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RESUMO

MORAIS, P. A. B. Sintese e avaliacao da atividade biolégica de derivados
aminoglicosideos como potenciais inibidores na replicacao do virus HIV-1. 2012. 226f.
Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade
de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2012

De acordo com a Organizagao Mundial de Saude (World Health Organization — WHQ),
aproximadamente 40 milhdes de pessoas ao redor do mundo estdo infectadas com
HIV/AIDS. Atualmente, a epidemia tem sido controlada em grande parte do mundo
ocidental, porém, projecdes sugerem que, até o fim desta década, o nimero de incidéncia
da doenca podera duplicar. Apesar das significantes melhoras na morbidade e mortalidade
de pacientes infectados pelo HIV, o rapido surgimento de cepas resistentes aos agentes
anti-HIV, além dos efeitos adversos e o alto custo de farmacos de dltima geracao, torna-se
necessario o continuo desenvolvimento de novas classes de agentes anti-HIV. A transcricao
e multiplicacdo do RNA viral sdo dependentes das interagdes seqiiéncia-especifica entre
duas proteinas reguladoras virais essenciais, Tat e Rev, com seus respectivos sitios no
RNA, TAR e RRE. Durante a ultima década, os aminoglicosideos foram introduzidos como
ligantes universais do RNA, sendo capazes de se ligar ao TAR e ao RRE. A literatura
apresenta diversos aminoglicosideos que sdo capazes de se ligar ao TAR e inibir a
interagcdo Tat-TAR bem como, inibir competitivamente a ligacdo da proteina Rev ao RRE,
como, por exemplo, a neomicina e tobramicina. Considerando a importancia dos
aminoglicosideos e analogos nucleosidicos, conhecidamente eficazes na terapia
antirretroviral, o trabalho foi direcionado para a sintese de conjugados de aminociclitol, 2-
desoxi-estreptramina, e adenosina, bem como, dimeros de adenosina via estratégia de click
chemistry por reacdo de cicloadicdo azido-alcino catalisada por Cu(l) (CuAAC). Para a
sintese destes produtos, o precursor adenosina foi convertido no derivado 5-azido-5'-
desoxi-adenosina, o qual foi condensado com diversos diinos terminais comerciais,
contendo diferentes grupos espacantes, com a finalidade de explorar suas influéncias nas
propriedades eletrbnicas e estéricas nos conjugados de interesse frente a atividade anti-HIV.
Os derivados alcinos presentes na posicdo C-5 de adenosina, via grupo triazol, foram
empregados para a sintese dos monémeros nucleosideo-aminociclitis, assim como, na
sintese de dimeros nucleoside0-aminociclitéis, via reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar, na
presenca de CuSQO,, quantidade catalitica, e ascorbato de sédio, para geragéo in situ de
Cu(l). Adicionalmente, alguns dos compostos, na concentracdo de 1mM, foram testados
empregando o ensaio de ELISA para deteccdo da presenca de proteina viral p24 em
linhagem células H9 e avaliagdo de sua atividade antirretroviral. De acordo com o ensaio
biol6gico, um dos compostos preparados apresentou, proporcionalmente ao crescimento da
linhagem H9 (HIV) controle, atividade de inibicao de formacado da proteina viral p24 similar
ao composto padrdao zidovudina (AZT). Além disso, outros dois compostos também
apresentaram um resultado relevante uma vez que suas atividades foram similares ao
composto padrao lamivudina (3TC). Estes resultados sugerem que a presenca de uma
cadeia metilénica mais extensa, como cadeia lateral ou grupo espagante, pode influenciar
positivamente a atividade biolégica por efeito hidrofébico ou estérico. Por fim, os ensaios de
viabilidade celular demonstraram que os compostos testados nao foram citotéxicos nas
condicdes testadas.

Palavras-chave: 1. AIDS 2. Virus HIV-1 3. Aminociclitéis 4. Sintese de andalogos
nucleosidicos. 5. click chemistry 6. CUAAC: cicloadigao azido-alcino catalisada por Cu(l)



ABSTRACT

MORAIS, P. A. B. Synthesis and biological evaluation of aminoglycoside derivatives as
potential inhibitors in HIV-1 virus replication. 2012. 226f. Thesis (Doctoral). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2012

According to World Health Organization — WHO about 40 million of people are infected with
HIV/AIDS. Currently, the epidemic has been controlled largely in the western world, since,
projections suggest that, until this decade end, the disease incidence could increase. Despite
significant improvements in morbidity and mortality of HIV-patients, quick emergence of
resistant strains to anti-HIV agents, in addition to adverse effects and high cost of recent
drugs, becomes necessary the ongoing development of new classes of HIV agents.
Transcription and translation of the viral RNA are dependent of sequence-specific
interactions among two essential viral regulatory proteins, Tat and Rev, and their
corresponding TAR and RRE sites in HIV-1 RNA. Over the past decade, aminoglycosides
were established as universal RNA linkers, being able to link to TAR and RRE. The literature
reports several aminoglycosides that bind to TAR and inhibit Tat-TAR interaction, as well as,
competitively inhibit the bind between Rev protein and RRE, such as: neomycin and
tobramycin. Considering the importance of nucleosides analogs, effective in antiretroviral
therapy, and aminoglycosides, the work was driven to the synthesis of aminocyclitol, 2-
deoxy-streptamine, conjugated to the adenosine, as well as, conjugated dimers of adenosine
by molecular duplication via click chemistry strategy involving copper-catalysed azide—alkyne
cycloaddition reaction (CUAAC). For the synthesis of these products, the starting material
adenosine was converted to 5’-azide-5’-deoxy-adenosine, which was conjugated with several
commercials terminal dialkynes containing different intercalating groups in order to explore
the influences of the steric and electronic properties of conjugates towards anti-HIV activity.
Alkynes derivated at C-5’ position of adenosine, via triazole group, were used in the
synthesis of nucleoside-linked aminocyclitols, as well as, nucleoside conjugated dimers by
1,3-dipolar cycloaddition reaction under microwave-assisted conditions (MW), using the
catalytic system CuSOQ,/sodium ascorbate for the in situ generation of Cu(l). Additionally,
several compounds, at concentration of 1mM, were tested in vitro by ELISA for detection of
p24 protein in H9 cells to antiretroviral evaluation. According with the biologic assay, one of
the compounds showed inhibition of p24 protein production similar to zidovudine (AZT),
when compared to H9 cells line growth control, Furthermore, two compounds also showed
important activities similar to lamivudine (3TC). These results suggest that the presence of a
longer methylenic chain, as side chain or intercalating groups, could influence positively in
the biologic activity due to hydrophobic or steric effects. Ultimately, the cell viability assays
showed that compounds were not cytotoxic in the tested conditions.

Keywords: 1. AIDS 2. HIV-1 virus 3. aminoglycosides 4. synthesis of nucleoside analogues.
5. click chemistry 6. CUAAC: copper(l)-catalyzed alkyne-azide cycloaddition
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1. Introducéo

1.1 Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo-1 (HIV-1)

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) é uma doenca pandémica que tem
como agente etioldégico o virus HIV (Human Immunodeficiency Virus), um retrovirus
pertencente a subfamilia Lentivirinae.

