndo sao prontamente disponiveis, por isso foi testada uma rota
alternativa envolvendo tritilag&o.

Dessa forma, a primeira etapa (“one pot”) da nova rota alternativa (Esquema 25)
envolveu tritilagdo do material de partida 48 com cloreto de tritila em piridina e subsequente
per-O-acetilagdo com adi¢ao de anidrido acético (KOMIOTIS et al., 2006) para obtencao de
2,3,4-tri- O-acetil-6-(trifenilmetil)-B-D-galactopiranosideo de metila (75) com rendimento de
82%. No espectro de RMN 'H foram observados os sinais caracteristicos dos hidrogénios

aromaticos do grupo tritila e dos grupos acetila.

OH  on yTror A9 ot AQ oy
OCH OCH OCH
HO HO % i) Ac0 A ™"ac0 3 Chyot A0 ™"a00 3
48 75 74

Esquema 25 - Nova rota para sintese de intermediario com hidroxila livre em C-6 (74).

A segunda etapa da rota consistiu na desprotecao seletiva da posi¢cdo 6 do composto
75. A primeira tentativa de clivagem do grupo tritila foi feita através de hidrogendélise (H.,
Pd/C) (FARKAS et al., 2009), mas apenas material de partida foi recuperado, mesmo apés
varios dias de reacdo. O fato de ter sido utilizado aparato convencional (bexiga contendo
hidrogénio) ao invés de hidrogenador, pode ter influenciado nesse resultado.

Contudo, a clivagem do grupo tritila também foi testada na presenca de iodo e metanol
(WAHLSTROM; RONALD, 1998) e através desse procedimento o intermediario 2,3,4-tri-O-
acetil-B-D-galactopiranosideo de metila (74) foi obtido com rendimento de 70%. No espectro
de RMN 'H (Anexo 9) foram observados os sinais caracteristicos dos hidrogénios dos

grupos acetila e auséncia dos hidrogénios aromaticos do grupo tritila.
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4.1.5 Estudos envolvendo sintese de derivados com acido succinico

Sob ponto de vista quimico, &cido succinico e seu anidrido sao caracterizados pela
reatividade dos grupos carbonilicos e também metilénicos. O reagente anidrido succinico
reage com alcoois para fornecer derivados monoésters de acido succinico, os quais também
podem ser esterificados a diésters (KIRK; OTHMER, 1991). Segundo mecanismo de
esterificacdo (Esquema 26), o catalisador DMAP reage com anidrido succinico gerando um

intermediario mais suscetivel ao ataque da hidroxila para formacao da ligacao éster.

anidrido

succinico S / S HO-R —= _—
Py/DMAP | (U | ) / | | |,)
P T d
o +\ . SN

X
OE

@)

I

+
/N

\
/

Esquema 26 - Representacdo do mecanismo de esterificagdo com anidrido succinico
em presenca de DMAP e piridina.

Uma vez sintetizados os intermediarios com hidroxila livre em diferentes posi¢ées do
anel, todos foram testados nas mesmas condicdes descritas na literatura para sintese de
derivados com acido succinico (LEMANSKI; ZIEGLER, 2000). O método utilizado nessa
etapa foi de simples execucdo e também satisfatério frente a compostos com diferentes
grupos protetores. No entanto, € importante ressaltar que os rendimentos obtidos
inicialmente foram baixos (50%) devido a problemas de extragédo, ou seja, perda de produto

na fase aquosa pela adi¢cao de HCI (1,0 mol.L") na fase de extragao do produto. O problema
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foi contornado coevaporando a mistura reacional com tolueno para remogéo da piridina
antes de lavar a fase orgénica com respectivo acido.

Inicialmente, o intermediario 62 foi tratado com anidrido succinico e quantidade
catalitica de DMAP em piridina para obtencéo do derivado butanodioato de 2,3,4,6-tetra-O-
acetil-a-D-galactopiranosila (76) com rendimento de 80% (Esquema 27). O rendimento
dessa etapa foi considerado satisfatério quando comparado a literatura (90%) (LEMANSKI;
ZIEGLER, 2000). No espectro de RMN 'H (Anexo 10) foram observados os sinais
caracteristicos dos hidrogénios metilénicos do &acido succinico (dois multipletos na regidao de
2,7 ppm) e apenas o sinal correspondente a H-1 (dupleto em 6,35 ppm) do anémero a (J; 2
3,6 Hz). Adicionalmente, no espectro de massas de alta resolugdo (Anexo 10.2) foi
observado o pico do ion [M+Na]: 471,1108 (calculado 471,1109) referente a massa

molecular do composto 76.

OAc OH
anidrido
succm|co NQO Hs HO O
AcO "OH Py/DMAP E o on
77

0]
O

Esquema 27 - Etapas da sintese do derivado com acido succinico na posigao 1 (77).

Posteriormente, o composto 76 foi tratado com quantidade catalitica de solugdo de
metéxido de sodio (1,0 M) em metanol (NITZ; BUNDLE, 2000) para promover O-
desacetilacdo. No espectro de RMN 'H (Anexo 11) foram observados os sinais
caracteristicos dos hidrogénios metilénicos do acido succinico (simpleto largo em 2,60 ppm)
e auséncia dos hidrogénios dos grupos acetila, o que caracterizou desprotecao.

No entanto, o procedimento adotado levou a formacao de mistura de anédmeros pois
foi observado o sinal correspondente a H-1 (dupleto em 4,52 ppm) do anémero B (Ji2 7,9
Hz) e H-1 (dupleto em 5,20 ppm) do composto a (J;» 3,3 Hz) na proporcédo de 1:2 (a/B).
Inicialmente esse resultado foi interpretado como inversao de configuracdo pelo ataque

intramolecular do ion carboxilato gerado no meio reacional basico na posi¢ao equatorial ()
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e consequente ruptura da ligacao éster original na posicao axial (a). No entanto, a anélise
por espectrometria de massas e RMN bidimensional (HMBC) do produto obtido indicou que

também houve clivagem da ligagao éster do acido succinico na posi¢ao 1 (Esquema 28).

AcO _OAc HO _oH
A o% 0 NaOChs Ho&j HCO
Y 3
AcO | CH5OH HO “oH + OH
76 OH 60 o}

o) éster do acido succinico

Esquema 28 - Clivagem do &cido succinico do derivado 76 por metandlise.

No espectro de massas de alta resolugdo (Anexo 11.2) nao foi observado o pico do
ion [M+Na]*: 303,0686 (calculado) correspondente a massa molecular do composto 77, mas
o pico do ion [M+Na]": 203,0541 (calculado: 203,0532) correspondente ao composto 60 e o
pico do ion [M+Na]*: 155,0319 (calculado: 155,0320) correspondente ao éster metilico do
&cido succinico. No espectro de RMN 'H (Anexo 11) também foi observado um simpleto em
3,65 ppm com integral relativa a trés hidrogénios (correspondente a metila do éster do acido
succinico) e no mapa de contornos HMBC (Anexo 11.3) ndo foi observada correlagéo entre
H-1 e a carbonila do acido succinico.

Na sequéncia, os demais intermediarios sintetizados (49, 64, 66, 70, 58, 72 e 74), a
partir do acucar comercial f-D-galactopiranosideo de metila (48), foram submetidos a reacéo

de esterificagdo com anidrido succinico (Esquema 29).

R3O0 R3O0
OR, o OR
o) anldrlld.o 6
R.O OCH succinico R.0 OCH
2 RO s Py / DMAP 2 R;O 3

49 Ry= OH, Ry=R3=C(CHa)y, Ry= MIP 78 Ry= COCH,CH,CO,H, Rp=R3=C(CHg)s, Ry= Tr
64 Ry= OH, Ry=R3=C(CHz),, Rq= Tr 79 Ry= COCH,CH,CO5H, Ry=R3=R,= Ac
66 R1= OH, R2=R3=R4= Ac 80 R2= COCHZCHQCOQH, R1=R3=R4= Ac
70 R2= OH, R1=R3=R4= Ac 81 R3= COCHZCHQCOQH, R1=R2=R4= Bn
58 R3= OH, R1=R;=R,4=Bn 82 Ry= COCH,CH,CO,H, Ry=Ro= Bn, Ry= Tr
72 R3= OH, R1=R2= Bn, R4= Tr 83 R4= COCH2CH2C02H, R1=R2=R3= Ac

74 R4= OH, R1=R2=R3= Ac

Esquema 29 - Etapa da sintese dos derivados com &cido succinico em todas as posi¢oes
do anel B-D-galactopiranosideo de metila.
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A partir dos intermediarios com hidroxila livre em C-2 (49, 64 e 66), foi possivel obter
0s derivados 2-butanodioato-3,4-O-(1-metiletilideno)-6- O-(trifenilmetil)-B-D-
galactopiranosideo de metila (78) (Anexos 12 - 12.2) e 3,4,6-tri-O-acetil-2-butanodioato-3-D-
galactopiranosideo de metila (79) (Anexos 13 - 13.3) com bons rendimentos (82% e 71%,
respectivamente). No entanto, nao foi possivel obter o correspondente derivado a partir de
49, pois 0 acompanhamento da reagao por CCD indicou presenca de mistura complexa de
dificil separagéo, possivelmente devido a instabilidade do grupo MIP.

A partir dos demais intermediarios (70, 58, 72 e 74) foi possivel obter os
correspondentes derivados com acido succinico 2,4,6-tri-O-acetil-3-butanodioato-3-D-
galactopiranosideo de metila (80) (Anexos 14 - 14.2), 4-butanodioato-2,3,6-tri- O-fenilmetil-3-
D-galactopiranosideo de metila (81) (Anexos 15 - 15.2), 4-butanodioato-2,3-di- O-(fenilmetil)-
6- O-(trifenilmetil)-B-D-galactopiranosideo de metila (82) (Anexos 16 - 16.2) e 2,3,4-tri-O-
acetil-6-butanodioato-B-D-galactopiranosideo de metila (83) (Anexos 17 - 17.2), com
rendimento de 80, 52, 85 e 71%, respectivamente.

No espectro de RMN 'H destes compostos foram observados os sinais
caracteristicos dos hidrogénios metilénicos do acido succinico (multipletos na regido de 2,7
ppm) e dos hidrogénios de cada grupo protetor. Através de comparagdo entre o0s
deslocamentos quimicos de hidrogénios dos intermediarios com hidroxila livre e seus
respectivos derivados com &cido succinico (tabela 2) foi possivel observar que houve
desblindagem pela formagao da ligagao éster. Adicionalmente, no espectro de massas de
alta resolucéo desses derivados foram observados os picos dos ions correspondentes aos
seus respectivos adutos com sédio [M+Na]*, exceto para o composto 78, o qual nao
apresentou o pico do fon calculado [M+Na]*: 577,2432. E importante destacar que todos os

derivados com &cido succinico obtidos sio inéditos na literatura.



Resultados e Discussdo

61

Tabela 2 - Comparagdo entre deslocamentos quimicos dos

intermediarios e seus respectivos derivados com acido succinico.

Intermediarios & 'H (ppm) Hidrogénios & 'H (ppm) Derivados

64 3,53
66 3,77
70 3,87-3,78
58 4,04
72 3,43-3,35
74 3,77

H-2

H-2

H-3

H-4

H-4

H-6a

H-6b

4,48 78
5,22 79
2,05 80
5,61 81
5,68 82
4,20

83
4,12

Por fim, os derivados foram submetidos a condi¢des de desprotecdo de acordo com

protocolos especificos e seletivos para cada grupo protetor (Esquema 30). Os compostos

79, 80 e 83 foram tratados com quantidade catalitica de solugdo de metéxido de sodio (1,0

M) em metanol (NITZ; BUNDLE, 2000) e os compostos 81 e 82 foram submetidos a

hidrogenolise (FARKAS et al., 2009).

RsO

R,0

79 R1= COCHQCH2CO2H, R2=R3=R4= Ac
80 R2= COCHQCH2CO2H, R1=R3=R4= Ac
81 Ry= COCH,CH,COH, Ry=Ry=Rq= Bn
82 R3= COCHQCH2CO2H, R1=R2= Bn, R4= Tr
83 Ry= COCH,CH5COH, Ry=Rp=Rs= Ac

OR,
R,0 OCHj _houi)

RsO

OR,
A
R,0 OCHs

RO

84 Ry= COCH,CH,CO,H, Rp=Rs=R,= H
46 Ry= COCH,CH,CO,H, Ry=Rs=R,= H
85 Rg= COCH,CH,CO,H, Ry=R,=R,= H
86 Ry= COCH,CH,CO,H, Ry=Ry=Rs= H

i) NaOCHjg, CH3OH (79, 80, 83) ii) H, Pd/C-10%, CHzOH, AcOH (81, 82)

Esquema 30 - Etapa de desprotegao dos derivados com acido succinico sintetizados.

Em relagdo & metandlise, foram observados nos espectros de RMN 'H (Anexos 18,

19 e 20) os sinais caracteristicos dos hidrogénios metilénicos do acido succinico (multipletos

na regiao de 2,7 ppm) e auséncia dos hidrogénios dos grupos acetila, caracterizando

desprotecdo e suposta obtencdo dos produtos desejados 84, 46 e 86. No entanto, a
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interpretacéo inicial desses resultados apenas por RMN 'H e '*C foi equivocada, uma vez
que andlises recentes de espectrometria de massas e RMN bidimensional (HMBC)
indicaram que também houve clivagem da ligacdo éster do acido succinico nas posicoes 2,

3 e 6 (Esquema 31).

R® _oR, HO _oH o
3
RZO&OCHS NaOCHs o OCHs  + OH
RO CH3OH HO 5
48 éster do acido succinico

79 R1= COCHQCHQCOzH, R2=R3=R4= Ac
80 R2= COCHQCHQCOZH, R1=R3=R4= Ac
83 R4= COCHQCHQCOZH, R1=R2=R3= Ac

Esquema 31 - Clivagem do acido succinico na posig¢ao 2 (79), 3 (80) e 6 (83) por metandlise.

Nos espectros de massas de alta resolugdo (Anexos 18.2, 19.2 e 20.2) foram
observados os picos dos ions [M+Na]": 217,0693 correspondente a massa molecular do
composto 48 e o pico do ion [M+Na]": 155,0319 (calculado: 155,0315) correspondente ao
éster metilico do &cido succinico. Nos espectros de RMN 'H (Anexos 18, 19 e 20) também
foi observado um simpleto em 3,67 ppm com integral relativa a trés hidrogénios
(correspondente a metila do éster do &cido succinico) e nos mapas de contornos HMBC
(Anexo 18.3) nao foi observada correlagéao entre os hidrogénios H-2 (84), H-3 (46) e H-6 (86)
e a carbonila do acido succinico. Dessa forma, nao foi possivel obter os derivados
desprotegidos por metandlise, mas outros métodos serdo investigados a fim de solucionar o
problema nessa etapa final.

Em relagdo a hidrogendlise, foi possivel obter o derivado desprotegido 4-
butanodioato-B-D-galactopiranosideo de metila (85) a partir de 81 com rendimento
quantitativo. No espectro de RMN 'H (Anexo 21) foram observados os sinais caracteristicos
dos hidrogénios metilénicos do acido succinico (dois multipletos na regido de 2,7 ppm) € no
espectro de massas de alta resolugao (Anexo 21.2) foi observado o pico do ion [M+Na]":
317,0843 (calculado 317,0843) referente a massa molecular do composto 85. Nas

condicdes empregadas, nao foi possivel obter o derivado 85 a partir de 82.
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4.2 Modelagem molecular

4.2.1 Triagem virtual baseada na estrutura de TcTS

Todo trabalho relacionado a modelagem molecular foi desenvolvido na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP - USP) sob supervisdo do Prof. Dr.
Carlos Henrique Tomich de Paula da Silva.