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization
— WHO), aproximadamente 34 milhdes de pessoas ao redor do mundo estéo infectadas com
HIV/AIDS, das quais 3,4 milhdes séo criancas, sendo a grande maioria na Africa
subsaariana, onde as taxas de prevaléncia para a infec¢cdo sdo de aproximadamente 7%
entre os adultos jovens. Em alguns paises dessa regido, tais como Zimbabue e Botsuana,
mais de 25% dos adultos estdo infectados. Em 2010 foram relatados aproximadamente 2,7
milhdes de novos casos e 1,8 milhdes de mortes foram relacionadas ao HIV/AIDS (UNAIDS,
2010).

A pandemia tem sido controlada em grande parte do mundo ocidental através de
grandes esforcos feitos para a compreensao da patogénese e epidemiologia da doenca,
porém, o numero de pessoas infectadas continua a crescer em um ritmo alarmante e
projecfes sugerem que, até o fim desta década, o nimero de incidéncia da doenca podera
duplicar (JANEWAY et al., 2007).

O desenvolvimento de uma terapia antirretroviral tem sido um grande desafio desde
a descoberta do virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Sucessos com inibidores de
transcriptase reversa nucleosideos e nao nucleosideos, bem como, o desenvolvimento de
inibidores de protease nos Uultimos anos, proporcionaram uma terapia antirretroviral
altamente ativa, na qual uma combinacdo de farmacos é simultaneamente administrada
(MOORE, CHAISSON, 1999).

Em julho de 2011, o Programa Conjunto das Nacdes Unidas sobre HIV/AIDS (Joint
United Nations Programme on HIV/AIDS - UNAIDS) e a WHO divulgaram o resultado de um
estudo realizado pelo Centro de Pesquisa Clinica da Universidade de Washington em
paises da Africa subsaariana; Quénia, Uganda e Botswana. Este mostrou que a
administracdo diaria de um antirretroviral, tenofovir ou tenofovir/emtricitabina, a pessoas néo
portadoras do virus HIV pode reduzir o risco de infeccdo das mesmas em até 73%,
direcionando sua utilizacdo também em uma medida profilatica, como exemplo, para casais
onde um dos conjuges ¢é portador do virus.

O significante resultado deste estudo, associado as significantes melhoras na

morbidade e mortalidade de pacientes infectados pelo HIV, o rapido surgimento de cepas
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resistentes aos agentes anti-HIV (CHEN, QUINONES-MATEU, MANSKY, 2004), além dos
efeitos adversos (CLAESSENS et al., 2003) e o alto custo de farmacos de ultima geracéao,
torna necessario o continuo desenvolvimento de novas classes de agentes anti-HIV
(CHECK, 2003; GULICK, 2003).

A origem da infeccdo humana pelo virus HIV provém do contato com chimpanzés
habitantes em florestas no sudoeste da Africa e os primeiros casos da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) foram relatados em 1981, embora casos da doenga
haviam ocorrido, sem serem reconhecidos, por cerca de quatro anos antes de sua
identificacdo. A doenca se caracteriza por uma suscetibilidade a infeccdo por patégenos
oportunistas ou pela ocorréncia de uma forma agressiva de sarcoma de Kaposi ou linfoma
de células B, acompanhada de uma profunda diminuicdo do numero de células T CD4
(JANEWAY et al., 2007; HO, BIENIASZ, 2008; ALBERTS et al., 2002; KEELE et al., 2006).

Uma série de estudos que antecederam o surgimento da AIDS foi importante para
gque se tenha chegado a descoberta do HIV e do seu ciclo de vida. Na década de 1970 foi
descoberta uma enzima que apresentava uma funcao diferente da esperada. O dogma da
genética, até entdo aceito, era que a partir de uma fita de DNA ocorre a transcricdo do RNA
mensageiro, cuja informacao é traduzida em aminoacidos, que compdem uma proteina. No
entanto, a enzima descoberta fazia uma transcricdo ao contrario, ou seja, a partir do RNA
era feita uma cépia de DNA, por isso essa enzima foi denominada transcriptase reversa
(TR) (BALESTIERI, 2006).

No inicio da década de 1980 o pesquisador Robert Gallo, trabalhando com células
leucémicas e de linfoma, descobriu que estas apresentavam atividade similar a transcriptase
reversa, o que foi associado a presenca de virus do tipo RNA denominado retrovirus (virus
gue apresentam transcriptase reversa — familia Retroviridae). Esses virus, por infectarem
linfécitos T, foram denominados HLTV-1 e HLTV-2 (human T-lymphotropic virus) e
identificados como similares a outros do género dos Lentivirus que tém como caracteristica
provocar infeccbes de evolucdo lenta e atingir o sistema nervoso central. Posteriormente,
Robert Gallo recebeu, do pesquisador francés Luc Montaigner, amostras celulares de
linfonodo de paciente com linfoadenopatia generalizada, com a mesma sindrome que tinha
acometido os pacientes identificados em 1981. Simultaneamente esses dois pesquisadores
identificaram nesses linfonodos a transcriptase reversa, associada a presenca de um
retrovirus. O grupo francés denominou o virus de LAV (lymphadenopathy virus) e o grupo
americano chamou de HLTV-3; mais tarde, o virus passou a se chamar HIV (human
immunodeficiency virus). Hoje ja foram identificados dois tipos de HIV: o HIV-1, mais comum
nos EUA e Europa, e mais virulento, e o HIV-2, endémico na Africa e na Asia. Esses dois
virus apresentam cerca de 40% de homologia e o HIV-2 é mais parecido com o SIV
(BALESTIERI, 2006).
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Em geral a infec¢&o inicial pelo HIV ocorre apds a transferéncia de liquidos organicos
de uma pessoa infectada. O virus é transportado nas células T CD4 auxiliares infectadas,
nas células dendriticas e nos macrofagos, e como um virus livre no sangue, no sémen, no
liquido vaginal ou no leite. A transmissdo ocorre, mais comumente, por relacdo sexual,
agulhas contaminadas usadas para administracdo intravenosa de farmacos e uso
terapéutico de sangue ou hemoderivados contaminados, embora essa Ultima via tenha sido
amplamente eliminada no mundo desenvolvido, onde os hemoderivados séo rotineiramente
testados para o HIV. Uma importante via de transmissédo do virus é a vertical, mae para
filho, no momento do parto ou pelo leite materno. Na Africa a taxa de transmissdo perinatal é
de aproximadamente 25%, mas isso pode ser evitado tratando-se a gestante infectada com
zidovudina (AZT). As maes recém-infectadas e que amamentam seus bebés podem
também transmitir o HIV pelo leite materno (JANEWAY et al., 2007).

No entanto a taxa de infeccbes em criancas por HIV tem sido reduzida
significativamente como resultado da expansao de programas de prevencdo da transmissdo
vertical, sendo o numero de criancas infectadas de 500.000 em 2001, passando para
390.000 em 2010. Como resultado a UNAIDS tem chamado atencdo para uma virtual
eliminacao, até o ano 2015, de novas infec¢des por HIV em criancas (UNAIDS, 2010).

No Brasil, em 2010, a porcentagem estimada de gestantes nas quais foram
realizados testes para o diagnéstico de HIV foi de 70%, assim como, a porcentagem das
que receberam terapia antirretroviral adequada para prevencgado desse tipo de transmissdo
atinge cerca de 95% (UNAIDS, 2010).

1.2 Infecgéo pelo virus HIV-1

Inicialmente ha uma eclosdo aguda da replicacdo do virus, duas a trés semanas
apos a transmissdo, quando a pessoa infectada sofre com uma doenca semelhante a um
resfriado. Como esta sindrome aguda se resolve espontaneamente, concomitante com o
comeco da resposta imune especifica, o nivel de viremia é parcialmente controlado,
alcancando um steady-state ou um valor controlado, dentro de alguns meses. O valor
controlado para o HIV-1 é mantido por um equilibrio dindmico entre a producao de virions e
a sua eliminacdo. A metade das particulas virais no sangue é eliminada em trinta minutos,
no entanto metade das células T produtivamente infectadas morre em menos de um dia
(HO, BIENIASZ, 2008; JANEWAY et al., 2007)

Quando os linfocitos T auxiliares tornam-se infectados, peptideos virais associados
com as moléculas do MHC classe | sdo expressos na membrana. Linfocitos T citotoxicos
especificos para esses complexos podem, pela liberacdo de perforina/granzima, matar

linfocitos T auxiliares infectados. Células dendriticas infectadas, expressando moléculas do
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MHC-I e peptideos virais, também podem ser mortas por linfécitos T citotoxicos. A morte dos
linfécitos T auxiliares e das células dendriticas, que ocorre durante a fase de laténcia, reduz
a capacidade de resposta imune do organismo, causando extrema sensibilidade na infeccdo
por microorganismos oportunistas. Conseqientemente, a maioria dos pacientes com AIDS
morre por infecgcBes que surgem apds varios anos do estabelecimento dos sintomas da
doenca, apesar de os pacientes terem sido tratados com uma potente combinacdo de
farmacos anti-HIV (BALESTIERI, 2006; ALBERTS et al., 2002).

As altas taxas de replicacdo, com a geracdo de 10° a 10 virions por dia, em
conjunto com uma alta taxa de erro da transcricdo reversa, resultam na criacdo de um
grande numero de novas variacdes virais a cada dia. A replicacdo do genoma viral depende
de duas etapas sujeitas a erros. A transcriptase reversa nao possui mecanismos de reparo
associados as DNA polimerases celulares e, assim, os genomas RNA dos retrovirus sao
copiados em DNA com uma fidelidade relativamente baixa, em virtude disto, a transcricdo
do cDNA viral em cépias de RNA pela RNA polimerase celular é, de modo similar, um
processo de baixa fidelidade. Desta forma, um virus persistente com replicacdo rapida que
passa por essas etapas repetidamente, durante uma infeccdo, pode acumular muitas
mutagBes. Consequentemente, uma populacdo diversa ainda relacionada aos virus,
conhecida como quasispécies, surge no interior de cada pessoa infectada, e distintos
subtipos de HIV-1 emergem dentro da pandemia global (HO, BIENIASZ, 2008; JANEWAY et
al., 2007; ALBERTS et al., 2002; TURNER, SUMMERS, 1999).

Esta extraordindria plasticidade gendmica dificulta o desenvolvimento de vacinas
contra 0 HIV e pode também levar a um rapido desenvolvimento de resisténcia aos
farmacos. Quando os antivirais sdo administradas, variantes do virus com mutacdes
conferindo resisténcia aos seus efeitos emergem e se expandem até que 0s niveis
anteriores de virus plasmaticos sejam retomados. A resisténcia a alguns inibidores da
protease, por exemplo, surge apo6s alguns dias enquanto que para o inibidor da transcriptase
reversa zidovudina (AZT), amplamente usado no tratamento da AIDS, leva meses para se
desenvolver. Isto se deve, ndo porque o AZT € um inibidor muito potente, mas sim por exigir
trés ou quatro mutacdes na transcriptase reversa viral, no entanto, uma Unica mutacao pode
conferir resisténcia aos inibidores da protease e a outros inibidores de transcriptase reversa.
Como resultado do surgimento relativamente rapido de resisténcia a todos anti-HIV
conhecidos, o tratamento medicamentoso bem-sucedido pode depender tanto do
desenvolvimento de uma variedade de farmacos antivirais que possam ser usados em
combinacdo, quanto do tratamento precoce da infeccdo, reduzindo assim as chances de
uma variante do virus acumular todas as mutacdes necessérias para resistir ao coquetel

inteiro. O protocolo atual de tratamento de infec¢des por HIV envolve o uso simultaneo de
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trés farmacos, o que minimiza a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia
(JANEWAY et al., 2007; BALESTIERI, 2006; ALBERTS et al., 2002).

1.3 Estrutura do virus HIV-1

Todos os lentivirus sdo envoltos por uma bicamada de lipidios a qual é derivada a
partir da membrana da célula hospedeira. Glicoproteinas expostas na superficie, gp120
(120kD), estdo ancoradas ao virus via interacbes com uma glicoproteina transmembrana,
gp4l (41kD). A bicamada lipidica também possui algumas proteinas da membrana celular
derivada da célula hospedeira, incluindo antigenos de histocompatibilidade principal
(TURNER, SUMMERS, 1999).

A matriz da capsula compreende aproximadamente duas mil copias de proteina
matriz, (MA ou pl7, 17kD), entrelacadas na superficie interna da membrana viral, e um
capsideo cdnico compreendendo cerca de 2000 cépias de proteina capsideo, (CA ou p24,
24 kD), o qual esta localizado no centro do virus. O capsideo contém duas copias de
genoma viral unspliced, ou seja, ndo-processado, o qual esta estabilizado como um
complexo de ribonucleoproteina com aproximadamente 2000 coépias de proteina
nucleocapsideo, (NC ou p7). Além disso, o capsideo contém trés enzimas virais, a protease
(PR), a transcriptase reversa (RT) e a integrase (IN), e proteinas regulatdrias; Nef, Vif, Vpr,
Rev, Tat e Vpu, sendo que estas trés Ultimas atuam apenas quando na célula hospedeira
(Figura 1) (TURNER, SUMMERS, 1999; BALESTIERI, 2006).

Figura 1: Estrutura do virus HIV mostrando as proteinas estruturais (MA, CA e NC)
regulatorias (Nef, Vif, Vpr, Rev, Tat e Vpu) e enzimas virais (PR, RT e IN)
(adaptado: TURNER, SUMMERS, 1999).
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O mapa genético do HIV mostra trés regibes principais contendo nove genes
ladeados por longas sequencias terminais repetitivas (LTRS): a regido gag, que codifica as
proteinas estruturais internas p17 (MA), p24 (CA), p7 (NC) e p6, a regido pol, que codifica a
protease (pl11, PR), transcriptase reversa (p66/p51,RT) e integrase (p31, IN) e, finalmente, a
regido env, responsavel pela codificacdo das proteinas do involucro, gp120 (SU) e gp4l
(TM) (Figura 2) (JANEWAY et al., 2007; FREED, 2004; ALBERTS et al., 2002; TURNER,
SUMMERS, 1999).
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Figura 2: Visdo do genoma do HIV-1, bem como, sitios importantes do RNA localizados na
5'-longa sequUéncia terminal repetitiva e no sitio-y (ELSON-SCHWAB, TOR,
2007).

O genoma do HIV-1 codifica ainda as seis outras proteinas acessorias, sendo duas,
Tat e Rev, relacionadas com a regulacdo da expressdo génica (Tabela 1) (PECANHA,
ANTUNES, 2003).