A triagem virtual para busca de potenciais inibidores de TcTS foi realizada na base
de compostos diverset com programa GOLD 3.1.1 (NISSINK et al., 2002). A subcolecao de
compostos diverset pertence a base de dados da empresa Chembridge e contém
aproximadamente 50.000 estruturas de moléculas pequenas com propriedades de farmacos
e abrangendo diversas caracteristicas farmacoféricas espaciais relevantes para a
manutengao de intera¢cdes com os mais diversos alvos moleculares. A partir dos célculos de
simulacao de “docking” flexivel no complexo cristalografico da enzima TcTS (cédigo 1MS8)
foram pré-selecionadas 2.000 moléculas com maior valor de escore, das quais foram

selecionadas 50 moléculas (tabela 3), novamente com base na fungao de escore.

Tabela 3 - Compostos selecionados da base de compostos diverset por triagem virtual
baseada na estrutura de TcTS.
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Na sequéncia, essas 50 moléculas foram submetidas ao processo de “rescore”, isto

€, foram geradas dez orientagdes (conformagdes) de maior escore para cada uma delas. No

momento, todas estas orientagcdes tém sido analisadas no sitio ativo de TcTS na busca de

um consenso entre as orientacdes de uma mesma molécula e o escore de cada conférmero.
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Na préxima etapa do trabalho, as 50 moléculas serdo confrontadas com os campos
de interacao molecular (MIFs) (Figuras 34 e 35), para selecionar aquelas que apresentarem
maior nimero de pontos de interacdo nas regides delineadas. Adicionalmente, as 50
moléculas poderédo ser confrontadas com os padrdes farmacoféricos gerados (Figuras 32 e
33).

Posteriormente, as melhores moléculas selecionadas desta etapa ainda serdo
submetidas a uma avaliacao minuciosa de suas interagcdes com os residuos de aminoacidos
fundamentais do sitio ativo. Por fim, os melhores compostos desta ultima avaliagdo seréao

adquiridos para ensaio de inibicdo com a enzima TcTS.

4.2.2 Determinacao do padrao farmacoférico a partir das estruturas de inibidores de

trans-sialidase

Atualmente, farmacéforo pode ser definido como um conjunto de atributos funcionais
essenciais (como caracteristicas eletrénicas e estéricas) que permitem que uma molécula
(ligante) interaja com um alvo-receptor especifico, desencadeando ou blogqueando sua
resposta biolégica (BUREAU et al., 2002; DROR et al., 2009).

A modelagem do farmacéforo € um método Uutil para identificar moléculas
promissoras, além de ser um mecanismo importante para triagem virtual eficaz, pois gera
um modelo para o desenvolvimento de futuros farmacos (BUREAU et al.,, 2002). Esse
modelo pode ser usado para constru¢ao de outras moléculas que possam manter a mesma
atividade, uma vez que o conceito de farmacéforo € baseado na premissa de que diferentes
grupos quimicos, como, por exemplo, grupos bioisésteros, podem apresentar os mesmos
tipos de interagdo com uma proteina, agrupando-se em uma mesma categoria de grupo
farmacofarico.

Com intuito de minimizar erros, foram utilizados dois métodos para derivagcdo do
padrao farmacoforico: o programa Discovery Studio e o web-servidor PharmaGist. Para esse

estudo, foram escolhidos 8 compostos (Figura 31) com as melhores atividades inibitérias de
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TcTS (ICso: 0,58 uM - 30,0 uM) relatadas na literatura (KIM et al., 2009 e ARIOKA et al.,

2010).
24 9 i
Oﬁ—N _ OH _ OH
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DRA® WORA®
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Sulfonamida (20) o Sulfonamida (21)
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(0] (0]
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OH O OH

Antraquinona (88)
Flavonoide (87) IC59 14,0 UM Quinolinona (89)
IC50 22,0 UM 1C50 30,0 uM

Figura 31 - Inibidores de TcTS escolhidos para derivagao do padrao farmacoférico.

Assim, foram consideradas as orientacbes relativas dos inibidores citados para
identificacdo de grupamentos quimicos comuns a todas as estruturas: i) grupos doadores de
ligacdo de hidrogénio, ii) aceptores de ligacdo de hidrogénio, iii) hidrofébicos (alifaticos e
aromaticos) e iv) positivos e/ou negativos ionizaveis. Na sequéncia, 0s grupos em comum a
todas as estruturas foram configurados de forma a contribuirem igualmente para a geracao
do farmacoéforo.

Dentre os modelos de farmacoforos obtidos pelo programa Discovery Studio (Figura

32) e pelo web-servidor PharmagGist (Figura 33), foi melhor avaliado o padrao farmacoférico
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segundo o qual um inibidor efetivo da enzima TcTS deva possuir 3 grupamentos quimicos
fundamentais: i) grupo hidrofébico aromatico, ii) grupo aceptor de ligagao de hidrogénio e iii)
grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio. E importante ressaltar que os dois modelos
foram gerados com apenas 5 inibidores (20, 44, 45, 87 e 88), uma vez que nao foi possivel

observar consenso no alinhamento dos 8 inibidores escolhidos inicialmente.

Grupo doador
de hidrogénio

Grupc hidrofdbico
aromatico

A B |
\___f ' B

‘ Grupos aceptores
: de hidrogénio N

Figura 32 - Determinagéo do padrdo farmacoférico de inibidores de TcTS obtidos pelo
programa Discovery Studio. Em A sdo observados os 5 inibidores
sobrepostos e em B, apenas o farmacéforo gerado.

Grupos aceptores
. de hidrogénio

Grupo hidrofobico
aromatico

. Grupo doador
de hidrogénio

Figura 33 - Determinagdo do padrdo farmacoférico de inibidores de TcTS obtidos
pelo web-servidor PharmaGist. Em A sdo observados os inibidores
sobrepostos e em B, apenas o farmacoforo gerado.
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Pode-se observar que os resultados obtidos nos dois métodos estdo em consenso,
logo, o modelo farmacoférico sugerido podera ser utilizado para filtrar moléculas
provenientes de triagem virtual ou no processo de triagem virtual baseada em ligante. O uso
de modelos farmacoféricos na etapa de triagem de compostos é um procedimento eficiente,
pois elimina rapidamente moléculas que ndo possuem caracteristicas necessarias, o que

melhora consideravelmente a qualidade dos resultados.

4.2.3 Determinacao dos sitios de interacao virtual a partir da topologia do receptor

(mapeamento do sitio ativo)

Muitos processos biol6gicos sdo determinados por interacées nao-covalentes entre
estruturas moleculares, como é o caso de enzimas e substratos. Um método para investigar
as condicOes energéticas da aproximagao entre moléculas € o da geracao de campos de
interacdo molecular (“Molecular Interaction Field” - MIF) (HOLTJE et al., 2003). Estes
campos descrevem a variacao de energia de interagdo entre um alvo molecular e uma prova
quimica, que reflete as caracteristicas quimicas de um fragmento quimico que podera
interagir com o alvo molecular.

Esse método permite predizer as interagdes intermoleculares baseando-se nos
critérios de reconhecimento molecular, fornecendo subsidios para proposicdo de novos
ligantes. Através dos MIFs gerados é possivel sugerir importantes pontos de interagao entre
um receptor e um ligante. Dessa forma, o mapeamento estereoeletrénico do sitio ativo de
TcTS foi obtido utilizando-se os seguintes grupos de prova quimicos: atomo de oxigénio de
carboxila alquilica e arilica, grupo hidroxila alquilico, 4&tomo de carbono sp?® aromatico e
carbono sp°.

De acordo com os resultados obtidos para os calculos de MIFs, o atomo de oxigénio
de carboxila alquilica (em lilas) e arilica (em vermelho) foi o que apresentou interagcdes mais

fortes (menor energia) com o sitio ativo de TcTS devido a fortes interagbes com a triade de
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argininas (Figura 34). E importante ressaltar que as regides energeticamente favoraveis

foram praticamente as mesmas para esses dois grupos de prova.

Asp 59 (4{”
S v
Tyr 119

Figura 34 - MIFs utilizando-se atomo de oxigénio de carboxila alquilica (em lilds, E = - 15,0
kcal/mol) e de oxigénio de carboxila arilica (em vermelho, E = - 15,0 kcal/mol).

Adicionalmente, foram verificadas regides favoraveis a ligacdes de hidrogénio do
grupo de prova hidroxila (em laranja) com os residuos de Tyr 119 e Asp 59 (Figura 35).
Também foi possivel visualizar regiées favoraveis a interacdes hidrofébicas de carbonos sp®
e sp® (em azul e amarelo, respectivamente) devido & presenca dos residuos Tyr119 e

Tyr342 no sitio catalitico da enzima (Figura 35).
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Asp 59 \é; Arg 35
_X‘/ Tyr 342

‘ﬁ\&@w

Tyr 119
JArg 314’
Glu 230 \?1-

3 Arg 245 t

Figura 35 - MIFs utilizando-se grupo hidroxila alquilica (em laranja, E = - 9,0 kcal/mol),
atomo de carbono sp® (em azul, E = - 10,0 kcal/mol) e 4tomo de carbono

sp? aromatico (em amarelo, E = - 3,2 kcal/mol).

Considerando os contornos de energia gerados a partir destes cinco grupos de prova
e para que uma molécula seja um inibidor promissor de TcTS é importante que a mesma
apresente i) grupo(s) carboxilato(s), pois sdo as interagdes mais favoraveis (menor energia);
i) grupos que permitam ligacées de hidrogénio (com € o caso de grupos hidroxilas) e iii)

grupos hidrofébicos, incluindo cadeia(s) alquilica(s) ou anel(eis) aromatico(s).
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4.3 Ensaios bioldgicos
4.3.1 Padronizacao do método fluorimétrico continuo

Alguns métodos para determinagao da atividade enzimatica de TcTS foram descritos
na literatura (LEE; KIM 2000; SCHRADER et al., 2003; NERES et al., 2006). Dentre eles, o
método fluorimétrico € um dos mais sensiveis e mede diretamente a liberagdo do grupo
fluorescente (fluoréforo) metil umbeliferona (Mu) a partir da clivagem da ligagéao glicosidica
do doador acido 2’-(4-metilumbeliferil)-a-D-N-acetilneuraminico (MuNANA) pela acédo de

TcTS (Esquema 32).

OH

HO COO'Na* COONa*
OH HO OH
AGHIN "L AcHN o O/%OH HO
+ HO
trans- snalldase

MuNANA lactose lactose sialilada metil umbeliferona

Esquema 32 - Reacdo de TcTS na presenga do doador MuNANA, como substrato doador, e
de lactose, como substrato aceptor, acompanhada em fluorimetro.

Inicialmente, estes ensaios foram explorados em estudos de atividade de
neuraminidases, incluindo a enzima de Influenza, mas atualmente tém sido empregados
também para analise de TcTS. No entanto, uma limitagdo esta justamente relacionada a
possibilidade dessa enzima atuar como hidrolase ao invés de transferase, uma vez que
tanto o acido sidlico livre quanto o fluoréforo (Mu) podem ter sido liberados no meio
reacional e o acido nao necessariamente ter sido incorporado em moléculas aceptoras
(NERES et al., 2006).

Apesar deste fato e também do preco do substrato MuNANA ser razoavelmente
elevado, houve grande interesse em padronizar o método fluorimétrico através da
determinacao dos parametros cinéticos de TcTS, como K, (constante de Michaelis-Menten)

e Vmax (velocidade maxima), a fim de empregar o método no ensaio de inibigao.
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A primeira etapa na padronizacdao do método foi estabelecer a melhor diluicdo
enzimatica através de um grafico que relaciona unidades de fluorescéncia (U.F.) e tempo
(minutos). Dessa forma, foi possivel avaliar todos os lotes da enzima TcTS fornecidos pelo
Prof. Dr. Sérgio Schenkman (Universidade Federal de Sao Paulo - UNIFESP).

O ensaio para cada lote (total de seis) foi realizado em placas de 96 pocos contendo
tampao fosfato pH 7,4 (50,0 uL), solugdo da enzima trans-sialidase recombinante em
diferentes diluigdes (25,0 uL) e MuNANA (25,0 yL de uma solugéo 0,4 mM). A fluorescéncia
liberada pelo composto foi monitorada a 25 °C durante 120 minutos (leitura em intervalos de
15 minutos) em comprimentos de onda de 360 nm (excitacdo) e 460 nm (emissdo). Todas
as reagOes foram realizadas em duplicata e seus dados foram analisados no programa

Excel (Figura 36).

Ensaio de diluigao de TcTS
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Figura 36 - Resultado gréafico do ensaio de diluigdo com duas amostras da enzima TcTS.

As curvas representadas no gréfico acima séao relativas a dois lotes da enzima (TcTS
1 e 2) em trés concentracdes diferentes: concentrada (sem dilui¢cdo), diluida 10 e 100 vezes.
O melhor padrao de curva é aquele em que se observa aumento gradual na atividade da
enzima até que se atinja o nivel de saturacdo ao longo do tempo. Nestes dois exemplos, isto

pbde ser observado apenas com o lote da enzima TcTS 1 diluida 100 vezes. No entanto, o
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outro lote (TcTS 2) ndo apresentou atividade por nao ter havido clivagem do substrato, por
isso a leitura em U.F. foi a mesma do controle negativo.

A presenga do controle negativo (75,0 uL de tampé&o + 25 yL de MuNANA) permitiu
demonstrar que na auséncia da enzima ndo houve liberagdo espontanea do fluoréforo e,
portanto, a leitura de fluorescéncia feita pelo aparelho se refere apenas a atividade de
clivagem da ligagdo glicosidica do doador MuNANA pela TcTS. Entre todos os lotes
testados, apenas trés enzimas estavam ativas. O perfil hiperbdlico das outras duas enzimas
foi observado em diluicdes de 1:10 e 1:20.

A segunda etapa para padronizacdo do método foi reproduzir os valores de Ky, € Viax
apresentados na literatura (NERES et al., 2006) a fim de avaliar a atividade enzimdtica dos
lotes de TcTS. K, é equivalente a concentracdo de substrato na qual a velocidade inicial
(Vo) é igual a metade de V., € indica a afinidade de uma enzima pelo seu substrato. Logo,
quanto menor for o valor de K, maior sera a afinidade da enzima pelo substrato.

O método fluorimético pode ser continuo ou descontinuo. O método descontinuo
esta relacionado a experimentos nos quais a reagdo enzimatica é lida isoladamente
(aliquotas) e somente apds sua interrupcao com Na,CO; o fluoréforo é lido pelo fluorimetro.
Por outro lado, no método continuo a leitura da fluorescéncia resultante da liberacdo de
metil umbeliferona é feita ao longo de todo periodo de incubacédo, acompanhando a reacéo
durante todo o processo de conversao e nao apenas no final.

De acordo com a literatura (NERES et al., 2006), foi demonstrado que apenas o
método descontinuo foi apropriado para determinacao de K, e V. €em uma ampla faixa de
concentracdo do substrato MuNANA (Kn= 0,68 + 0,04 MM e Vua= 1,32 + 0,03 x 10*
U.F./min). Contudo, houve interesse em reproduzir os valores de K, e V. através do
método continuo, uma vez que sua execugao € mais facil.

O ensaio para calcular estas constantes foi realizado em placas de 96 pocos
contendo tampao fosfato pH 7,4 (50,0 pL), solucdo da enzima trans-sialidase devidamente
diluida (25,0 uL) e MuNANA (25,0 uL em diferentes concentragdes). A fluorescéncia liberada

pelo composto foi monitorada a 25 °C durante 10 minutos (leitura em intervalos de 1 minuto)
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em comprimentos de onda de 360 nm (excitacdo) e 460 nm (emisséo). Todas as reacdes
foram realizadas em duplicata e seus dados foram analisados no programa Prisma 4.0.

A partir do grafico gerado pelo programa, que relaciona U.F. e tempo de reagéo, foi
calculada a velocidade de reacao para cada concentracdo através de regressao linear, que
forneceu o valor do angulo de inclinagao de cada uma das retas. Dessa forma, foi construido
um gréfico que relaciona V, e concentracao do substrato (Figura 37), pois K, € Vimax podem

ser calculados quando V, é medida em funcao de varias concentragdes de substratos.

[MuNANA] vs. Velocidade
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Figura 37 - Curva de Michaelis-Menten levando em consideracdo o angulo de cada reta

apresentada no grafico relaciona U.F. e tempo de reagéo.

Através da construcdo do grafico acima sé € possivel calcular valores aproximados
de K, e Vnax A equacao matematica que descreve este grafico é a equagédo de Michaelis-

Menten (Figura 38):
I.-,I-'nri‘\' [LS‘]

‘J _—

K, +[8]

Figura 38 - Equacdo matematica de Michaelis-Menten, onde V, é a velocidade inicial; [S] é
a concentracao de substrato; V.« € a velocidade maxima e K., a constante.
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No entanto, a determinagcado precisa destes parametros cinéticos pode ser obtida
quando os dados séo langados em um grafico linear, que representa uma equagao do tipo y
= ax + b. Através da modificacdo algébrica da equagao de Michaelis-Menten, inversao dos
dois lados da equacéo, chega-se a equacao abaixo (Figura 39):

1 K, 1 1

X k]
]_1 ." [ ] ."
0 I max LS I meax

Figura 39 - Equagéo matematica de Michaelis-Menten representada na forma inversa.

A representacado grafica dessa equacao que relaciona reciproca de Vo, (1/Vy) e
reciproca da concentragdo de substrato (1/[S]) fornece uma linha reta com inclinagao

Kn/Vmax €m um grafico duplo-reciproco ou Lineweaver-Burk (Figura 40).
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Figura 40 - Duplo-reciproco da curva de Michaelis-Menten para célculo de Ky, € V.

O ponto onde esta reta intercepta a abscissa € igual a - 1/K;, e onde intercepta a
ordenada é igual a 1/V.x. Experimentalmente temos que - 1,45 = - 1/K,,; entdo K., = 0,69

mM (K., da literatura = 0,68 mM). Sendo K, = Vinax /2; €nt80 Vimax = 1,38 x 10* U.F./min (Vimax
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da literatura = 1,32 x 10* U.F./min). Uma vez que os valores de K, € Vpa foram
devidamente reproduzidos, o método fluorimétrico continuo foi empregado no ensaio de

inibicdo de TcTs.
4.3.2 Ensaio de inibicao

O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos contendo tampéo fosfato pH 7,0 (25,0
pL), solucdo diluida da enzima trans-sialidase (25,0 yL), solugdo do derivado desprotegido
com &cido succinico (85), B-D-galactopiranosideo de metila (48) e acido succinico (25,0 pL
de uma solugdo 4,0 mM) (Figura 41) e solucado de substrato MuNANA (25,0 yL de uma
solugcao 0,4 mM). Sabendo que o volume final em cada poco foi de 100,0 uL, a concentragéao
final dos compostos e de substrato foi quatro vezes menor no pogo, ou seja, 1,0 mM dos

compostos e 0,1 mM de substrato.

OH

(@)
0]
O OH HO  oH ?
% % HONOH
OCHj, OCHjs
HO HO HO HO o}
85 48 acido succinico

Figura 41 - Compostos testados no ensaio de inibicao de TcTS.

O ensaio também foi realizado com controle negativo, isto €, auséncia de um inibidor
na reacao (50,0 uL de tampéo + 25,0 uL de enzima + 25,0 yL de MuNANA), e com controles
positivos DANA (2-desoxi-2,3-dehidro-N-acetil acido neuraminico) e piridoxal fosfato (Figura
42). Os compostos utilizados como controle positivo estdo descritos na literatura como

inibidores de TcTS (NERES et al., 2007).
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Figura 42 - Estrutura dos compostos utilizados como controle positivo.

Dessa forma, os resultados do ensaio de inibicdo da enzima TcTS com esses

compostos, na concentragéo de 1,0 mM, estdo apresentados abaixo (Figura 43).

Ensaio de inibicao de TcTS
100-

% inibicao
3

Compostos (1,0 mM)

Figura 43 - Resultado do ensaio de inibicdo de TcTS na concentragédo de 1,0 mM.

Com base na figura 43, é possivel observar a inibicdo da enzima trans-sialidase na
presenca do derivado sintetizado 85 (56%). Foram testados também o carboidrato 48 (0%) e
0 &cido succinico (3%) para mostrar que estes compostos ndo sao inibidores potenciais na
concentracao testada (1,0 mM). O composto 85 apresentou porcentagem de inibicao

superior quando comparado ao DANA (30%) e inferior ao piridoxal fosfato (70%). Este
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resultado foi bastante promissor e abre perspectiva para estudo das demais posi¢des, para
o estabelecimento da relacdo entre a posigdo de grupos substituintes no agucar, com
grande diversidade quimica, e a taxa de inibicdo da enzima trans-sialidase. E importante
destacar que o trabalho desenvolvido é inédito e permitira que novos e potenciais inibidores
de ftrans-sialidase de T. cruzi sejam sintetizados de forma regiosseletiva e com bons

rendimentos pelo emprego dos métodos otimizados aqui descritos.

4.3.3 Ensaio de atividade tripanocida e citotoxica

O composto 85 também foi testado em ensaios in vitro, envolvendo a forma
tripomastigota de T. cruzi cepa Talahuen e usando benznidazol (Bz) como controle, na
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP - USP) sob superviséao do Prof. Dr. Jodo
Santana da Silva (SILVA et al., 2006; GUEDES et al., 2010). De acordo com o grafico
(Figura 44), o valor da atividade tripanocida foi baixo (inferior a 40%) mesmo na
concentracao mais elevada (0,5 mM). Por outro lado, de acordo com o resultado do ensaio
de citotoxicidade (Figura 45), realizado em cultura de células de bago de camundongos,
nenhuma citotoxicidade foi observada mesmo na concentracao de 0,5 mM.

Na verdade, as atividades de inibicAdo da enzima TcTS (56%) e tripanocida (40%)
nao se correlacionam diretamente, pois para estudar o impacto da inibicdo enzimatica sobre
a morte parasitaria é necessario a realizagdo de experimentos especificos de invasao

celular, os quais poderao ser realizados futuramente.
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Figura 44 - Atividade tripanocida do composto 85 em relagdo ao farmaco de referéncia
benznidazol (Bz).
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Figura 45 - Porcentagem de morte celular causada pelo composto 85 e benznidazol (Bz),
avaliados em ensaios de cultura de células de bago de camundongos.
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5. CONCLUSOES

A pesquisa bibliografica ao longo do trabalho foi fundamental para expansao dos
objetivos propostos inicialmente de sintese, com a finalidade de gerar maior diversidade
estrutural de andlogos de galactose. Frente as dificuldades encontradas na sintese, é
importante destacar que os métodos utilizados na preparacédo de varios compostos foram
reavaliados, repetidos e/ou alterados a fim de que os rendimentos fossem otimizados. Em
alguns casos, nos quais os resultados permaneceram insatisfatorios, foram propostas rotas
alternativas para sintese de outros intermediarios. Dessa forma, o trabalho permitiu a
sintese e elucidagao estrutural de varios intermediarios galactosidicos, bem como de seus
derivados com acido succinico em todas as posicdes do anel, os quais sao inéditos na
literatura. Na etapa de desprotecdo dos grupos acetila houve clivagem do acido succinico
por metandlise, logo outros métodos precisam ser investigados para solucionar o problema.
A desprotecao dos grupos benzila permitiu a obtencdo do derivado com acido succinico na
posicao 4 (85). O maior tempo investido na sintese dos intermediarios impossibilitou o
trabalho com &cido benzoico, também proposto incialmente no trabalho.

Com relacdo aos estudos de modelagem molecular, os resultados obtidos na
determinagéo do padrdo farmacoférico a partir dos melhores inibidores de trans-sialidase e
na determinacao dos sitios de interacao virtual a partir do mapeamento do sitio ativo foram
importantes, pois conduzirdo o grupo de pesquisa a um consenso quanto aos campos
moleculares, que serdo usados como “filtros” para as 50 moléculas selecionadas na base de
compostos diverset a partir da triagem virtual baseada na estrutura da enzima. Apos esse
estudo, os melhores compostos serdo adquiridos para ensaio de inibicdo com TcTS.

Por fim, o método fluorimétrico continuo foi padronizado com sucesso permitindo a
realizacdo do ensaio de inibicdo de TcTS na presenca do derivado de galactose 85. A
inibicdo de 56% foi bastante promissora e abre perspectiva para investigacdo da relacao
entre a presencga de &cido succinico nas demais posi¢cdes da unidade galactosidica e a taxa

de inibicdo da enzima trans-sialidase.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1 MATERIAIS

Aparelhagem Analitica:
» Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e carbono (RMN 'C):
Bruker Advance DRX 300, DRX 400 e DPX 500
e Espectroscopia na regidao do Infravermelho: Nicolete Protege 460
e Espectrometro de Massas de alta resolu¢do: Bruker Daltonics micrOTOF Il - ESI-TOF

e Fluorimetro: Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader

Aparelhagem Laboratorial:
e Evaporador Rotatério: Bichi RE121
e Agitador magnético: IKA RCT basic
e Bomba de alto vacuo: Precision Model D 150
e Balancgas: Mettler PE 400/ Sartorius BP 121S
e Luz ultra-violeta: Spectroline CM-10
 Cromatografia Flash de Alta Eficiéncia (CFAE): Biotage Horizon™

e Pipeta multicanal: Eppendorf

Solventes, Reagentes e Outros Materiais
e As Cromatografias em Camada Delgada (CCD) e em Camada Preparativa (CCP)
foram realizadas utilizando placas de silica-gel 60 GFzs, da MERCK®.
¢ 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

métodos descritos na literatura (PERRIN et al., 1980).
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6.2 METODOS
6.2.1 Sintese

6.2.1.1 Estudos envolvendo sintese regiosseletiva para obtencdao de intermediario

com hidroxila livre em C-1

1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-galactopiranose

AcO 5 OAc
A é&h
¢ 3 AcO 1

61

OAc

A uma suspensado do material de partida comercial D-galactose (60) (5,0 g; 27,8
mmol) em anidrido acético (Ac,O) (25,0 mL) foi adicionado iodo (I) (0,25 g; 1,0 mmol) e o
sistema foi agitado a temperatura ambiente. Ap6és 1 hora, todo agucar havia se dissolvido
formando uma solugéo castanho escura. O acompanhamento da reagao por CCD [Hexano:
Acetato de Etila (AcOEt) 1:1 (v:v)] mostrou a formagao de apenas um produto. A mistura
reacional foi vertida em funil de separacao contendo diclorometano (DCM) e foi lavada com
solugdo de tiossulfato de sddio (Na,S.03;) 5%. Em seguida, a fase aquosa foi lavada (2
vezes) com DCM. As fases orgénicas foram reunidas e neutralizadas com solugéo saturada
de carbonato de sdédio (Na,CO3;). Apds secagem com sulfato de sédio (Na,SQO,), filtracao e
concentracdo sob pressao reduzida da fase organica foi obtido um 6leo amarelo claro, que
foi cristalizado durante a secagem em alto vacuo. O composto 61 foi obtido com rendimento
de 96% (10,8 g: 26,7 mmol). A proporcao entre os andémeros a/p foi 5:1.

Dados do composto a: &4 (ppm) (CDCl;, 400 MHz) 6,38 (1H, d, J;» 1,7 Hz, H-1), 5,51
(1H, dd, J34 2,5 Hz; Jy5 1,3 Hz, H-4), 5,34 (2H, t, J>5 1,7 Hz, H-2, H-3), 4,35 (1H, ddd, J,5 1,3
Hz; Js 60 6,6 HZ; J564 7,8 Hz, H-5), 4,10 (2H, dd, Js6 6,8 Hz; Jsaer 10,6 Hz, H-6a, H-6b), 2,17-

2,01 (15H, 55, 5 COCHj).
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2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-galactopiranose
AcO OAc
N
AcO A0 OH
62
O reagente hidrazina acética (H,NNH,.CH3;CO,H) (1,3 g; 13,8 mmol) foi adicionado a
solugcdo do composto 61 (5,4 g; 13,8 mmol) em dimetilformamida (DMF) (15,0 mL) e a
reacao foi mantida sob agitacdo durante 16 horas a temperatura ambiente. Em seguida, o
sistema foi diluido com AcOEt e lavado com solugéao saturada de cloreto de sédio (NaCl) e
agua. A fase organica foi seca com sulfato de magnésio (MgSQ,), filtrada e concentrada. A
mistura foi purificada por CCC [Hexano: AcOEt 6:4 (v:v)] para obtencdo do composto 62
com rendimento de 70% (3,4 g; 9,7 mmol) na proporgao o/f3 3:1.
Dados do composto a: &4 (ppm) (CDCl;, 400 MHz) 5,53 (1H, t, J;» 3,5 Hz, H-1), 5,48
(1H, dd, J34 3,5 Hz; Js5 1,2 Hz, H-4), 5,42 (1H, dd, J;» 3,5 Hz; J,3 10,8 Hz, H-2), 5,17 (1H,
dd, J>3 10,8 Hz; J34 3,5 Hz, H-3), 4,48 (1H, dt, J;5 1,2 Hz; Js 6 6,3 Hz, H-5), 4,14 (1H, dd, Js 6,
6,6 Hz; Jsaeo 11,1 Hz, H-62), 4,08 (1H, dd, Js 6, 6,8 Hz; Jsaen 11,1 Hz, H-6b), 3,12 (1H, dd, J

1,2 Hz; J3,5 Hz, OH), 2,15-2,00 (12H, 4 s, 4 COCHs).

6.2.1.2 Estudos envolvendo sintese regiosseletiva para obtencdo de intermediario

com hidroxila livre em C-2

3,4-0-(1-metiletilideno)-6-O-(1-metoxi-1-metiletil)-B-D-galactopiranosideo de metila

J<OCH3
0O o
o)
OCHj
© HO

49
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Procedimento 1
A uma suspensao do material de partida comercial B-D-galactopiranosideo de metila
(48) (0,1 g; 0,51 mmol) em 2,2 dimetoxipropano (2,2 DMP) (3,0 mL) foi adicionado &cido p-
toluenossulfénico (p-TSOH) (0,02 g; 0,10 mmol). Apds 48 horas sob agitacao a temperatura
ambiente, a reacdo foi neutralizada com trietilamina (EtzN) e a mistura foi concentrada e
purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 10 mL/min; solvente: Hexano/AcOEt; gradiente:
0-60% e 60-60% (v:v)]. O composto 49 foi obtido com rendimento de 40% (0,06 g; 0,20
mmol).
Procedimento 2
A uma suspensdao do material de partida 48 (0,1 g; 0,51 mmol) em 22
dimetoxipropano (2,2 DMP) (10,0 mL) foi adicionado acido p-toluenossulfénico (p-TSOH)
(0,009 g; 0,05 mmol). Apds 24 horas sob agitagdo a temperatura ambiente, a reagao foi
neutralizada com trietilamina (Et;N), concentrada, coevaporada com tolueno e purificada por
CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 10 mL/min; solvente: Hexano/AcOEt; gradiente: 0-60% e 60-
60% (v:v)]. O composto 49 foi obtido com rendimento de 90% (0,14 g; 0,46 mmol).
O (ppm) (CDCls, 500 MHz) 4,17 (1H, dd, Js4 5,3 Hz; J;5 2,0 Hz, H-4), 4,10 (1H, d,
Ji2 8,2 Hz, H-1), 4,06 (1H, dd, J.3 7,3 Hz; J34 5,4 Hz, H-3), 3,87 (1H, dt, Js5 2,0 Hz; J56 6,3
Hz, H-5), 3,72 (2H, d, Js¢ 6,3 Hz, H-6a, H6-b), 3,56-3,52 (4H, m, H-2, OCHS,), 3,24 [3H, s,
C(OCH:)(CHa3),], 2,36 (1H, d, J 2,2 Hz, OH), 1,52 [3H, s, C(CH),], 1,37 [3H, s,

C(OCHs)(CHSs)2], 1,36 [3H, s, C(OCHs)(CHs)2], 1,34 [3H, s, C(CHj)a].