Tabela 1: Proteinas regulatdrias e suas fungcdes durante a replicacdo do virus (BALESTIERI,

2006).
Proteinas regulatérias Funcéo

Tat Amplifica a transcricdo do RNA viral

Ver Regula a expressdo das proteinas virais,
transportando o RNA mensageiro viral para o
citoplasma

Nef Reduz a expresséo das moléculas do MHC-1 e CD4
nas células infectadas e aumenta a saida dos virus
das células

Vif Regula a infectividade viral

Vpu Promove a liberag&o de particulas virais no meio

extracelular e reduz a expresséao de CD4

Vpr Promove o transporte do cDNA viral para o nucleo
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1.4 Replicagéo do virus HIV-1

Como um retrovirus, HIV-1 utiliza o RNA como seu material genético. A replicacéo
viral, portanto, consiste primeiramente em converter o genoma viral em DNA e, apds a
transcricdo, voltar a RNA. O ciclo de vida do HIV-1 pode ser dividido em trés fases principais
(EMERMAN, MALIM, 1998; FRANKEL, YOUNG, 1998).

envelope Transcriptase
reversa

Receptor de ligacdo a
proteinas

virus

. ~ assembly
[l f { N Proteinas envelope
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Figura 3: llustracdo do ciclo de vida do virus HIV-1(adaptado: ELSON-SCHWAB; TOR,
2007). Apds a adeséo, fusdo, e perda parcial do capsideo, 0 RNA viral com seu
filamento Unico é reversamente transcrito ao correspondente DNA com duplo
filamento o qual é integrado ao cromossomo hospedeiro (setas vermelhas). A
transcricdo € menos eficaz nos estagios recentes, e RNAS virais curtos transcritos
sdo formados. Essas sequencias de RNA saem do nucleo e séo responsaveis
pela expressdo de um numero de proteinas virais reguladoras, incluindo Tat e
Rev (setas azuis). A proteina viral Tat aumenta significantemente a formacéo
integra do RNA viral (setas azuis) enquanto a Rev facilita o transporte para o
citoplasma do RNA viral (setas verdes). A presenca do RNA viral no citoplasma
facilita a biossintese das proteinas virais necessérias, bem como, o
empacotamento dos genomas virais completos em novas particulas de HIV
(setas verdes).

O primeiro estagio envolve o reconhecimento da célula hospedeira, que

preferencialmente s&o linfocitos T CD,’*, fusdol/liberagdo, transcrigdo reversa, e integragéo
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da copia de DNA de fita dupla ao cromossomo da célula hospedeira pela a¢do da enzima
viral integrase (IN), estabelecendo a presenga permanente do material genético viral no
interior da célula infectada. O proximo estagio inclui a transcricdo do RNA viral, traducao das
proteinas virais, e processamento (splicing) do RNA e proteinas nas suas formas maduras
(Figura 3). Na etapa final, as novas particulas virais sdo empacotadas e liberadas por
brotamento da membrana plasmética, cada uma em um envelope de membrana, para
infectar novas células (JANEWAY et al., 2007; TURNER, SUMMERS, 1999).

A capacidade do HIV de penetrar em tipos particulares de células, conhecida como
tropismo celular do virus, € determinada pela expresséo de receptores especificos do virus
na superficie dessas células (A). O HIV penetra nas células por meio de um complexo de
duas glicoproteinas virais, gp120 e gp41, ndo covalentemente associadas no envelope viral
(B) (Figura 4). A porgcédo gpl20 do complexo glicoproteico se une com alta afinidade a
molécula de CD4", uma proteina envolvida no reconhecimento imune, presente na superficie
celular. Essa glicoproteina, assim, dirige o virus para as células T CD4", células dendriticas
e macroéfagos, que também expressam algum CDA4.

Antes da fuséo e entrada do virus, o gpl120 também deve se ligar a um co-receptor
na membrana da célula hospedeira. Varias moléculas podem servir como co-receptores
para entrada do virus HIV, mas todas foram identificadas como receptores de quimiocinas.
Dois receptores de quimiocinas, conhecidos como CCR5, o qual é expresso
predominantemente nas células dendriticas, macréfagos e células T CD4, e CXCRA4,
expresso nas células T, sdo os principais co-receptores do HIV (JANEWAY et al., 2007;
BALESTIERI, 2006; ALBERTS et al., 2002; FREED, 2004; HO, BIENIASZ, 2008; TURNER,
SUMMERS, 1999).

Os virus encontrados nos primeiros meses, apés uma infeccdo com HIV, quase que
invariavelmente, necessitam do CCR5, o que potencialmente explica por que os individuos
gque carregam um gene ccr5 defectivo ndo sao suscetiveis a imunodeficiéncia pelo HIV. Nos
estagios tardios da infeccdo, os virus podem passar a utilizar o co-receptor CXCR4, ou
adaptarem-se para 0 uso de ambos 0s co-receptores; com este processo o virus pode
modificar o tipo de célula que ele infecta durante a progressado da doenca (ALBERTS et al.,
2002).

A ligacdo do gpl20 ao receptor, a qual promove uma mudanca conformacional,
seguida da ligacdo ao co-receptor, permite que a gp41 (C) exponha uma regido hidrofobica
causando a insercdo e fusdo (D) do envelope viral com a membrana citoplasmatica da
célula, possibilitando que o genoma viral e as proteinas virais associadas penetrem no
citoplasma (E), conforme ilustrado na figura 4 (JANEWAY et al., 2007; BALESTIERI, 2006;
ALBERTS et al., 2002; FREED, 2004; TURNER, SUMMERS, 1999).
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Figura 4: Mecanismo de penetracdo do virus HIV na célula hospedeira (adaptado: DE
CLERCQ, 2009). (A) expresséao de receptores especificos do virus na superficie
dessas células. (B) O HIV penetra nas células por meio de um complexo de duas
glicoproteinas virais, gp120 e gp41, ndo covalentemente associadas no envelope
viral. gp41 (C) expbe regido hidrofébica. (D) fusdo do envelope viral com a
membrana citoplasmética da célula. (E) genoma viral e as proteinas virais
associadas penetram no citoplasma.

Uma das proteinas que entra na célula juntamente com o genoma viral é a
transcriptase reversa que transcreve o RNA viral em uma copia complementar de DNA
(cDNA). Assim como todas DNAs polimerases, a transcriptase reversa necessita de um
primer com um grupo hidroxila livre na posi¢ao 3’- para iniciar a sintese do cDNA. Durante o

inicio da transcricdo reversa, um prime celular RNAtY3

€ posto em uma sequéncia
complementar na porcdo 5 -terminal do genoma viral chamada sitio de ligacdo do primer
(PBS). A enzima viral transcriptase reversa reconhece este complexo de RNA-RNA, e
catalisa a extensdo 3'- terminal do primer RNAtY?
(JANEWAY et al., 2007; TURNER, SUMMERS, 1999; ABBINK, BERKHOUT, 2008).