3,4-0O-(1-metiletilideno)-B-D-galactopiranosideo de metila

O  oH
N
OCH
© HO ’
63

A uma suspensao do material de partida 48 (0,5 g; 2,58 mmol) em 2,2 DMP (20,0

mL) foi adicionado p-TSOH (0,025 g; 0,145 mmol). Ap6s 5 horas sob agitacao a temperatura
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ambiente, a reacao foi neutralizada com Et3N e concentrada. Na sequéncia, DCM (20,0 mL),
metanol (5,0 mL) e p-TSOH (pH 6) foram adicionados a mistura reacional, que foi agitada
durante 1 hora a temperatura ambiente. Por fim, a reacdo foi neutralizada com Et3N,
concentrada e cristalizada em Acetona: Hexano para isolamento do composto 63 com
rendimento de 83% (0,5 g; 2,14 mmol).

O (ppm) (CDCl3, 500 MHz) 4,17 (1H, dd, Js4 5,4 Hz; J,5 2,1 Hz, H-4), 4,12 (1H, d,
Ji2 8,3 Hz, H-1), 4,10 (1H, dd, J.5 7,3 Hz; J34 5,7 Hz, H-3), 4,04-3,98 (1H, m, H-5), 3,90-3,83
(2H, m, H-6a, H6-b), 3,57 (3H, s, OCH>), 3,54 (1H, dd, J;» 8,0 Hz; J>5 2,1 Hz, H-2), 2,46 (1H,
d, J 2,3 Hz, OH), 2,16 (1H, dd, J 3,6 Hz; J 9,3 Hz, OH), 1,52 [3H, s, C(CH3),], 1,35 [3H, s,
C(CHs)].

3,4-0-(1-metiletilideno)-6-O-(trifenilmetil)-B-D-galactopiranosideo de metila

O  orr
%
OCHj
© HO

64

A uma suspensao do material de partida 63 (0,24 g; 1,03 mmol) em Py destilada (3,5
mL) foi adicionado TrCl (0,420 g; 1,50 mmol) e o sistema foi mantido sob agitagdo durante
24 horas a 70 °C. Posteriormente, a mistura reacional foi coevaporada com tolueno, diluida
com AcOEt e lavada com agua. A fase organica foi seca com MgSQ,, filtrada, concentrada e
purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 10 mL/min; solvente: Hexano/AcOEt; gradiente:
0-30% e 30-30% (v:v)]. O composto 64 foi obtido com rendimento de 47% (0,23 g; 0,48
mmol).

on (ppm) (CDCl3, 500 MHz) 7,48 (6H, d, Jono 7,2 Hz, CH arom.), 7,31 (6H, t, Jono 7,5
Hz, CH arom.), 7,28-7,23 (3H, m, CH arom.), 4,25 (1H, dd, J;4 5,4 Hz; J,5 2,0 Hz, H-4), 4,09-
4,04 (2H, m, H-1, H-3), 3,80 (1H, dt, Js5 2,0 Hz; Js6 6,5 Hz, H-5), 3,55 (3H, s, OCH,), 3,53
(1H, dd, J;» 7,8 Hz; J,53 9,8 Hz, H-2), 3,50-3,46 (2H, m, H-6a, H6-b), 2,40 (1H, sl, OH), 1,49

[3H, s, C(CHa)2], 1,37 [3H, s, C(CHa)a].
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2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosideo de metila

AcO OAc
Ny
AcO OCH3
¢ AcO
65

A uma suspensao do material de partida 48 (0,20 g; 1,08 mmol) em anidrido acético
(2,0 mL) foi adicionado iodo (0,025 g; 0,010 mmol) e o sistema foi agitado a temperatura
ambiente. Ap6s 1 hora, a mistura reacional diluida com DCM, lavada com solugédo de
tiossulfato de sédio 5% e neutralizada com carbonato de sédio. A fase organica foi seca com
MgSO,, filtrada e concentrada. O composto 65 foi obtido com rendimento de 92% (0,34 g:
0,95 mmol).

Ou (ppm) (CDCl3, 500 MHz) 5,39 (1H, dl, J;4 2,7 Hz, H-4), 5,20 (1H, dd, J;» 8,1 Hz;
Jo3 10,5 Hz, H-2), 5,02 (1H, dd, J.3 10,5 Hz; J34 3,4 Hz, H-3), 4,40 (1H, d, J;» 8,1 Hz, H-1),
4,20 (1H, dd, Jsea 6,6 Hz; Jsaen 11,2 Hz, H-62), 4,13 (1H, dd, Jsep 7,1 HZ; Jeaepr 11,2 Hz, H-

6b), 3,91 (1H, 1l, Js¢ 6,6 Hz, H-5), 3,52 (3H, s, OCHa), 2,15-1,98 (12H, 4 s, 4 CH,CO).

3,4,6-tri-O-acetil-B-D-galactopiranosideo de metila
AcO OAc
N
AcO ~ OCH3

66
A uma suspensao do composto 65 (0,32 g; 0,88 mmol) em uma mistura de tampao
fosfato (0,1 M pH 7) (9,0 mL) e acetona (1,0 mL) foi adicionada a enzima triacilglicerol lipase
de suino (0,21 g) e o sistema foi agitado a temperatura ambiente por 5 dias. Posteriormente,
a mistura reacional foi diluida com AcOEt, filtrada sobre celite e lavada com agua. A fase
organica foi seca com MgSQ,, filtrada, concentrada e purificada por CFAE [coluna: 12 mm;
fluxo: 10 mL/min; solvente: Hexano/AcOEt; gradiente: 0-45% e 45-45% (v:v)]. O composto

66 foi obtido com rendimento de 32% (0,09 g: 0,28 mmol).
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On (ppm) (CDCl;, 300 MHz) 5,36 (1H, dd, J54 3,4 Hz; J,50,9 Hz, H-4), 4,90 (1H, dd,
Jo3 10,3 Hz; Js54 3,4 Hz, H-3), 4,27 (1H, d, Ji» 7,8 Hz, H-1), 4,17 (1H, dd, J564 6,5 HZ; Jsaep
11,2 Hz, H-6a), 4,09 (1H, dd, Js¢, 6,8 Hz; Jsaep 11,2 Hz, H-6b), 3,89 (1H, dt, J,50,9 Hz; Js6
6,8 Hz, H-5), 3,77 (1H, dd, Ji» 7,8 Hz; J,5 9,9 Hz, H-2), 3,57 (3H, s, OCHjs), 2,64 (1H, s,

OH), 2,11-2,03 (9H, 2 s, 3 CH,CO).

6.2.1.3 Estudos envolvendo sintese regiosseletiva para obtencdo de intermediario

com hidroxila livre em C-3

4-acetil-2,6-di- O-(fenilmetil)-B-D-galactopiranosideo de metila

AcO OBn
%O@
OCH
H 3
© BnO
55

A uma suspensao do material de partida 48 (0,1 g; 0,51 mmol) em acetonitrila
destilada (CH3;CN) (3,5 mL) foram adicionados os reagentes ortoacetato de trietila (0,14 mL;
0,77 mmol) e p-TSOH (0,009 g; 0,05 mmol). Apdés 1 hora sob agitacdo a temperatura
ambiente, a reacao foi neutralizada com Et;N para adicao de hidreto de sddio disperso em
6leo mineral (60%) (NaH) (0,03 g; 0,77 mmol) e brometo de benzila (BnBr) (0,07 mL; 0,62
mmol). Apds 1 hora sob agitagdo, metanol (0,5 mL) foi adicionado para destruir excesso de
NaH e a mistura reacional foi diluida com DCM, lavada com solucdo de HCI (1,0 mol.L™") e
neutralizada com solugdo de NaHCO; saturada. A fase organica foi seca com MgSO,,
filtrada, concentrada e purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 10 mL/min; solvente:
Hexano/AcOEt; gradiente: 0-30% e 30-30% (v:v)]. O composto 55 foi obtido com rendimento
de 16% (0,033 g; 0,08 mmol).

On (ppm) (CDCls, 500 MHz) 7,37-7,27 (10H, m, CH arom.), 5,40 (1H, d, J 3,2 Hz, H-
4), 4,94 e 4,66 (2H, AB, Jag 11,3 Hz, CHsPh), 4,56 € 4,47 (2H, AB, Jas 11,9 Hz, CH.Ph), 4,32

(1H, d, ;2 7,7 Hz, H-1), 3,80-374 (2H, m, H-3, H-5), 3,59 (3H, s, OCHj), 3,56 (2H, dd, Jss
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6,5 Hz; Jsaen 11,3 Hz, H-6a, H-6b), 3,48 (1H, dd, J;> 7,9 Hz; J.5 9,5 Hz, H-2), 2,37 (1H, d, J

2,6 Hz, OH), 2,06 (3H, s, CH5CO).

2,6-di-O-acetil-3,4-O-(1-metiletilideno)-B-D-galactopiranosideo de metila
0 OAc
BN
o) ~ OCH3
67
A uma solugcao do composto 63 (0,2 g; 0,85 mmol) em Py (1,5 mL) foi adicionado
Ac,O (1,0 mL). Ap6s 16 horas sob agitacdo a temperatura ambiente, o meio reacional foi
diluido com AcOEt, lavado com solugéo de HCI (1,0 mol.L™") e 4gua. A fase organica foi seca
com MgSQ,, filtrada, concentrada e purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 10 mL/min;
solvente: Hexano/AcOEt; gradiente: 0-40% e 40-40% (v:v)]. O composto 67 foi obtido com
rendimento de 90% (0,24 g; 0,76 mmol).
O (ppm) (CDCls, 300 MHz) 5,00-4,91 (1H, m, H-4), 4,37 (2H, d, J 6,1 Hz, H-2, H-3),
4,25 (1H, d, J;» 8,0 Hz, H-1), 4,21-4,13 (2H, m, H-6a, H-6b), 3,98 (1H, dt, J;5 1,9 Hz; Js¢ 6,1

Hz, H-5), 3,47 (38H, s, OCHj), 2,10-2,09 (6H, 2 s, 2 CH;CO), 1,55 [3H, s, C(CHj)2], 1,33 [3H,

s, C(CHs)z).

2,6-di-O-acetil-B-D-galactopiranosideo de metila
HO OAc
N
HO AcO OCHs
68
Procedimento 1
O composto 67 (0,1 g; 0,31 mmol) foi dissolvido em solugédo de AcOH 80% (3,0 mL)
e o sistema foi mantido sob agitagdo durante 3 horas a 80 °C. O meio reacional foi diluido

com AcOEt e lavado com agua. A fase organica foi seca com MgSQ,, filtrada, concentrada e

purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 10 mL/min; solvente: Hexano/AcOEt; gradiente:
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0-60% e 60-60% (v:v)]. O composto 68 foi obtido com rendimento de 90% (0,08 g; 0,28
mmol).
Procedimento 2

A uma suspensdo do material de partida 48 (0,1 g; 0,51 mmol) em 2,2 DMP (5,0 mL)
foi adicionado p-TSOH (0,009 g; 0,05 mmol). Apés 5 horas sob agitacdo a temperatura
ambiente, a reagao foi neutralizada com Et;N e concentrada. Na seqiéncia, DCM (4,0 mL),
metanol (1,0 mL) e p-TSOH (pH 6) foram adicionados a mistura reacional, que foi agitada
durante 1 hora a temperatura ambiente, novamente neutralizada com EtsN e concentrada.
Em seguida, Py (1,5 mL) e Ac,O (1,0 mL) foram adicionados a mistura reacional, que foi
agitada durante 16 horas a temperatura ambiente e diluida com AcOEt, lavada com solu¢éo
de HCI (1,0 mol.L™") e &gua. A fase organica foi concentrada e dissolvida em solugéo de
AcOH 80% (3,0 mL) para reagir durante 3 horas a 80 °C. Por fim, o meio reacional foi diluido
com AcOEt e lavado com agua. A fase organica foi seca com MgSQ,, filtrada, concentrada e
purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 10 mL/min; solvente: Hexano/AcOEt; gradiente:
0-60% e 60-60% (v:v)]. O composto 68 foi obtido com rendimento de 63% (0,09 g; 0,32
mmol).

Ou (ppm) (CDCls, 500 MHz) 4,92 (1H, dd, Ji» 7,8 Hz; J,53 9,6 Hz, H-2), 4,41 (1H, dd,
Jsea 6,5 HZ; Jsaen 11,4 Hz, H-6a), 4,32 (1H, d, J;» 7,8 Hz, H-1), 4,30 (1H, dd, Js6, 6,5 Hz;
Jsaeo 11,6 Hz, H-6b), 3,89 (1H, d, J;42,6 Hz, H-4), 3,68 (1H, dt, Js5 1,0 Hz; Js6 6,5 Hz, H-5),

3,65 (1H, dd, J-5 9,6 Hz; J54 3,4 Hz, H-3), 3,50 (3H, s, OCHj), 2,14-2,10 (6H, 2 s, 2 CH5CO).

2,4,6-tri-O-acetil-B-D-galactopiranosideo de metila

AcO OAc
%
OCH
HO 3
AcO

70
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Procedimento 1

A uma solucdo do composto 67 (0,15 g; 0,47 mmol) em metanol (3,0 mL) foi
adicionado acido trifluoroacético (TFA) (0,001 mL). Apdés 24 horas sob agitacdo a
temperatura ambiente, a reagcédo foi neutralizada com EtsN e concentrada. Na sequéncia,
foram adicionados CH3;CN destilada (2,0 mL), ortoacetato de trietila (0,5 mL; 2,73 mmol) e p-
TSOH (0,009 g; 0,05 mmol). Apds 24 horas sob agitacao a temperatura ambiente, a reacao
foi neutralizada com Et;N, lavada com HCI (1,0 mol.L"), seca com MgSO,, filtrada,
concentrada e purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 10 mL/min; solvente:
Hexano/AcOEt; gradiente: 0-50% e 50-50% (v:v)]. O composto 70 foi obtido com rendimento
de 23% (0,036 g; 0,11 mmol).

Procedimento 2

A uma solugcao do composto 68 (0,045 g; 0,16 mmol) em DCM destilado (1,0 mL)
foram adicionados os reagentes ortoacetato de trietila (0,29 mL; 16,0 mmol) e p-TSOH
(0,003 g; 0,016 mmol). Apés 1 hora sob agitagdo a temperatura ambiente, a reacao foi
neutralizada com Et;N e HCI (1,0 mol.L™) foi adicionado ao sistema, que foi agitado durante
10 minutos a temperatura ambiente. Na seqiiéncia, a fase organica foi separada, seca com
MgSO,, concentrada e purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 10 mL/min; solvente:
Hexano/AcOEt; gradiente: 0-50% e 50-50% (v:v)]. O composto 70 foi obtido com rendimento
de 80% (0,04 g; 0,13 mmol).

Oy (ppm) (CDCl3, 300 MHz) 5,31 (1H, dd, J54 3,6 Hz; J,5 0,8 Hz, H-4), 4,95 (1H, dd,
Ji2 8,0 Hz; Jo3 10,1 Hz, H-2), 4,34 (1H, d, J;» 8,0 Hz, H-1), 4,14 (2H, dd, Js5 6,4 HZ; Jsaep
11,4 Hz, H-6a, H-6b), 3,87-3,78 (2H, m, H-3, H-5), 3,50 (3H, s, OCH;), 2,16-2,05 (9H, 3 s, 3

CH,CO).
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6.2.1.4 Estudos envolvendo sintese regiosseletiva para obtencao de intermediario

com hidroxila livre em C-4 ou C-6

4,6-O-(fenilmetileno)-B-D-galactopiranosideo de metila

)Pi
O

O
0]
HO ~ OCH3
56
Procedimento 1

A uma suspensao do material de partida 48 (0,1 g; 0,51 mmol) em acetonitrila
destilada (CH3;CN) (1,0 mL) foram adicionados os reagentes benzaldeido dimetil acetal
[PhCH(OCHSa),] (0,38 mL; 2,6 mmol) e p-TSOH (0,017 g; 0,10 mmol). Ap6s 24 horas sob
agitacdo a temperatura ambiente, a reacdo foi neutralizada com Et;N e a mistura foi
concentrada e purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 12 mL/min; solvente:
Hexano/AcOEt; gradiente: 0-100% e 100-100% (v:v)]. O composto 56 foi obtido com
rendimento de 63% (0,09 g; 0,32 mmol).

Procedimento 2

A uma suspensao do material de partida 48 (1,94 g; 10,0 mmol) em acetonitrila
destilada (CH;CN) (20,0 mL) foram adicionados os reagentes benzaldeido dimetil acetal
[PhCH(OCHj3).] (1,6 mL; 11,0 mmol) e iodo (I») (0,25 g; 1,0 mmol). Apds 2 horas sob
agitacao a temperatura ambiente, a mistura reacional foi concentrada e cristalizada com
metanol. O composto 56 foi obtido com rendimento de 92% (2,6 g; 9,2 mmol).

On (ppm) (CDCls, 500 MHz) 7,78-7,53 (2H, m, CH arom.), 7,38-7,34 (3H, m, CH
arom.), 5,55 (1H, s, CHPh), 4,36 (1H, dd, Jse, 1,6 Hz; Jsap 12,6 Hz, H-62), 4,23-4,20 (2H, m,
H-1, H-4), 4,09 (1H, dd, Js ¢, 1,9 Hz; Jeaepr 12,6 Hz, H-6b), 3,75 (1H, ddd, Ji» 7,6 Hz; J»3 9,2
Hz; J 1,6 Hz, H-2), 3,69 (1H, dd, J.3 9,1 Hz; J34 3,8 Hz, H-3), 3,59 (3H, s, OCHS,), 3,49 (1H,

dl, Jss 1,3 Hz, H-5), 2,61 (1H, dI, J 1,6 Hz, OH), 2,58 (1H, dI, J9,1 Hz, OH).



Materiais e Métodos 95

2,3-di-O-(fenilmetil)-4,6- O-(fenilmetileno)-B-D-galactopiranosideo de metila

)Pi
@)

0
0
BNO OCHj
: BnO

57

A uma solucdo do composto 56 (1,0 g; 3,5 mmol) em DMF destilado (10,0 mL) foi
adicionado hidreto de sodio disperso em 6leo mineral (60%) (0,56 g; 14,0 mmol). Apds 1
hora e 30 minutos sob agitagcdo a 20 °C, o sistema foi resfriado a -5 °C para adicéo lenta de
brometo de benzila (BnBr) (1,0 mL; 8,8 mmol) e mantido sob agitacao por 3 horas. Apds
esse tempo, a mistura reacional foi diluida com DCM e foi adicionada agua gelada para
destruir excesso de NaH. A fase organica foi separada em funil de adicao, seca com sulfato
de magnésio, filtrada, concentrada e purificada por CFAE [coluna: 25 mm; fluxo: 25 mL/min;
solvente: Hexano/AcOEt; gradiente: 0-30% e 30-30% (v:v)]. O composto 57 foi obtido com
rendimento de 80% (1,3 g; 2,8 mmol).

on (ppm) (CDCl3, 500 MHz) 7,58-7,53 (2H, m, CH arom.), 7,41-7,27 (13H, m, CH
arom.), 5,50 (1H, s, CHPh), 4,91 (1H, d, Jag 10,6 Hz, CH.Ph), 4,81-4,74 (3H, m, CH,Ph),
4,33 (1H, d, Jsea 1,3 Hz, H-63), 4,32 (1H, d, J;» 7,8 Hz, H-1), 412 (1H, d, J34 3,1 Hz, H-4),
4,02 (1H, dd, Jsep 1,5 Hz; Jsaep 12,2 Hz, H-6b), 3,84 (1H, dd, Ji» 7,8 Hz; J,53 9,6 Hz, H-2),

3,59 (3H, s, OCHa), 3,56 (1H, dd, Js3 9,6 Hz; Js 4 3,6 Hz, H-3), 3,33 (1H, sl, H-5).

2,3,6-tri-O-fenilmetil-B-D-galactopiranosideo de metila
HO OBn
o
BnO o~ OCH3
58
A uma solugédo do composto 57 (0,01 g; 0,216 mmol) em acetonitrila destilada (2,0

mL), sob atmosfera inerte e agitacdo a temperatura ambiente, foram adicionados

cianoboridreto de sédio (NaBHs;CN) (0,068 g; 1,08 mmol) e peneira molecular (4 A). Na



Materiais e Métodos 96

sequéncia, iodo (0,19 g; 0,75 mmol) foi adicionado lentamente (15 minutos) ao meio
reacional que foi mantido sob agitacdo por 30 minutos. Apds esse tempo, o sistema foi
diluido com DCM, filtrado sobre celite e lavado com solucao de carbonato de sédio 10% e
agua. Posteriormente, a fase organica foi seca com sulfato de magnésio, filtrada,
concentrada e purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 8 mL/min; solvente:
Hexano/AcOEt; gradiente: 0-20% e 20-20% (v:v)]. O composto 58 foi obtido com rendimento
de 22% (0,023 g; 0,049 mmol).

on (ppm) (CDCl3, 300 MHz) 7,42-7,27 (15H, m, CH arom.), 4,90 (1H, d, Jas 10,9 Hz,
CH.Ph), 4,73 (1H, d, Jxg 10,9 Hz, CH,Ph), 4,72 (2H, s, CH,Ph), 4,60 (2H, s, CH.Ph), 4,29
(1H, d, Ji2 7,5 Hz, H-1), 4,04 (1H, d, J34 3,1 Hz, H-4), 3,82 (1H, dd, Js6, 6,0 HZ; Jgaep 10,0
Hz, H-6a), 3,75 (1H, dd, Jse, 6,0 Hz; Jsaep 10,0 Hz, H-6b), 3,64 (1H, dd, Ji» 7,8 Hz; J»3 9,3

Hz, H-2), 3,60-3,54 (4H, m, H-5, OCHj), 3,50 (1H, dd, J»3 9,3 Hz; J; 4 3,4 Hz, H-3).

2,3-di-O-(fenilmetil)-p-D-galactopiranosideo de metila

HO  _oH

%&
BnO OCHjs

BnO
71
Sob atmosfera inerte (Ny), hidreto de litio e aluminio (LiAIH4) (0,16 g; 4,31 mmol) foi
adicionado em por¢des a uma solugao do composto 57 (0,5 g; 1,08 mmol) em DCM/éter
(1:1) destilados (12,0 mL). Na seqUéncia, cloreto de aluminio (AICI;) em éter destilado (6
mL) foi adicionado lentamente e o meio reacional foi aquecido (50 °C) e mantido sob
agitacao durante 2 horas e 30 minutos. Apds esse tempo, o sistema foi resfriado em banho
de gelo e AcOEt e agua foram adicionados para destruir excesso de hidreto.
Posteriormente, foi adicionado éter e a fase orgéanica foi separada em funil de adicao, seca
com sulfato de magnésio, filtrada, concentrada e purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo:
12 mL/min; solvente: Hexano/AcOEt; gradiente: 0-70% e 70-70% (v:v)]. O composto 71 foi

obtido com rendimento de 61% (0,25 g; 0,66 mmol).
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54 (ppm) (CDCls, 300 MHz) 7,40-7,27 (10H, m, CH arom.), 4,90 (1H, d, Jaxs 11,1 Hz,
CH,Ph), 4,77-4,68 (3H, m, CH.Ph), 4,30 (1H, d, J;» 7,6 Hz, H-1), 4,02-3,94 (2H, m, H-4, H-
6a), 3,83 (1H, dd, Jse» 4,7 Hz; Jsasy 11,7 Hz, H-6b), 3,64 (1H, dd, Ji 2 7,6 Hz; Jrs 9,3 Hz, H-

2), 3,58 (38H, s, OCHj), 3,54-3,44 (2H, m, H-3, H-5), 2,30 (2H, sl, OH).

2,3-di-O-(fenilmetil)-6- O-(trifenilmetil)-B-D-galactopiranosideo de metila
HO OTr
o
BnO-\ms OCHj

72
A uma suspensao do material de partida 71 (0,40 g; 1,07 mmol) em Py destilada (5,0
mL) foi adicionado TrCl (0,450 g; 1,60 mmol) e o sistema foi mantido sob agitagdo durante
24 horas a 70 °C. Posteriormente, a mistura reacional foi coevaporada com tolueno, diluida
com AcOEt e lavada com agua. A fase organica foi seca com MgSQ,, filtrada, concentrada e
purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 10 mL/min; solvente: Hexano/AcOEt; gradiente:
0-15% e 15-15% (v:v)]. O composto 72 foi obtido com rendimento de 39% (0,26 g; 0,42

mmol).

O (ppm) (CDCls, 500 MHz) 7,46 (5H, d, Joto 7,2 Hz, CH arom.), 7,40-7,21 (20H, m,
CH arom.), 4,89 (1H, d, Jss 11,2 Hz, CH,Ph), 4,77-4,69 (3H, m, CH.Ph), 4,25 (1H, d, J;» 7,8
Hz, H-1), 3,98 (1H, sl, H-5), 3,63 (1H, dd, J;» 7,8 Hz; J»3 9,3 Hz, H-2), 3,59 (3H, s, OCHS,),

3,49-3,44 (2H, m, H-3, H-6a), 3,43-3,35 (2H, m, H-4, H-6b), 2,40 (1H, d, J 2,3 Hz, OH).

2,3,4-tri-O-acetil-6-(4-metilbenzenosulfonato)-B-D-galactopiranosideo de metila

AcO _OTs
o
AcO OCH3
¢ AcO
73

Uma suspensao do material de partida 48 (0,1 g; 0,51 mmol) em piridina destilada

(0,4 mL) foi resfriada em banho de gelo e submetida a atmosfera inerte. Cloreto de tosila
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(TsCl) (0,01 g; 0,56 mmol) em piridina destilada (0,2 mL) foi adicionado lentamente a
suspensao, que foi agitada durante 24 horas a temperatura ambiente. Na seqiéncia, piridina
destilada (1,0 mL) e anidrido acético (0,5 mL) foram adicionados a mistura reacional, que foi
agitada durante 15 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, o meio reacional foi
diluido com AcOEt, lavado com solugéo de HCI (1,0 mol.L™") e 4gua. A fase organica foi seca
com sulfato de magnésio, filtrada, concentrada e purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo:
8 mL/min; solvente: Tolueno/AcOEt; gradiente: 0-10% e 10-10% (v:v)]. O composto 73 foi
obtido com rendimento de 56% (0,13 g; 0,28 mmol).

On (ppm) (CDCl3, 300 MHz) 7,76 (2H, d, Joro 8,3 Hz, CH arom.), 7,35 (2H, d, Joo 8,0
Hz, CH arom.), 5,35 (1H, dd, J;4 3,4 Hz; J,50,9 Hz, H-4), 5,14 (1H, dd, J;» 8,0 Hz; J,5 10,6
Hz, H-2), 4,97 (1H, dd, J,3 10,4 Hz; Js3 4 3,4 Hz, H-3), 4,36 (1H, d, J;» 7,8 Hz, H-1), 4,13 (1H,
dd, Jsea 6,5 HZ; Jsaep 9,8 Hz, H-62a), 4,01 (1H, dd, Js e 6,0 HZ; Jsaer 9,8 Hz, H-6b), 3,94 (1H,
dt, Jus 1,1 Hz; Js 6 6,4 Hz, H-5), 3,48 (3H, s, OCHS,), 2,45 (3H, s, SO,PhCHS,), 2,05-1,96 (9H,

3's, 3 CHCO).

2,3,4-tri-O-acetil-6-(trifenilmetil)-B-D-galactopiranosideo de metila

AcO  OTr

N
AcO OCHs

AcO
75
A uma suspensao do material de partida 48 (0,2 g; 1,0 mmol) em Py destilada (2,5
mL) foi adicionado cloreto de tritila (TrCl) (0,42 g; 1,5 mmol) e o sistema foi mantido sob
agitacdo durante 24 horas a 70 °C. Ap6és acompanhamento da reagdo por CCD [Hexano:
Acetato de Etila 0:1 (v:v)], Ac,O (2,0 mL) foi adicionado a mistura reacional, que foi agitada
durante 16 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, o meio reacional foi diluido com
AcOEt, lavado com solucdo de HCI (1,0 mol.L") e agua. A fase organica foi seca com

MgSOQ,, filtrada, concentrada e purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 10 mL/min;
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solvente: Hexano/AcOEt; gradiente: 0-20% e 20-20% (v:v)]. O composto 75 foi obtido com
rendimento de 82% (0,46 g; 0,82 mmol).

on (ppm) (CDCls, 500 MHz) 7,41-7,36 (6H, m, CH arom.), 7,33-7,28 (6H, m, CH
arom.), 7,26-7,21 (3H, m, CH arom.), 5,58 (1H, dd, J;4 3,4 Hz; J,50,8 Hz, H-4), 5,13 (1H, dd,
Ji2 7,8 Hz; J»3 10,4 Hz, H-2), 5,06 (1H, dd, J>3 10,4 Hz; J;4 3,4 Hz, H-3), 4,37 (1H, d, J;2 8,0
Hz, H-1), 3,83 (1H, dt, Js5 0,8 Hz; Js¢ 6,5 Hz, H-5), 3,49 (3H, s, OCH,), 3,41 (1H, dd, Js 6, 5,4

Hz; Jsa 60 8,8 Hz, H-6a), 3,10 (1H, t, Jsaes 8,8 Hz, H-6b), 2,06-1,89 (9H, 3 s, 3 CH;CO).

2,3,4-tri-O-acetil-B-D-galactopiranosideo de metila

AcO OH
Ny
AcO OCH3
¢ AcO
74

A uma solucao de I, (0,02 g; 0,08 mmol) em metanol (2,0 mL) foi adicionado o
composto 75 (0,06 g; 0,1 mmol) e o sistema foi mantido sob agitagdo durante 72 horas a 60
°C. Posteriormente, a mistura reacional foi concentrada, diluida com AcOEt, lavada com
solugdo de Na,S,0; (10%) e agua. A fase organica foi seca com MgSQ,, filtrada,
concentrada e purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 12 mL/min; solvente:
Hexano/AcOEt; gradiente: 0-30% e 30-30% (v:v)]. O composto 74 foi obtido com rendimento
de 70% (0,023 g; 0,07 mmol).

O4 (ppm) (CDCls, 500 MHz) 5,37 (1H, d, Js4 3,4 Hz, H-4), 5,23 (1H, dd, J;» 7,8 Hz;
Jo3 10,4 Hz, H-2), 5,05 (1H, dd, J.53 10,4 Hz; J;4 3,4 Hz, H-3), 4,42 (1H, d, J;» 8,0 Hz, H-1),
3,77 (2H, dd, Js6 6,7 Hz; Jeaep 11,4 Hz, H-6a, H-6b), 3,55-3,53 (1H, m, H-5), 3,53 (3H, s,

OCHj), 2,17-2,00 (9H, 3 s, 3 CH5CO).
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6.2.1.5 Estudos envolvendo sintese de derivados com acido succinico

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

AcO OAc
o]
ACO\% O
O\H/\)‘\OH
O
76

O reagente anidrido succinico (0,51 g; 5,07 mmol) e o catalisador 4-(N,N-
dimetilamino) piridina (DMAP) (0,06 g; 0,50 mmol) foram adicionados a solugdo do
composto 62 (0,59 g; 1,69 mmol) em Py (6,0 mL). A reacao foi mantida sob agitacao durante
24 horas a temperatura ambiente. Apds esse tempo, a mistura reacional foi coevaporada
com tolueno, diluida com DCM e lavada com solucdo de HCI (1,0 mol.L") e 4gua. A fase
organica foi seca com sulfato de magnésio, filtrada, concentrada e purificada por CCC
[Hexano: AcOEt: AcOH 1:1:gotas (v:v)] para obtencdo do composto 76 (apenas o anémero
a) com rendimento de 80% (0,6 g; 1,35 mmol).