Entdo, esse cDNA, é transportado do citoplasma para o nucleo da célula hospedeira,

, com 0 RNA viral atuando como template.

com auxilio da proteina Vpr, e através de longas sequencias terminais repetitivas (LTRsS) em
sua estrutura, é integrado ao genoma da célula hospedeira pela integrase viral, que também
penetra na célula com o RNA viral. A integrase, através de trés residuos altamente
conservados essenciais para catalise, aspartato 64 (Asp64), aspartato 116 (Aspll6) e
glutamato 152 (Glul52), produz extremidades 3"-OH ativadas no cDNA viral, que atacam
diretamente uma molécula-alvo de DNA por uma mecanismo muito semelhante ao de corte
e colagem utilizado pelos transposons de DNA. A copia de cDNA integrada é conhecida
como provirus. Nas células T CD4 ativadas, a replicacao viral é iniciada pela transcrigcdo do
provirus, entretanto, o HIV, assim como outros retrovirus, pode estabelecer uma infeccéo
latente na qual o provirus permanece quiescente (JANEWAY et al., 2007; BALESTIERI,
2006; ALBERTS et al., 2002; FREED, 2004; TURNER, SUMMERS, 1999).
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A producao de particulas virais infecciosas a partir de um provirus HIV integrado é
estimulada por um fator de transcrigdo que esté presente em todas as células T ativadas. A
ativacdo das células T CD4 induz o fator de transcricdo NFkB, que se liga aos promotores
ndo somente no DNA celular mas também na LTR do virus, iniciando assim a transcrigdo do
RNA viral pela RNA polimerase celular. Esse transcrito € processado (splicing) de varias
maneiras para produzir RNAms para as proteinas virais. As proteinas Gag e Gag-Pol séo
traduzidas a partir de RNAm néo-processado, Vif, Vpr, Vpu e Env so traduzidas a partir de
um Unico RNAm processado, e Tat, Rev e Nef sdo traduzidas a partir de varios RNAm
processados. Pelo menos dois genes virais, tat e rev, codificam proteinas, respectivamente
Tat e Rev, que promovem a replicacdo viral nas células T ativadas (JANEWAY et al., 2007,
ALBERTS et al., 2002).

A proteina Tat € uma potente reguladora transcricional, que funciona como um fator
de elongacdo, permitindo a transcricdo por completo do provirus pelo complexo RNA
polimerase Il. A Tat contém dois sitios de ligacdo, presentes em um Unico dominio,
conhecido como dominio de transativacdo. O primeiro desses sitios permite que a Tat se
ligue em uma proteina celular do hospedeiro, ciclina T1. Essa reacéo de ligacdo promove a
ligagdo da proteina Tat através do segundo sitio de ligacdo, no seu dominio de
transativagdo, a uma sequencia de RNA na LTR, conhecida como regido de ativacdo
transcricional (transactivation response - TAR), aumentando a taxa de transcricdo do
genoma viral, por meio da remocdo dos fatores de elongacdo negativa que bloqueiam a
atividade de transcricdo da RNA polimerase Il. A expressdo da ciclina T1 é grandemente
aumentada nas células T ativadas, 0 mesmo ndo acontecendo nas células T quiescentes.
Fato esse, juntamente com a expressdo aumentada de NFkB nas células T ativadas, pode
explicar a capacidade do HIV permanecer dormente nas células T latentes e de se replicar
nas células T ativadas (JANEWAY et al., 2007; BALESTIERI, 2006; ALBERTS et al., 2002
FREED, 2004; HO, BIENIASZ, 2008).

As células eucaribticas tém seus mecanismos para evitar a exportacdo de transcritos
de RNAm, processados incompletamente, do ndcleo celular para o citoplasma o que poderia
ser um problema para um retrovirus, que depende dessa exportacdo para traduzir todas as
proteinas virais. A proteina Rev € a solucdo viral para esse problema. A exportacdo nucleo-
citoplasma e a traducéo das trés proteinas do HIV; Tat, Nef e Rev, ocorrem precocemente
apos a infeccao viral através da proteina Rev que entra no nucleo e se liga a uma sequencia
de RNA especifica, conhecida por elemento de resposta ao Rev (Rev response elements -
RRE). O Rev também se liga a uma proteina de transporte ndcleo-citoplasma do
hospedeiro, Crm1/exportinal (regido 1 de manutengdo cromossomal), que ativa a via do
hospedeiro para exportar espécies de RNAm através dos poros nucleares para o citoplasma
(JANEWAY et al., 2007; ALBERTS et al., 2002; HO, BIENIASZ, 2008).
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Quando o provirus é ativado pela primeira vez, os niveis de Rev sdo baixos e 0s
RNAm transcritos sdo transportados lentamente do ndcleo para o citoplasma, podendo
ocorrer multiplos processamentos. Assim, sdo produzidas mais proteinas Tat e Rev, e a Tat,
por sua vez, assegura gque mais transcritos virais sejam produzidos. Posteriormente quando
0s niveis de Rev j4 estdo elevados, os RNAm transcritos saem rapidamente do nucleo, ndo
processados ou com um unico processamento. Esses RNAm transcritos séo traduzidos para
produzir componentes estruturais do cerne e envelope viral, junto com a transcriptase
reversa, integrase e protease viral, todos necessarios para produzir novas particulas virais.
Os RNAm transcritos completos, sem processamento, 0s quais vao constituir o genoma
RNA das novas particulas virais, sdo necessarios, também, para traducao nas proteinas gag
e pol (JANEWAY et al., 2007).

A regulacdo da exportacdo nuclear pela Rev tem varias consequéncias importantes
para o crescimento e a patologia do HIV. Além de garantir a exportacdo nuclear de RNAmM
especificos ndo submetidos a splicing (processamento), ela divide a infeccdo viral em uma
fase precoce, na qual a Rev é traduzida a partir de um RNAm submetido a splicing total, e
uma fase tardia na qual RNAmMs ndo submetidos a splicing sdo exportados devido a fungao
da Rev. E também possivel que a regulacdo pela Rev auxilie o virus HIV a atingir a laténcia,
uma condicdo em que o genoma do HIV esta integrado no genoma da célula hospedeira,
mas a producdo das proteinas virais esta temporariamente suspensa. Se, apés a sua
entrada inicial na célula, as condigbes tornarem-se desfavoraveis para a transcricdo e a
replicacao viral, a Rev é produzida em niveis muito baixos para que ocorra a exportacao do
RNA néo submetido a splicing. Essa situagdo bloqueia o ciclo de crescimento viral. Quando
as condi¢fes para a replicagéo viral melhoram, os niveis da Rev aumentam, e o virus pode
entrar no ciclo replicativo (ALBERTS et al., 2002; TURNER, SUMMERS, 1999).

A poliproteina precursora Env (gpl60) é sintetizada no reticulo endoplasmatico a
partir de um RNAm processado. A Env é, entdo, apds a traducdo, modificada no reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi, e transportada a membrana celular para a montagem
da nova particula viral (TURNER, SUMMERS, 1999).

As poliproteinas sao clivadas pela protease viral (PR) para producdo das enzimas,
agora independentes, bem como, das proteinas estruturais MA, CA e NC, as quais sofrem
um rearranjo via um processo chamado de maturacdo e, posteriormente, formardo novas
particulas virais infecciosas (TURNER, SUMMERS, 1999).

A protease foi a primeira proteina do HIV a ser caracterizada e a partir de estruturas
cristalizadas de HIV protease, e de complexos com inibidores, foi direcionado o
desenvolvimento dos inibidores de protease. Esses inibidores ilustram o enorme potencial e
utilidade da estratégia racional de desenvolvimento de farmacos baseado nas estruturas
(TURNER, SUMMERS, 1999).
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O sitio ativo desta enzima € formado na sua interface por duas subunidades e
contém uma triade catalitica com os residuos Aspartato (Asp25), Treonina (Thr26) e Glicina
(Gly27), responsaveis pelas reagbes de clivagem da protease (TURNER, SUMMERS,
1999).

Apoés a sintese das proteinas virais a proteina Gag dirige a montagem, liberacédo das
particulas virais e o encapsulamento do RNA genoma viral. Apds a sua sintese no citosol, a
p55°% caminha pela membrana plasmatica da célula hospedeira onde acopla a camada
lipidica. Além disso, sabe-se que a unidade no interior do dominio p6 da Gag tém um papel
chave no liberacdo/brotamento de particulas HIV-1 a partir da superficie celular (FREED,
2004; TRKOLA, 2004).