Oy (ppm) (CD;OD, 300 MHz) 6,35 (1H, d, J;» 3,6 Hz, H-1), 5,52 (1H, dd, J34 3,4 Hz;
Jss 1,1 Hz, H-4), 5,36 (1H, dd, J,3 10,7 Hz; J34 3,3 Hz, H-3), 5,22 (1H, dd, J;» 3,6 Hz; J.3
10,7 Hz, H-2), 4,46 (1H, dt, Js5 1,2; Js5 6,5 Hz, H-5), 4,15 (1H, dd, Js 64 6,5 HZ; Jsaeo 11,2 Hz,
H-6a), 4,05 (1H, dd, Jsen 6,7 Hz; Jsaen 11,2 Hz, H-6b), 2,77-2,69 (2H, m,
OCOCH,CHCOOCH), 2,67-2,59 (2H, m, OCOCH.CH,COOH), 2,15-1,98 (12H, 4 s, 4
COCH;). 8¢ (ppm) (CDsOD, 75 MHz) 174,2 (CO,H); 171,0 (OCOCH,CH,); 170,7, 170,5,
170,3, 170,1 (COCH,); 89,5 (C-1); 68,7 (C-5); 67,6 (C-4); 67,4 (C-2); 66,6 (C-3); 61,0 (C-6);
28,4, 28,2 (CH.CH,); 19,1, 19,0, 19,0 (COCHz3). ESI-MS calculado para CigH24043 [M+Na]":

471,1109 e encontrado: 471,1108.
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2-butanodioato-3,4- O-(1-metiletilideno)-6- O-(trifenilmetil)-B-D-galactopiranosideo de

metila
0 OTr
%O@

o OCHj

(@)

O
O

OH

78

O reagente anidrido succinico (0,03 g; 0,32 mmol) e o catalisador DMAP (0,004 g;
0,03 mmol) foram adicionados a solugao do composto 64 (0,05 g; 0,11 mmol) em Py (1,0
mL). A reacao foi mantida sob agitacdo durante 19 horas a temperatura ambiente. Apos
esse tempo, a mistura reacional foi coevaporada com tolueno, diluida com DCM e lavada
com solucdo de HCI (1,0 mol.L™") e 4gua. A fase organica foi seca com MgSO,, filtrada,
concentrada e purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 10 mL/min; solvente:
Hexano/AcOEt; gradiente: 0-50% e 50-50% (v:v)] para obtencdo do composto 78 com
rendimento de 82% (0,05 g; 0,09 mmol).

on (ppm) (CDCls, 300 MHz) 7,44-7,37 (6H, m, CH arom.), 7,28-7,18 (9H, m, CH
arom.), 4,48 (1H, t, J;» 7,8 Hz, H-2), 4,18 (1H, dd, J34 5,3 Hz; J;5 1,8 Hz, H-4), 4,15 (1H, d,
Ji2 8,1 Hz, H-1), 4,08 (1H, dd, J»3 7,1 Hz; J34 5,3 Hz, H-3), 3,74 (1H, dt, J,5 1,8 Hz; Js5 6,2
Hz, H-5), 3,45 (1H, dd, Jsea 3,1 Hz; Jsa o 9,3 Hz, H-6a), 3,40 (3H, s, OCH;), 3,37 (1H, dd,
Jsea 2,8 Hz; Jsaer 9,0 Hz, H-6b), 2,66-2,61 (4H, m, OCOCH,CH.,COOH), 1,44 [3H, s,
C(CHs)s], 1,27 [3H, s, C(CHs)s. d¢ (ppm) (CDCls, 75 MHz) 176,6 (CO.H); 171,0
(OCOCH,CHy); 143,9 (C-quat. arom.); 128,7 127,9 127,8 127,3, 127,0 (CH arom.); 101,2 (C-
1); 76,8 (C-3); 73,7 (C-4); 73,4 (C-2); 72,2 (C-5); 62,6 (C-6); 56,3 (OCH;); 28,8, 28,4
(CH2CHy); 29,0 [C(CH3),); 27,3, 26,0 [C(CH3),]. ESI-MS calculado para Ci3HssOg [M+Na]™:

577,2432 e encontrado: 243,1179.
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3,4,6-tri-O-acetil-2-butanodioato-B-D-galactopiranosideo de metila

AcO OAc
&/
3
AcO
O
O
;9

O reagente anidrido succinico (0,08 g; 0,84 mmol) e o catalisador DMAP (0,01 g;
0,08 mmol) foram adicionados a solugao do composto 66 (0,09 g; 0,28 mmol) em Py (1,0
mL). A reacao foi mantida sob agitacdo durante 48 horas a temperatura ambiente. Apos
esse tempo, a mistura reacional foi coevaporada com tolueno, diluida com DCM e lavada
com solucdo de HCI (1,0 mol.L™") e 4gua. A fase organica foi seca com MgSO,, filtrada,
concentrada e purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 10 mL/min; solvente:
Hexano/AcOEt; gradiente: 0-60% e 60-60% (v:v)] para obtencdo do composto 79 com
rendimento de 71% (0,11 g; 0,26 mmol).

Oy (ppm) (CDCl3, 500 MHz) 5,38 (1H, dl, J;4 3,1 Hz, H-4), 5,22 (1H, dd, J;» 8,0 Hz;
Jo3 10,4 Hz, H-2), 5,03 (1H, dd, J.3 10,4 Hz; J;4 3,4 Hz, H-3), 4,41 (1H, d, J;» 7,8 Hz, H-1),
4,20 (1H, dd, Jsea 6,5 HzZ; Jsaen 11,1 Hz, H-62), 4,13 (1H, dd, Js6, 7,0 HZ; Jeaer 11,1 Hz, H-
6b), 3,91 (1H, t, Jsg 6,5 Hz, H-5), 3,51 (3H, s, OCH,), 2,74-259 (4H, m,
OCOCH-CH,COOH), 2,15-1,97 (9H, 3 s, 3 CH3CO). &¢ (ppm) (CDCls, 75 MHz) 176,9
(CO.H); 170,7 (OCOCH,CH); 170,4, 170,3, 170,2 (COCHjs); 101,9 (C-1); 70,8 (C-5); 70,6
(C-3); 69,2 (C-2); 67,1 (C-4); 61,3 (C-6); 57,0 (OCHa); 28,7, 28,6 (CH.CH,); 20,6, 20,6, 20,5

(COCHj3). ESI-MS calculado para C17H24012 [M+K]": 459,0899 e encontrado: 459,0894.
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2,4,6-tri-O-acetil-3-butanodioato-B-D-galactopiranosideo de metila
AcO OAc
PR
HOJV\[(O o
0]
80

O reagente anidrido succinico (0,09 g; 0,93 mmol) e o catalisador DMAP (0,01 g;
0,09 mmol) foram adicionados a solugao do composto 70 (0,10 g; 0,31 mmol) em Py (1,5
mL). A reacao foi mantida sob agitagcdo durante 4 horas a temperatura ambiente. Apds esse
tempo, a mistura reacional foi coevaporada com tolueno, diluida com DCM e lavada com
solucdo de HCI (1,0 mol.L") e &agua. A fase organica foi seca com MgSQ,, filtrada,
concentrada e purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 10 mL/min; solvente:
Hexano/AcOEt; gradiente: 0-60% e 60-60% (v:v)] para obtencdo do composto 80 com
rendimento de 80% (0,10 g; 0,25 mmol).

O (ppm) (CDCls, 500 MHz) 5,37 (1H, d, Js34 3,1 Hz, H-4), 5,20 (1H, dd, J;» 7,8 Hz;
Jo3 10,4 Hz, H-2), 5,05 (1H, dd, J.53 10,4 Hz; J;4 3,4 Hz, H-3), 4,40 (1H, d, J;» 8,0 Hz, H-1),
4,20 (1H, dd, Jsga 6,5 Hz; Jsaen 11,4 Hz, H-6a), 4,13 (1H, dd, Jsep 6,7 HZ; Jeaep 11,2 Hz, H-
6b), 3,91 (1H, t, Jsg 6,7 Hz, H-5), 3,51 (BH, s, OCHj), 2,70-2,48 (4H, m,
OCOCH:CH,COOH), 2,15-2,05 (9H, 2 s, 3 CH5CO). &¢ (ppm) (CDCls, 125 MHz) 176,9
(CO.H); 171,5 (OCOCH,CH,); 170,8, 170,1 (COCHg3); 102,4 (C-1); 71,8 (C-3); 70,4 (C-5);

69,1 (C-2); 67,6 (C-4); 61,7 (C-6); 57,3 (OCHs); 29,1, 28,8 (CH.CH,); 21,1, 21,0 (COCHj).

ESI-MS calculado para Ci7H2404, [M+Na]": 443,1159 e encontrado: 443,1160.
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4-butanodioato-2,3,6-tri- O-fenilmetil-B-D-galactopiranosideo de metila

OH

Q
o)
O  oBn
%&
BnO OCHjs

BnO
81
O reagente anidrido succinico (0,048 g; 0,48 mmol) e o catalisador DMAP (0,006 g;
0,05 mmol) foram adicionados a solucdo do composto 58 (0,075 g; 0,16 mmol) em Py (1,5
mL). A reacao foi mantida sob agitacdo durante 48 horas a temperatura ambiente. Apos
esse tempo, a mistura reacional foi coevaporada com tolueno, diluida com DCM e lavada
com solucdo de HCI (1,0 mol.L™") e 4gua. A fase organica foi seca com MgSO,, filtrada,
concentrada e purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 10 mL/min; solvente:
Hexano/AcOEt; gradiente: 0-20%, 20-20% (v:v)] para obtencdo do composto 81 com
rendimento de 52% (0,047 g; 0,08 mmol).
on (ppm) (CDCl3, 500 MHz) 7,39-7,26 (15H, m, CH arom.), 5,61 (1H, d, J;5 1,2 Hz, H-
4), 4,84 (1H, d, Jag 10,9 Hz, CH,Ph), 4,72 (2H, 2d, Jxg 10,9 Hz, Jag 11,4 Hz, CH,Ph), 4,56-
4,45 (3H, m, CH,Ph), 4,30 (1H, d, J;» 7,5 Hz, H-1), 3,71 (1H, t, Jss 6,8 Hz, H-5), 3,62 (1H,
dd, Ji» 7,0 Hz; J.5 9,5 Hz, H-2), 3,58 (3H, s, OCH;), 3,57-3,49 (3H, m, H-3, H-6a, H-6b),
2,66-2,55 (4H, m, OCOCH:CH-COOH). d¢ (ppm) (CDCl;, 75 MHz) 177,0 (CO.H); 171,5
(OCOCH,CH,); 138,6, 137,8, 137,7 (C-quat. arom.); 128,5-127,5 (CH arom.); 104,8 (C-1);
72,0 (C-5); 79,0 (C-3); 75,2, 73,7 (CHz benzil); 60,3 (C-2); 71,9 (CH, benzil); 67,5 (C-4); 66,6
(CHz benzil); 60,8 (C-6); 57,0 (OCH,); 28,8, 28,7 (CH,CH,). ESI-MS calculado para C3,H360g

[M+Na]*: 587,2251 e encontrado: 587,2256.
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4-butanodioato-2,3-di-O-(fenilmetil)-6- O-(trifenilmetil)-B-D-galactopiranosideo de metila

OH
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BnO
82
O reagente anidrido succinico (0,05 g; 0,49 mmol) e o catalisador DMAP (0,006 g;
0,05 mmol) foram adicionados a solugao do composto 72 (0,10 g; 0,16 mmol) em Py (2,0
mL). A reacao foi mantida sob agitacdo durante 24 horas a temperatura ambiente. Apos
esse tempo, a mistura reacional foi coevaporada com tolueno, diluida com DCM e lavada
com solucdo de HCI (1,0 mol.L™") e 4gua. A fase organica foi seca com MgSO,, filtrada,
concentrada e purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 10 mL/min; solvente:
Hexano/AcOEt; gradiente: 0-20%, 20-20%, 20%-50% (v:v)] para obtencdo do composto 82
com rendimento de 85% (0,10 g; 0,14 mmol).
on (ppm) (CD30OD, 300 MHz) 7,44 (5H, d, Joto 7,0 Hz, CH arom.), 7,38-7,25 (20H, m,
CH arom.), 5,68 (1H, dd, J:43,4 Hz; J;50,8 Hz, H-4), 4,78 (2H, d, Jxg 11,2 Hz, CH,Ph), 4,67
(1H, d, Jas 11,0 Hz, CH,Ph), 4,52 (1H, d, Jag 11,0 Hz, CH,Ph), 4,35 (1H, d, J;> 7,8 Hz, H-1),
3,80 (1H, dt, Js5 0,6 Hz; Js6 6,7 Hz, H-5), 3,69 (1H, dd, J>5 9,8 Hz; J;4 3,6 Hz, H-3), 3,54
(8H, s, OCH;), 3,43 (1H, dd, J;» 7,8 Hz; J»3 9,7 Hz, H-2), 3,36 (1H, dd, Jsea 5,9 HZ; Jeaen 9,2
Hz, H-6a), 3,07 (1H, dd, Jsen 7,3 Hz; Jeaew 9,0 Hz, H-6b), 2,48-2,41 (4H, m,

OCOCH-CH,COOH).

2,3,4-tri-O-acetil-6-butanodioato-B-D-galactopiranosideo de metila

) OH

AcO ow
%&
AcO OCH;4

AcO

83
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O reagente anidrido succinico (0,12 g; 1,20 mmol) e o catalisador DMAP (0,01 g;
0,09 mmol) foram adicionados a solugao do composto 74 (0,13 g; 0,40 mmol) em Py (2,0
mL). A reacdo foi mantida sob agitagdo durante 17 horas a temperatura ambiente. Apds
esse tempo, a mistura reacional foi coevaporada com tolueno, diluida com DCM e lavada
com solucdo de HCI (1,0 mol.L") e &gua. A fase organica foi seca com MgSOQ,, filtrada,
concentrada e purificada por CFAE [coluna: 12 mm; fluxo: 10 mL/min; solvente:
Hexano/AcOEt; gradiente: 0-60% e 60-60% (v:v)] para obtencdo do composto 83 com
rendimento de 71% (0,12 g; 0,28 mmol).

O (ppm) (CDCls, 300 MHz) 5,43 (1H, dd, Js4 3,4 Hz; J,5 1,1 Hz, H-4), 5,18 (1H, dd,
Ji2 7,8 Hz; J,53 10,4 Hz, H-2), 5,00 (1H, dd, J>3 10,4 Hz; J34 3,4 Hz, H-3), 4,40 (1H, d, J;» 7,9
Hz, H-1), 4,20 (1H, dd, Js 64 6,5 HZ; Jsaer 11,2 Hz, H-6a), 4,12 (1H, dd, Jsg, 7,0 HZ; Jsaep 11,2
Hz, H-6b), 3,92 (1H, dt, J,50,9 Hz; Js¢ 6,7 Hz, H-5), 3,51 (3H, s, OCH,), 2,78-2,65 (4H, m,
OCOCH-CH,COCH), 2,06-1,96 (9H, 3 s, 3 CH;CO). ¢ (ppm) (CDCls, 75 MHz) 176,2
(CO.H); 171,6 (OCOCH,CH,); 170,6, 170,3, 169,7 (COCHjs); 102,0 (C-1); 70,9 (C-5); 70,6
(C-3); 68,8 (C-2); 67,4 (C-4); 61,3 (C-6); 56,9 (OCH3); 28,8, 28,7 (CH.CH,); 20,8, 20,7, 20,5

(COCHs3). ESI-MS calculado para C17H240412 [M+Na]": 443,1159 e encontrado: 443,1164.

4-butanodioato-fB-D-galactopiranosideo de metila

OH
QO
O
QO _oH
%
OCH,
HO o)
85
A uma solugao do composto 81 (0,03 g; 0,05 mmol) em metanol/acido acético (10:1)

(1,5 mL) foi adicionado paladio-carvao 10% (30 mg) e o sistema foi mantido sob agitacdo a

temperatura ambiente e atmosfera de hidrogénio por 12 horas. O meio reacional foi diluido
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com metanol, filtrado sobre celite e concentrado. Dessa forma, foi obtido o composto 85 com
rendimento de 100% (0,014 g; 0,05 mmol).

On (ppm) (D20, 500 MHz) 5,29 (1H, d, J4 3,4 Hz, H-4), 4,37 (1H, d, J;» 7,8 Hz, H-1),
3,87-3,84 (1H, m, H-5), 3,83 (1H, dd, J.3 9,8 Hz; J;4 3,4 Hz, H-3), 3,60-3,57 (2H, m, H-6a, H-
6b), 3,55 (1H, s, OCH,), 3,48 (1H, dd, Ji» 8,0 Hz; J3 9,8 Hz, H-2), 2,77-2,72 (2H, m,
OCOCH,CH,COOH), 2,70-2,65 (2H, m, OCOCH-CH,COOH). d¢ (ppm) (D0, 75 MHz) 177,0
(CO.H); 174,0 (OCOCH,CH,); 103,7 (C-1); 73,5 (C-5); 70,9 (C-3); 70,3 (C-2); 70,5 (C-4);
60,3 (C-6); 57,1 (OCHs3); 29,2, 28,9 (CH,CH,). ESI-MS calculado para Ci7H24012 [M+Na]":

317,0843 e encontrado: 317,0843.

6.2.2 Modelagem molecular

6.2.2.1 Triagem virtual baseada na estrutura de TcTS

Foram utilizadas duas técnicas para a derivacdo do padrao farmacoférico, o web-
servidor PharmaGist e o programa Discovery Studio 2.5 (Discovery Studio Viewer Pro,
2007). O servidor de dados PharmaGist € um método baseado no ligante e o arquivo de
entrada do programa consiste em diversos modelos farmacoféricos que sdo computados
pelos multiplos alinhamentos flexiveis dos ligantes. Sendo assim, esse ligante funciona
como uma molécula “pivd” no alinhamento dos outros ligantes. Adicionalmente, o programa
Discovery Studio 2.5, baseado no algoritmo Hypogen, considera as moléculas analisadas
como modelos para a criagdo de um padrao estérico da localizagao de grupos funcionais
comuns a todas as estruturas, capazes de realizar interacées efetivas com sitios de ligacao

complementares da proteina.
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6.2.2.2 Determinacao do padrao farmacoforico a partir das estruturas de inibidores de

trans-sialidase

O farmacoéforo do ponto de vista do sitio receptor foi determinado a partir dos
campos de interagdo molecular (MIFs), obtidos com diferentes grupos de prova (carboxila
alquilica, carboxila arilica, hidroxila alquilica e carbono aromético). Os MIFs foram gerados
com o programa GRID v.22 (Molecular Discovery Ltd) (GOODFORD, 1985) para o sitio ativo
da enzima TcTS (cédigo PDB: 1MS8). As energias de interacdo foram calculadas em um
arranjo regular tridimensional (grade) de pontos ao redor da molécula alvo movendo-se
sistematicamente os grupos de prova através desse arranjo. Dessa forma, a cada ponto, a

energia de interacao entre a prova e o alvo foi calculada usando uma funcao de energia.

6.2.2.3 Determinacao dos sitios de interacao virtual a partir da topologia do receptor

(mapeamento do sitio ativo)

A triagem virtual para a busca de potenciais inibidores de TcTS foi realizada com o
programa GOLD 3.1.1 (NISSINK et al., 2002) na base de compostos diverset. O complexo
cristalografico da enzima TcTS com o inibidor DANA, selecionado do PDB (c6digo 1MS8),
foi escolhido para as simulagbes de “docking” flexivel, que foram realizadas utilizando o
programa GOLD 3.1.1, o qual contém um algoritmo genético. Os calculos de “docking” foram
realizados no interior de uma esfera de 12 A centralizada no atomo 5323 (OH) do residuo de
Tyr342 de TcTS. Previamente aos calculos de “docking” e apds a remogao do ligante DANA,
bem como de moléculas de agua, atomos de hidrogénio das cadeias laterais dos residuos
de aminoacidos foram adicionados e orientados utilizando o programa DS ViewerPro 2.5. As
dez orientagbes de maior escore para cada composto foram selecionadas utilizando a
funcao de escore denominada GoldScore (NISSINK et al., 2002). Com base nesta funcao, o
programa classificou as orientagbes das moléculas em ordem decrescente de afinidade

(“fitness” ou escore) com o sitio ligante do receptor.
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6.2.3 Ensaios biolégicos

6.2.3.1 Ensaio de inibicao

O estudo de inibicao enzimatica foi realizado empregando-se 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
Genb. O ensaio foi realizado em placas de 96 pogos contendo tampéo fosfato pH 7,0 (25,0
ML), solucdo diluida da enzima trans-sialidase recombinante (25,0 pyL) e solugdo de um
composto (25,0 yL de uma solugédo 4,0 mM). Essa mistura reacional foi incubada por 10
minutos a 25 °C e a reacgao foi iniciada com adi¢do do substrato acido 2’-(4-metilumbeliferil)-
a-D-N-acetilneuramico (MuNANA) (25,0 yL de uma solugédo 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 (emissdo), e seus dados foram analisados no
programa GraphPad Prism 4.0 (San Diego, CA, USA).

Os experimentos foram realizados em quadruplicata e em tréplica (trés dias
diferentes) e seus dados foram analisados no programa Prisma 4.0. Para cada composto
testado foi gerado um grafico que relaciona U.F. e tempo de reagédo através do qual foi
possivel calcular a velocidade de reacao (angulo de inclinagdo de cada uma das retas) por
regressao linear. O valor da porcentagem de inibicdo foi calculado empregando-se a
equacao % | = 100 x [1 — (Vi / Vy)], onde Vi é a velocidade da reacdo na presenca do

composto testado e V, € a velocidade da reagao na auséncia do composto (controle).

6.2.3.2 Ensaio de atividade tripanocida e citotoxica

Células de rim de macacos (LLC-MK2 strain- ATCC) foram ressuspendidas em meio

RPMI na auséncia de vermelho fenol (Gibco-BRL Life Technologies, Grand Island, NY)

contend 10,0% de soro fetal bovino (Life Technologies Inc., Bethesda, MD) e antibiéticos
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(Sigma Chemical Co., St. Louis) a 2,0 x 10° células/poco e foram cultivadas em places de 96
pogos por 24 h. As células foram infectadas com 1,0 x 10* formas tripomastigotas da cepa
Tulahuen de T. cruzi, a qual expressa o gene de -galactosidase a partir de E. coli, e apds
24 h os compostos foram adicionados nas concentragdes de 0,5 mM-3,5 uM. Apéds 4 dias de
cultura, 50,0 ul de PBS contendo 0,5% de Triton X-100 e 100,0 uM “Chlorophenol Red-3-D-
galactoside” (CPRG -Sigma) foram adicionados. As placas foram incubadas a 37°C por 4 h
e os valores de absorbancia foram lidos a 570 nm (BUCKNER et al., 1996)

A citotoxicidade em células de mamiferos foi avaliada em células de baco de
camundongos C57BL/6 (SILVA et al., 2008). Estas células foram isoladas por dissociacéao e
incubadas por 5 minutos com tampéao para lise das hemaceas (uma parte de 0,17 M Tris-
HCI pH 7,5 e nove partes de 0,16 M cloreto de aménio). As células foram ressuspendidas
em meio RPMI 1640 e suplementadas com 10% de soro fetal bovino e mantidas em cultura
em placas de 96 pocos contendo 5,0 x 10° célula/pogo com diferentes concentracdes dos
compostos a 37°C por 24 h. Tween 20 a 0,5% foi usado como controle positivo na geragao
de células morta. As células foram separadas e incubadas com 10,0 ug/mL de iodeto de
propideo (Sigma) e analisadas no aparelho FACSCantoll (Becton-Dickinson
Immunocytometry System Inc., San Jose, CA, USA). Os dados foram analisados pelo

programa FlowdJo (Ashland, Oregon, USA).
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3 AcO 4

Tabela 4 - Dados espectroscépicos do composto 62 (andmero a).

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

1 5,53 1 t Ji2=35

2 5,42 1 dd J12=38,5; J3=10,8
3 5,17 1 dd Jo3=10,8; Js4=3,5
4 5,48 1 dd Js4=3,5; Jys=1,2
5 4,48 1 dt Jas=1,2; Jsg = 6,3
6a 414 1 dd Js.6a = 6,6; Joaep = 11,1
6b 4,08 1 dd Js.60 = 6,8; Jsap = 11,3

COCH;  2,15-2,00 12 s -

OH 3,12 1 dd J=12;J=35
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Anexo 1. Espectro na regiao do infravermelho do composto 2,3,4,6-tetra- O-acetil-D-galactopiranose (62).
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Tabela 5 - Dados espectroscopicos do composto 49.

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

1 4,10 1 d Ji2=8.2
2 3,56-3,52 1 m -

3 4,06 1 dd J3=7,3;J4=54
4 417 1 dd Js4=5,3; Js5=2,0
5 3,87 1 dt Jas=2,0; Jse=6,3
6a

6b 3,72 2 d Js = 6,3

7 3,56-3,52 3 S -

8 1,34 3 S -

9 1,52 3 s -

10 1,36 3 S -

11 1,37 3 S -

12 3,24 3 S -

OH 2,36 1 d J=2.2
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Anexo 2. Espectro de RMN 'H (CDCls;, 500 MHz) do composto 3,4-O-(1-metiletilideno)-6-O-(1-metoxi-1-metiletil)-B-D-

galactopiranosideo de metila (49).
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Tabela 6 - Dados espectroscopicos do composto 64.

Numero & 'H(ppm) Integral relativa  Multiplicidade Constante de acoplamento (Hz)
1 4,09-4,04 1 m -
2 3,53 1 dd Ji2=7,8; J3=98
3 4,09-4,04 1 m -
4 4,25 1 dd Jsa=54;s5=2,0
5 3,80 1 dt Jas=2,0; Js6=6,5
6a
6b 3,50-3,46 2 m -
7 3,55 3 S -
8 1,37 3 S -
9 1,49 3 S -
CH arom. 7,48 6 d Jorto = 7,2
CH arom. 7,31 6 d Jorto = 7,5
CH arom. 7,31 3 m -
OH 2,40 1 sl -
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Tabela 7 - Dados espectroscopicos do composto 66.

Numero & 'H(ppm) Integral relativa  Multiplicidade

Constante de acoplamento (Hz)

1 4,27 1 d

2 3,77 1 dd

3 4,90 1 dd

4 5,36 1 dd

5 3,89 1 dt
6a 4,17 1 dd
6b 4,09 1 dd

7 3,57 3 S
COCHj; 2,11-2,03 9 S
OH 2,64 1 sl

Jio=78
Ji2=7,8; J3=99
Jo3=10,3; J54=3,4
Jsa=3,4; Js5=0,9
Jas5=0,9; Js6=06,8
Jsga = 6,5; Jeagp = 11,2
Js e = 6,8; Jsagp = 11,2
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Tabela 8 - Dados espectroscépicos do composto 55.

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

1 4,32 1 d Jipo=7,7
2 3,48 1 dd Ji2=7,9; Jh3=95
3 3,80-3,74 1 m -
4 5,40 1 d Jas =32
5 3,80-3,74 1 m -
6a
6b 3,56 2 dd Jsg = 6,5; Joagn = 11,3
7 3,59 s -
CH.Ph 4,94 e 4,66 d Jag =113
CH.Ph 4,56 e 4,47 d Jag =119
CH arom. 7,37-7,27 10 m -
COCH3 2,06 S -
OH 2,37 1 d J=2,6
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Tabela 9 - Dados espectroscépicos do composto 70.

Numero & 'H(ppm) Integral relativa  Multiplicidade Constante de acoplamento (Hz)
1 4,34 1 d Ji2=8,0
2 4,95 1 dd Ji2=8,0; Jr3=10,1
3 3,87-3,78 1 m -
4 5,31 1 dd Jsq=3,6; Js5=0,8
5 3,87-3,78 1 m -
o 4,14 2 dd Jsg = 6,4; Joagp = 11,4
6b 56 = 0,%; Jsagb = 11,
7 3,50 3 S -
COCH;  2,16-2,05 9 s -
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Tabela 10 - Dados espectroscépicos do composto 58.

Numero & 'H(ppm) Integral relativa  Multiplicidade Constante de acoplamento (Hz)
1 4,29 1 d Ji2=75
2 3,64 1 dd Ji2=7,8;J3=9.3
3 3,50 1 dd Jo3=9,3; J34=3,4
4 4,04 1 d Jaa=3,1
5 3,60-3,54 1 m -
6a 3,82 1 dd Js6a = 6,0; Jsago = 10,0
6b 3,75 1 dd Jsea = 6,0; Jeasp = 10,0
7 3,60-3,54 3 m -
CH.Ph 4,90 € 4,73 2 d Jag = 10,9
CH,Ph 4,72 2 s -
CH.Ph 4,60 2 s -
CH arom. 7,42-7,27 15 m -
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Tabela 11 - Dados espectroscépicos do composto 72.

Numero & 'H(ppm) Integral relativa  Multiplicidade Constante de acoplamento (Hz)
1 4,25 1 d Ji2=78
2 3,63 1 dd Ji2=7,8;J3=9.3
3 3,49-3,44 1 m -
4 3,43-3,35 1 m -
5 3,98 1 sl -
6a 3,49-3,44 1 m -
6b 3,43-3,35 1 m -
7 3,59 3 s -
CH:Ph 4,89 1 d Jag=11,2
CH:Ph 4,77-4,69 3 m -
CH arom. 7,46 5 d Jorto = 7,2
CH arom. 7,40-7,21 20 m -
OH 2,40 1 d J=2,3
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Tabela 12 - Dados espectroscépicos do composto 74.

Numero & 'H(ppm) Integral relativa  Multiplicidade Constante de acoplamento (Hz)
1 4,42 1 d Ji2=8,0
2 5,23 1 dd Ji2=7,8;J3=104
3 5,05 1 dd Jo3=104; Js=34
4 5,37 1 d Jss =34
5 3,55-3,53 1 m -
6a
o 3,77 2 dd Jse = 6,7; Joago = 11,4
7 3,53 3 S -
COCH; 2,17-2,00 9 s -

OH 2,64 1 sl
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Anexo 9. Espectro de RMN "H (CDCls;, 500 MHz) do composto 2,3,4-tri-O-acetil-B-D-galactopiranosideo de metila (74).
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Tabela 13 - Dados espectroscopicos do composto 76.

Numero & ™C(ppm) & 'H(ppm) Integral relativa Multiplicidade

Constante de acoplamento (Hz)

1 89,5 6,35 1 d
2 67,4 5,22 1 dd
3 66,3 5,36 1 dd
4 67,6 5,52 1 dd
5 68,7 4,46 1 dt
6a 4,15 1 dd
6b o1.0 4,05 1 dd
7 171,0 - - -
8 28,2 2,67-2,59 2 m
9 28,4 2,77-2,69 2 m
10 174,2 - - -

COCHs; 19,1190  2,15-1,98 12 s

Ji2=3,6
Ji2=3,6; J3=10,7
Jo3=10,7; J34=3,3
Jsa=3,4; Jys=1,1
Jas=1,2; Js6=6,5

Jsga = 6,5; Jsagp = 11,2
Jsep = 6,7; Jeagp = 11,2
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Anexo 10.2. Espectro de massas do composto 76. ESI-MS calculado para CigH»4O13 [M+Na]": 471,1109 e
encontrado: 471,1108.
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Anexo 11. Espectro de RMN "H (D,O, 300 MHz) da clivagem do &cido succinico do derivado 76 por metandlise.
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Anexo 11.1. Espectro de RMN °C (D,O, 75 MHz) ) da clivagem do &cido succinico do derivado 76 por metandlise.
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Generic Display Report

Analysis Info
Analysis Name
Mathod
Sampla Name
Comment

D:Data\PETERSON_CQF3 PET 1 ACIDESP_POSd

tuma_low_tomaz1000_pos.m
3 PET 1 ACIDESP_POS

Acquisition Date 2132012 4:54:50 PM

Operator Jose Carlos Tomaz
Instrumiant micrOTOF

Imtnis,
%109}

254

ha
(=]

203.0541

+M3, Z10-3 5min 812275

0.5 155.0318
177.0141
3\311e2
- 413.2658
115.0803 317.089k 1576 357 0766 L 485 0616

0.0 . i . LI.I ] T Ll ' L LI.LI I".‘ . P, -

100 150 200 250 300 350 400 = 2 miz

Bruker Compass DataAnalysis 4.0 printed: 2MF2012 5:01229 PM Page 1 of 1

Anexo 11.2. Espectro de massas da clivagem do &cido succinico do derivado 76 por metandlise. ESI-MS
calculado para C1oH1609 [M+Na]": 303,0686 e encontrado: 203,0541.
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Anexo 11.3. Mapa de contornos HMBC (D,O, 300 MHz) da clivagem do &cido succinico do derivado 76 por metandlise.
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Tabela 14 - Dados espectroscopicos do composto 78.