1.5 Farmacos utilizados na terapia antirretroviral

Duas proteinas virais, em particular, sdo alvos para a cessagéo da replicacao viral; a
transcriptase reversa viral, necessaria para a sintese do provirus, e a protease viral, que
cliva as poliproteinas virais para produzir as proteinas do virion e enzimas virais. Os
inibidores dessas enzimas impedem o estabelecimento de infeccédo subsequiente em células
ndo-infectadas. As células que ja foram infectadas podem continuar a produzir virions
porque, uma vez estabelecido o provirus, a transcriptase reversa ndo € mais necessaria
para fazer novas particulas virais, enquanto a protease viral atua em um passo mais tardio
de maturacdo do virus, e a inibicdo desta protease ndo previne a liberacdo do virus.
Contudo, em ambos os casos, os virions liberados ndo s&o infecciosos e ciclos posteriores
de infeccdo e replicacdo sao prevenidos (JANEWAY et al., 2007).

No periodo de 25 anos, 25 compostos foram formalmente aprovados para uso clinico
no tratamento da AIDS. Estes compostos estéo classificados em 6 categorias: inibidores de
transcriptase reversa nucleosideos (NRTI); zidovudina (AZT), didanosina (ddl), zalcitabina
(ddC), estavudina (d4T), lamivudina (3TC), abacavir (ABC) e entricitabina ((-)FTC),
inibidores de transcriptase reversa nucleotideos (NtRTI); tenofovir, inibidores de
transcriptase reversa nao-nucleosideos (NNRTI); neviparina, delavirdina, efavirenz e
etravirina, inibidores de protease (Pl); saquinavir, ritonavir, indinavir, nelfinavir, amprenavir,
lopinavir, atazanavir, fosamprenavir, tipranavir e duranavir, inibidores de entrada celular;
enfuvirtida e maraviroc, e inibidores de integrase; raltegravir. Estes compostos séo utilizados
em combinacdo para obtencdo do maior beneficio possivel, tolerabilidade e reducdo dos
riscos de desenvolvimento de resisténcia (DE CLERCQ, 2009).

O primeiro composto a inibir a replicacdo do HIV in vitro e in vivo foi a sumarina.

Entretanto o primeiro agente anti-HIV licenciado para o uso clinico foi a zidovudina, descrito
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em 1985, inibindo a infectividade e o efeito citopatogénico HLTV-III/LAV in vitro (DE
CLERCQ, 2009).

Os eventos alvos investigados mais intensamente s&o: transcricdo reversa,
catalisada pela transcriptase reversa, dependente da DNA polimerase, uma enzima viral
especifica que retrotranscreve o genoma RNA viral de fita simples a um DNA pré-viral de fita
dupla, e o processamento proteolitico realizado pela protease viral a qual cliva a poliproteina
viral precursora em proteinas virais menores maduras. Outros alvos reconhecidos mais
recentemente como sitios para intervencao terapéutica sdo; a entrada do virus na célula,
particularmente a fusdo célula-virus e interacdo do virus com 0s co-receptores, e a
integracdo do DNA pro-viral no genoma da célula hospedeira realizada pela enzima viral
especifica integrase a qual determina se a célula infectada pelo HIV e as provenientes desta

levardo consigo permanentemente o pré-virus (DE CLERCQ, 2009).

1.5.1 Inibidores da transcriptase reversa nucleosid  eos (NRTI)

H&a trés classes de inibidores; inibidores nucleosideos da transcriptase reversa
(NRTI), inibidores nucleotideos da transcriptase reversa (NtRTI) e inibidores néo
nucleosideos da transcriptase reversa (NNRTI). Os inibidores nucleosideos e nucleotideos
interagem com o sitio catalitico da enzima enquanto os ndo nucleosideos interagem com o
sitio alostérico préximo ao catalitico (Figura 5) (DE CLERCQ, 2009).

sitio de ligagdo para
HRTI= e NtRTl=

sitio de ligagdo
para NHRTIs

Figura 5: Sitios, catalitico e alostérico, de ligacdo na enzima transcriptase reversa viral
(adaptado: TANTILLO et al., 1994).

Para a interagdo com o sitio catalitico os inibidores nucleosideos e nucleotideos séo
inicialmente fosforilados as formas trifosfato e difosfato, respectivamente (JANEWAY et al.,
2007).
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Todos os inibidores nucleosideos podem ser considerados como analogos 2,3-

didesoxi-nucleosideos e interagem de modo similar (Figura 6).

Como um inibidor competitivo, os didesoxi-nucleosideos trifosfato, ditos terminadores

de cadeia, atuam inibindo a incorporacdo do substrato natural na cadeia de DNA viral em

construcdo, funcionando, assim, como um substrato alternativo neste DNA crescente (DE

CLERCQ, 2002).
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Figura 6 : Inibidores nucleosideos da transcriptase reversa (NRTI)

1.5.2 Inibidores nucleotideos da transcriptase reve

rsa (NtRTI)

Os inibidores nucleotideos sdo claramente distinguiveis dos analogos nucleosideos,

pois necessitam apenas de duas etapas de fosforilagdo para conversdo em sua forma ativa.

Além disso, o seu grupo fosfonato ndo pode ser processado por hidrolases tornando dificil a

clivagem destes compostos uma vez incorporados na posi¢do 3’-terminal. O prot6tipo dos

NtRTIs, tenofovir, foi descrito em 1993 e seu pré-farmaco, diisoproxil fumarato de tenofovir

(TDF), tornou-se um dos farmacos mais frequentemente prescritos para o tratamento de

infecgbes por HIV. Desde o ano de 2008 também foi aprovado para o tratamento de

infeccdes crbnicas causadas pelo virus da hepatite B (Figura 7 ) (DE CLERCQ, 2009).
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Figura 7 : Inibidor nucleotideo da transcriptase reversa (NtRTI), tenofovir.
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1.5.3 Inibidores ndo nucleosideos da transcriptase reversa (NNRTI)

Estes interagem com um sitio de ligacdo préximo ao sitio ativo da transcriptase
reversa interferindo no seu funcionamento normal. Dentre os compostos dessa classe de
inibidores destaca-se a rilpivirina (TCM278), uma diarilpirimidina, descrita por Janssen e
cols. em 2005, aprovada pelo FDA em maio de 2011, a qual preencheu todos os requisitos
necessarios para o sucesso de um farmaco anti-HIV, como, sintese pouco complexa,
facilidade de inclusdo em forma farmacéutica, alta poténcia mesmo contra cepas mutantes
do virus HIV resistentes a outros inibidores ndo nucleosideos da transcriptase reversa, boa
biodisponibilidade oral e acdo prolongada (Figura 8) (AIDSINFO, 2012; JANSSEN et al.,
2005)
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Figura 8 : Inibidores ndo nucleosideos da transcriptase reversa
1.5.4 Inibidores de Protease (PI)

Ha, até o presente momento, dez inibidores de protease licenciados para o uso
clinico no tratamento do HIV. Com excecdo do tipranavir, baseado num esqueleto
cumarinico, todos os inibidores de protease mostrados na figura 9 sdo baseados no
principio peptideo mimético, os quais apresentam um esqueleto de hidroxietileno que
mimetiza a ligacdo peptidica natural clivada pela protease viral, que nestes compostos nao
pode ser clivada. Desta forma impedem a protease viral de realizar sua funcédo de
processamento proteolitico de precursores de proteinas virais em proteinas virais maduras
(DE CLERCQ, 20009).
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Figura 9 : Inibidores da enzima HIV protease