Numero & ™C(ppm) & 'H(ppm) Integral relativa Multiplicidade Constante de acoplamento (Hz)

1 101,2 4,15 1 d Jio = 8,1

2 73,4 4,48 1 t Ji2=78

3 76,8 4,08 1 dd Jos=7,1; Jsa =53
4 73,7 4,18 1 dd Jsa=53; Jus=1,8
5 72,2 3,74 1 ot Jis=1,8; Jsg = 6,2
6a 626 3,45 1 dd Jsga = 3,1; Jsagp = 9,3
6b 3,37 1 dd Jseo = 2,8; Jsagp = 9,0
7 56,3 3,40 3 s -

8 171,0 - - - -

9 28,4

0 088 2,66-2,61 4 m ]

11 176,6 - - - ;

12 26,0 1,27 3 s ;

13 27,3 1,44 3 ] -
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Anexo 12. Espectro de RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) do composto 2-butanodioato-3,4-O-(1-metiletilideno)-6- O-(trifeniimetil)-B-

D-galactopiranosideo de metila (78).
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Anexo 12.1. Espectro de RMN °C (CDCls, 75 MHz) do composto 2-butanodioato-3,4-O-(1-metiletilideno)-6-O-(trifenilmetil)-

B-D-galactopiranosideo de metila (78).
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Generic Display Report
Analysis Info Acquisition Date 2132012 5:18:47 PM
Analysis Name DData\PETERSON_QF3 PET 2 ACIDO._POSd
Meathod tuma_low_tomaz1000_pos.m Oparator Josa Carlos Tomaz
Sample Mamea 3 PET 2 ACIDO_POS Instrument micrOTOF
Commanit
Inters 1 5. 0.1-1.1min B15-F5]
nﬂrlu}E_ 2451178 +M5, 0.7-T. Tmin HE-ES
304
2 E:
20
1 E:
10 4531358
b E11.1778
Je3.07m
|
_— 317.0840
w3 B00.1844
) E51.20a2
1650702 dga.1237 439.| B3 747 2320
B05_ 2724
0.0 . I..Lll .H.ll..L F—— _L.lu l-lLLJLL.J..J.H V- I-‘L - ; "
100 200 300 400 500 600 T BOD 4aa 1000 mk
Bruker Compass Uatafnalysis 4.0 printed: 22012 5225238 PM Page 1 of 1

Anexo 12.2. Espectro de massas do composto 78. ESI-MS calculado para Cs3Hs;O9 [M+Na]*™: 577,2432 e
encontrado: 243,1179.
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Tabela 15 - Dados espectroscépicos do composto 79.
Numero & C(ppm) &'H(ppm) Integralrelativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)
1 101,9 4,41 1 d Ji2=7,8
2 69,2 5,22 1 dd J1,2 = 8,0; J2,3 = 10,4
3 70,6 5,03 1 dd Jo3=10,4; J4=3,4
4 67,1 5,38 1 dl Jaas=3,1
5 70,8 3,91 1 t Js6 = 6,5
6a 613 4,20 1 dd J5,6a = 6,5; J6a,6b = 11,1
6b ’ 4,13 1 dd Jsgb = 7,0; Jsago = 11,1
7 57,0 3,51 3 s -
8 170,7 - - - -
9 28,6
2,74-2,59 4 m -
10 28,7
11 176,9 - - - -
COCH;3 20,6 -20,5 2,15-1,97 9 s -
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Anexo 13. Espectro de RMN 'H (CDCls;, 500 MHz) do composto 3,4,6-tri-O-acetil-2-butanodioato-B-D-galactopiranosideo de

metila (79).
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Anexo 13.1. Espectro de RMN °C (CDCl;, 75 MHz) do composto 3,4,6-tri-O-acetil-2-butanodioato-B-D-galactopiranosideo

de metila (79).
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Generic Display Report
Analysis Info Acquisition Date 2132012 5:05:25 PM
Analysis Name D:\Data\PETERSON_QF4 PET 2 ACIDO_POS.d
Mathod tuma_low_tomaz1000_pos.m Operator Jose Carlos Tomaz
Sampla Name 4 PET 2 ACIDD POS Instrumeant micrOTOF
Commant
Intena, L L
nx1rll:|f' 450.0834 +M5, 3 5min &3
20
443 1185
|
151
3801087
8E3 2454
10
2 ’EI._E' &
05
BEOITET
1501132
177,030l 0508
ba.aede N 243 1003 S5 D856 EE3.4101
" 2RoO0azR £401135 TB3.2253
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Bruker Compass DataAnalysis 4.0 printed: 232012 51515 PM Page 1 of1

Anexo 13.2. Espectro de massas do composto 79. ESI-MS calculado para Ci;H24O1, [M+K]*: 459,0899 e
encontrado: 459,0894.
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Tabela 16 - Dados espectroscopicos do composto 80.

Numero & ™C(ppm) & 'H(ppm) Integral relativa Multiplicidade

Constante de acoplamento (Hz)

1 102,4 4,40 1 d
2 69,1 5,20 1 dd
3 71,8 5,05 1 dd
4 67,6 5,37 1 dl
5 70,4 3,91 1 t
6a 4,20 1 dd

61,7
6b 4,13 1 dd
7 57,3 3,51 3 ]
8 171,5 - - -

9 28,8
2,70-2,48 4 m

10 29,1
11 176,9 - - -

COCH; 21,1-21,0 2,15-2,05 9 ]

Ji2=8,0
Ji2=7,8; J3=10,4
Jo3=10,4; J34=3,4

Jsa = 3,1

Js6 = 6,7

Jsea = 6,5; Jeagp = 11,4
Jsep = 6,7; Jeagp = 11,2
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Anexo 14. Espectro de RMN "H (CDCls;, 500 MHz) do composto 2,4,6-tri-O-acetil-3-butanodioato-B-D-galactopiranosideo de

metila (80).
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Anexo 14.1. Espectro de RMN °C (CDCl;, 125 MHz) do composto 2,4,6-tri-O-acetil-3-butanodioato-B-D-galactopiranosideo
de metila (80).
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Generic Display Report
Analysls Info Acquisition Date 22012 54118 PM
Analsis Name DaDats\PETERSOMN_QFRPET ALT 3_POS.d
Mathod tune_low_tomaz 1000_pos.m Cparator Jose Carlos Tomaz
Sample Mame PET ALT 3 POS Insirument mICrOTOF
Commint
ntens. +NIS, 4 1min 8245
X105 4431160
-
34
=8
i 5601068 —
i £03.4120
e sa - .
169.0504 243118 M-E-aﬁ l 5421845 7632271
D.i'.l. : .I.l + s 4 . . L. okl . + i ; . + ; nlLI.I + .L. . -t . 1
200 300 400 500 600 700 200 Mz
Eruker Compass DalaAnaksis 4.0 printed: 22012 55000 PM Page 101 1

Anexo 14.2. Espectro de massas do composto 80. ESI-MS calculado para C;7H24012 [M+Na]": 443,1159 e
encontrado: 443,1160.
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Tabela 17 - Dados espectroscédpicos do composto 81.

Numero & ™C (ppm) & 'H(ppm) Integral relativa Multiplicidade

Constante de acoplamento (Hz)

1 104,8 4,30 1 d
2 60,3 3,62 1 dd
3 79,0 3,57-3,49 1 m
4 67,5 5,61 1 d
5 72,0 3,71 1 t
6a
60,8 3,57-3,49 2 m
6b
7 57,0 3,58 3 S
8 171,5 - - -
9 28,7
2,66-2,55 4 m
10 28,8
11 177,0 - - -
CH,Ph 75,2 4,84 e 4,72 3 3d
CH,Ph 73,7e71,9 4,56-4,45 3 m

CHarom. 128,5-127,5 7,39-7,26 15 m

Jio=7,6
Ji2=7,0;d3=95
Jas=1,2
Js6 = 6,8

JAB= 10,99JAB= 11,4
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Anexo 15. Espectro de RMN "H (CDCls;, 500 MHz) do composto 4-butanodioato-2,3,6-tri-O-fenilmetil-B-D-galactopiranosideo

de metila (81).
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Anexo 15.1. Espectro de RMN ™C (CDCl;, 75 MHz) do composto 4-butanodioato-2,3,6-tri-O-fenilmetil-B-D-

galactopiranosideo de metila (81).
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Generic Display Report

Analysis Info
A I'IBI'g"SIS Mamsa

DaData\PETERS0OM_OF2 PET 4 ACIDO_POSd

Acquisition Date

232012 10216 PM

Mathod tune_low_tomaz 1000 _pos.m Cparator Josa Carlos Tomaz
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Comment
tems. M = 212
'19:1'3Sé‘F ST 2556 M5, SEmin 8212
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Ef3.1945
1
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1.0
1811014
533.2165
. 58239
= 1
07 o
o7{ 1483 335.1122 563, E!;B_Hfﬁa'
L 4351500 | . l B6EATTR
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Bruker Compass DalafAnalsis 4.0 prinied: 2132012 611116 PM Papge 101 1

Anexo 15.2. Espectro de massas do composto 81. ESI-MS calculado para CsHzsOg [M+Na]™: 587,2251 e

encontrado: 587,2256.
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Tabela 18 - Dados espectroscépicos do composto 82.

Numero & 'H(ppm) Integral relativa  Multiplicidade Constante de acoplamento (Hz)
1 4,35 1 d Ji2=78
2 3,43 1 dd Ji2=7,8; J3=9,7
3 3,69 1 dd Jo3=9,8; J34=3,6
4 5,68 1 dd Jsq=3,4; J;5=0,8
5 3,80 1 dt Jss=0,6; Js6 = 6,5
6a 3,36 1 dd Js6a = 5,9; Jeaep = 9,2
6b 3,07 1 dd Jse0 = 7,3; Joasep = 9,0
7 3,54 3 s -
8 - - - -
2 2,48-2,41 4 m -
10
11 - - - -
CH:Ph 4,78 2 d Jag=11,2
CH.Ph 4,67 e 4,52 2 d Jag = 11,0
CH arom. 7,44 5 d Joro = 7,0
CH arom. 7,38-7,25 20 m -
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Anexo 16. Espectro de RMN "H (CD3;OD, 300 MHz) do composto 4-butanodioato-2,3-di-O-(fenilmetil)-6- O-(trifenilmetil)-B-D-

galactopiranosideo de metila (82).
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Tabela 19 - Dados espectroscédpicos do composto 83.

Numero & ™C(ppm) & 'H(ppm) Integral relativa Multiplicidade

Constante de acoplamento (Hz)

1 102,0 4,40 1 d
2 68,8 5,18 1 dd
3 70,6 5,00 1 dd
4 67,4 5,43 1 dd
5 70,9 3,92 1 dt
6a 4,20 1 dd

61,3
6b 412 1 dd
7 56,9 3,51 3 ]
8 171,6 - - -

9 28,7
2,78-2,65 4 m

10 28,8
11 176,2 - - -

COCH; 20,8-20,5 2,06-1,96 9 s

Ji2=79
Ji2=7,8; Jhz=10,4
Jo3=10,4; J34=3,4
Jsa=3,4; Jys=1,1
Jis=0,9; Jse=6,7

Jsea = 6,5; Jeagp = 11,2
Jseo = 7,0; Jeagp = 11,2
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Anexo 17. Espectro de RMN 'H (CDCls;, 300 MHz) do composto 2,3,4-tri-O-acetil-6-butanodioato-B-D-galactopiranosideo de

metila (83).



Anexos

168

f1 (ppm)

N© YN o o
22833 3 2233 3 3 ay aas
[ SNv NS YN
oyl
|
|
\
|
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
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

Anexo 17.1. Espectro de RMN °C (CDCl;, 75 MHz) do composto 2,3,4-tri-O-acetil-6-butanodioato-B-D-galactopiranosideo

de metila (83).
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Bruker Compass DataAnalysis 4.0 printad: 21M1F2012 624663 PM

Fage 101 1

Anexo 17.2. Espectro de massas do composto 83. ESI-MS calculado para Ci7H24012 [M+Na]": 443,1159 e
encontrado:

443,1164.
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Anexo 18. Espectro de RMN "H (D,O, 500 MHz) da clivagem do &cido succinico do derivado 79 por metandlise.
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Anexo 18.1. Espectro de RMN °C (D,O, 75 MHz) da clivagem do &cido succinico do derivado 79 por metandlise.
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Anexo 18.2. Espectro de massas da clivagem do acido succinico do derivado 79 por metandlise. ESI-MS

calculado para C47H»404, [M+Na]": 317,0843 e encontrado: 217,0693.
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Anexo 18.3. Mapa de contornos HMBC (D,0O, 500 MHz) da clivagem do &cido succinico do derivado 79 por metandlise.
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Anexo 19. Espectro de RMN "H (D,O, 500 MHz) da clivagem do &cido succinico do derivado 80 por metandlise.
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Anexo 19.1. Espectro de RMN °C (D,0O, 125 MHz) da clivagem do &cido succinico do derivado 80 por metandlise.
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Anexo 19.2. Espectro de massas da clivagem do acido succinico do derivado 80 por metandlise. ESI-MS

calculado para C;7H24042 [M+Na]*: 317,0843 e encontrado: 217,0694.
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Anexo 20. Espectro de RMN "H (D,O, 300 MHz) da clivagem do &cido succinico do derivado 83 por metandlise.
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Anexo 20.1. Espectro de RMN °C (D,O, 125 MHz) da clivagem do &cido succinico do derivado 83 por metandlise.
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Anexo 20.2. Espectro de massas da clivagem do &cido succinico do derivado 83 por metandlise. ESI-MS

calculado para C;7H2404, [M+Na]*: 317,0843 e encontrado: 217,0688.
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Tabela 20 - Dados espectroscépicos do composto 85.

Numero & ™C(ppm) & 'H(ppm) Integral relativa Multiplicidade  Constante de acoplamento (Hz)

1 103,7 4,37 1 d Ji2=7,8

2 70,3 3,48 1 dd Ji2=8,0; J3=98
3 70,9 3,83 1 dd Jo3=9,8; Jss=34
4 70,5 5,29 1 d Jsq=3,4

5 73,5 3,87-3,84 1 m -

6a

&b 60,3 3,60-3,57 2 m .

7 57,1 3,55 3 S -

8 174,0 - - - -

9 28,9 2,70-2,65 2 m -

10 29,2 2,77-2,72 2 m -

11 177,0 - - - -
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Anexo 21. Espectro de RMN "H (D,O, 500 MHz) do composto 4-butanodioato-B-D-galactopiranosideo de metila (85).
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Anexo 21.1. Espectro de RMN °C (D,0O, 75 MHz) do composto 4-butanodioato-B-D-galactopiranosideo de metila (85).
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Anexo 21.2. Espectro de massas do composto 85. ESI-MS calculado para Ci7H24012 [M+Na]": 317,0843 e
encontrado: 317,0843.