1.5.5 Inibidores de Fuséao (FI)

Ha, atualmente, um Unico inibidor de fusdo disponivel para o tratamento de infec¢fes
por HIV, o enfuvirtida, um polipeptideo de 36 aminoacidos com estrutura homéloga a uma
regido da glicoproteina viral gp4l, importante para interacdo entre o virus e a célula
hospedeira, conhecida como Heptad Repeat 2. O enfuvirtida interage com esta regido da gp
41 e, consequentemente, a fusdo da particula viral com a membrana celular externa é
bloqueada (DE CLERCQ, 2009) (Figura 10).
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1.5.6 Inibidores de Co-receptores (CRI)

Os inibidores de co-receptores interagem com o0s co-receptores CCR5 ou CXCR4
usados por cepas do virus HIV, respectivamente com tropismo por macrofagos ou linfacitos,
para entrada nas células. O Unico inibidor disponivel desta classe, antagonista de CCR5, é o
maraviroc, licenciado para uso clinico em 2007. Outro inibidor, vicriviroc, teve o0 seu
desenvolvimento suspenso em 2010 devido aos baixos resultados obtidos a partir da fase I
dos testes clinicos (Figura 11) (DE CLERCQ, 2009).
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Figura 11 : Inibidores de entrada por interacdo com co-receptores
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1.5.7 Inibidores de Integrase (IN)

Embora a integrase seja estudada por anos como alvo potencial para o
desenvolvimento de novos compostos anti-HIV, o primeiro inibidor desta enzima viral,
raltegravir, foi aprovado para o uso clinico apenas em 2007. O raltegravir atua na reacao de
transferéncia de cadeia, assim como o elvitegravir o qual estda no momento em estudos
clinicos de fase Il (Figura 12 ) (DE CLERCQ, 2009).
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Figura 12 : Inibidores da enzima integrase viral
Combinacao de farmacos anti-HIV: terapia antirretro  viral altamente ativa

Desde 1996, a importancia da combinacdo de farmacos anti-HIV tem sido
amplamente aceita. A combinag&o de trés ou mais compostos anti HIV tem como objetivo:
sinergismo entre diferentes compostos atuando em diferentes alvos moleculares, reducédo
das dosagens individuais dos farmacos e dos seus efeitos colaterais toxicos, e diminuigdo
da probabilidade de desenvolvimento de resisténcia. Dos 25 compostos formalmente
licenciados para 0 uso clinico, alguns ndo estdo amplamente disponiveis, outros ndo séo
prescritos, mas a quantidade de disponiveis € suficientemente alta para permitir um grande
numero de possiveis combinagcdes de farmacos. Em consequéncia do rapido
desenvolvimento de terapias com combinacdo de farmacos, o niumero de comprimidos
tomados diariamente que, em 1996, era de 20 passou a apenas um, em 2006, com o
lancamento do Atripla®, uma combinacdo de TDF, emtricitabina e efavirenz (DE CLERCQ,
2009).

O problema mais sério € que o virus aparentemente pode ser mantido em
reservatorios que ndo susceptiveis as acdes dos farmacos. Além disso, os tratamentos
atuais sdo caros e a adesao é dificil. Sendo assim, se torna prudente a continua procura por

outros componentes virais como potenciais alvos (TURNER, SUMMERS, 1999).
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1.6 Antibidticos Aminoglicosidicos

Os antibidticos s&@o substancias produzidas por diversas espécies de
microorganismos (bactérias, fungos, actinomicetos) e estdo entre as medicacbes mais
freqlientemente prescritas. Em muitos casos a utilidade clinica dos antibiéticos naturais tem
sido aumentada através de modificacdes moleculares das estruturas originais, alargando o
espectro de acdo, aumentando a poténcia, diminuindo a toxicidade, facilitando a
administracao, etc (CHAMBERS, SANDE, 1996; MITSCHER, 2002).

Os aminoglicosideos sédo importante grupo de antibidticos para o tratamento de
muitas infec¢des bacterianas graves. A maioria é produzida por microorganismos (géneros
Streptomyces e Actinomyces), mas os trabalhos de sintese resultaram na descoberta de
novos aminoglicosideos semi-sintéticos. A estreptomicina (1) foi o primeiro antibiético
aminoglicosidico introduzido em terapéutica em 1944. Rapidamente, foi seguido pelo
lancamento de outra série de substancias similares, como neomicina (2), paromomicina (3),
canamicina (4,5), gentamicina (6-9) e tobramicina (10). A partir de 1970, os antibidticos
semi-sintéticos dibecacina (11), amicacina (12), sisomicina (13) e netilmicina (14) foram
introduzidos em terapéutica com o objetivo de contornar problemas de desenvolvimento de
resisténcia bacteriana, durante o uso dos correspondentes antibiticos de origem natural
(TRABULSI, SOARES, 2002; SAND, MANELL, 1991).

Os aminoglicosideos sé@o usados, com maior freqiiéncia, no tratamento de infec¢des
causadas por bacilos aerébios gram-negativos. A estreptomicina (1) € ativa contra
organismos gram-negativos e gram-positivos sendo utilizada no tratamento da tuberculose e
de doencgas como peste bubdnica, tularemia e brucelose, em combinacdo com tetraciclina.
J&4 a neomicina (2) é utilizada para aplicagdo local, na forma de cremes e logdes,
usualmente associada com bacitracina e polimixina.

Os aminoglicosideos sdo moléculas hidrofilicas, formadas por um anel aminociclitol
ligado a um ou mais amino acucar através de ligacdo glicosidica. Na maioria destes
compostos com utilidade clinica, o grupo aminociclitol é a 2-desoxi-estreptamina (15), que
pode ser dissubstituida na posicdo 4 e 5, ou 4 e 6. A classificacdo mais usada refere-se ao
anel | como sendo o0 amino acglcar que se liga na posicdo 4 da 2-desoxi-estreptamina. O
anel Il é o grupo aminocilitol central (2-desoxi-estreptamina), enquanto que o anel Ill é o
amino acucar que se liga a posicdo 5 ou 6 de 15. O anel IV corresponde a qualquer anel
adicional ligado ao anel Il (Figura 13) (MAGNET, BLANCHARD, 2005).
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4 Canamicina A; R;=H, R,=NH,, R3=OH, R,=0OH, R5=0OH, Rg=H

5 Canamicina B; R;=H, R,=NH,, R;=OH, R4,=OH, Rs=NH,, Rg=H

10 Tobramicina; R;=H, R,=NH,, R3=OH, R4=H, R5s=NH,, Rg=H

11 Dibecacina; Rle, R2=NH2, R3=H, R4=H, R5=NH2, R6=H

12 Amicacina; Rle, R2=NH2, R3=OH, R4=OH, R5=OH, R6=COCOH(CH2)2NH2

HO CHg

O

6 Gentamicina B; R;=H, R,=NH,, R;=OH, R4=OH, R5=0OH, Rg=H

7 Gentamicina C1; R;=CHs, R,=NHCH3, R3=H, R,=H, Rs=NH,, Rg=H
8 Gentamicina C1A; R,=H, R,=NH,, R3=H, R4=H, R5=NH,, Rg=H

9 Gentamicina C2, R1=CH3, R2=NH2, R3=H, R4=H, R5=NH2, R6=H
13 SiSOmiCina; Rle, R2=NH2, R3=H, R4=H, R5=NH2, R6=H

14 Netilmicina; R;=H, R,=NH,, Rs=H, R;=H, Rs=NH,, Rg=CH,CH3

Figura 13: Estrutura quimica dos principais antibiéticos aminoglicosidicos da classe das 2-
desoxi-estreptaminas. A séo 4,5 dissubstituidos, enquanto B e C s&o do grupo
das 4,6 dissubstituidos.

Contudo existem aminoglicosideos atipicos, que ndo se encaixam nesta
classificagdo como, por exemplo, a estreptomicina (1) que possui como aminociclitol a
estreptidina (II'), e a espectinomicina (16) que consiste em trés anéis fundidos, onde o anel
aminociclitol € a espectinamina (11") (Figura 14 ) (MAGNET, BLANCHARD, 2005).
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Figura 14 : Antibi6ticos cujo anel derivado ciclitol ndo € a 2-desoxi-estreptamina

Como mencionado anteriormente a transcricdo e multiplicacdo do RNA viral sdo
dependentes das interacdes sequéncia-especifica entre duas proteinas reguladoras virais
essenciais, Tat e Rev, com seus respectivos sitios no RNA, TAR e RRE. A proteina Tat é
uma ativadora da transcricdo, enquanto a Rev age na poés-transcricdo para aumentar a
concentracdo citoplasmatica de RNAs mensageiros virais (GREEN, 1993; KARN, 1999;
HOPE, 1999).

Como as interagfes entre RNA-RNA e proteina-RNA virais podem ser altamente
seletivas, pequenas moléculas que especificamente interrompem tais eventos de
reconhecimento biomolecular viral-especifico podem ter potencial utilidade terapéutica.

Durante a década passada, os aminoglicosideos foram introduzidos como ligantes
universais do RNA. Esses antibidticos foram capazes de se ligar ao TAR HIV-1(MEI et al,
1995), ao RNA transferase (KIRK, TOR, 1999), a ribozima do virus delta na hepatite humana
(ROGERS et al, 1996) e a ribonuclease P (MIKKELSEN et al, 1999). Adicionalmente, foram
descobertos multiplos sitios de ligacado para os aminoglicosideos em pequenas e grandes
moléculas de RNA (MICHAEL, WANG, TOR, 1999).

Baseado nos relatos acima, essa classe de antibidticos fornece uma base solida

para o desenvolvimento de ligantes que sejam mais eficazes e seletivos para o RNA viral.

1.6.1 Aminoglicosideos e a interacdo ao TAR RNA

Uma vez integrado no genoma do hospedeiro, 0 pré-virus atua como um gene
humano normal com o inicio da transcricdo no terminal 5’ e o fim no terminal 3’ das longas
sequéncia terminais repetitivas (LTRs) (Figura 2).

O processamento (splicing) e o transporte para fora do nucleo destes RNAs virais
transcritos induzem a traducdo da proteina viral Tat, a qual apresenta funcdo chave
estimulando a transcricdo do genoma viral. Ao contrario dos ativadores de transcrigcdo

usuais, a Tat ndo se liga em sitios no DNA, mas sim a uma dobra na regido 5’ LTR do RNA
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em formacdo, conhecida como TAR (“trans-activating response element”) (Figura 15)
(STREBEL, 2003; JONES, PETERLIN, 1994).

Na auséncia da Tat, as RNA polimerases sdo geralmente incapazes de transcrever
sequUéncias maiores que algumas centenas de nucleotideos, pois estas sdo também

ativadas pelas seqiiéncias, 3’ e 5’ LTRs, localizadas nos dois terminais do genoma do virus.
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Figura 15 : Representagdo da proteina Tat e suas regides funcionais, destacando o dominio
basico de ligacdo ao RNA. A estrutura secundaria do seu alvo no RNA, o TAR, e
os residuos criticos envolvidos na interacdo (ELSON-SCHWAB, TOR, 2007).

A interacdo Tat-TAR tem sido observada como um potencial alvo terapéutico uma
vez que € essencial para a transcricdo completa dos RNAs virais (KARN, 1999; FROEYEN,
HERDEWIJN, 2002; KREBS et al, 2003; BABA, 2004).

Durante a ultima década, Mei e cols (MIKKELSEN et al, 1999; MEI et al, 1997)
relataram que os aminoglicosideos sé@o capazes de se ligar ao TAR e inibir a interacao Tat-
TAR. Esta observacdo estimulou uma maior exploracdo sobre derivados relacionados aos
aminoglicosideos e outras pequenas moléculas como ligantes ao TAR (HAMY et al, 1998).
Por conseguinte, Lapidot (LITOVCHICK et al, 2001) demonstrou que as conjugacdes entre o
aminodcido arginina e aminoglicosideos (17) geraram potentes ligantes ao TAR. Décout
(RIGUET et al, 2004; DA SILVA et al, 2007), baseado na estratégia de oligossacarideo
complementar (antisense), conjugou o acido nucléico peptidico (PNA) a neamina (18). O
conjugado resultante foi capaz de clivar o TAR in vitro e apresentou atividade anti-HIV em
células infectadas. Além disso, Yu e cols.(LEE et al, 2004) prepararam conjugados de
neomicina contendo cloranfenicol (19) ou linezolida, os quais manifestaram uma afinidade

dez vezes maior ao TAR quando comparados ao aminoglicosideo em questao (Figura 16).
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Figura 16 : Exemplos de ligantes ao TAR. Conjugado arginina-canamicina A (17), conjugado
seqliéncia PNA-neamina (18), conjugado cloranfenicol-neomicina B (19),
derivado difenilfurano (20) e conjugado poliamino-acridina (21).

Outras familias de pequenas moléculas foram também descobertas como inibidores
efetivos da ligacao do peptideo Tat ao TAR RNA (HAMY et al, 1998). Estas familias incluem
derivados de difenilfuranos (20) preparados por Wilson e Boykin (GELUS et al, 1999)
conjugados de poliamino-acridina (21) descritos por Bailly (GELUS, HAMY, BAILY, 1999;
RENNER et al, 2005), peptideos oligoméricos, peptideomiméticos e oligouréias
desenvolvidos por Rana e cols (TAMILARASU, HUQ, RANA, 2001).

1.6.2 Aminoglicosideos e o transporte nucleo-citopl asmatico do RNA

viral

O conjunto de RNAs transcritos, de tamanho gendmico ou divididos, s&o
transportados para o citoplasma, onde serdo entdo traduzidos, ou constituirdo novas
particulas virais em um processo regulado pela Rev (PECANHA, ANTUNES, 2003). (Figura
17).

O RRE RNA é um alvo promissor para intervencgao terapéutica. Esta sequéncia viral
serve tanto como sitio de ligacdo de alta afinidade a Rev como Open Reading Frame para a

proteina gp4l obtida a partir da poliproteina env (SCHAAL et al, 1995), ou seja, 0s seus
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nucleotideos sdo o “ponto de partida” na porcdo do RNAm que apoés traducdo formaré
proteina gp4l. Os nucleotideos, que compreendem o sitio primario de ligacdo a Rev, séo

quase que invariaveis entre os diversos grupos de HIV geneticamente isolados.
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Figura 17 : Representacdo da proteina Rev, destacando os seus dois dominios principais.
Estrutura secundaria do RRE ilustrando o sitio de ligagdo a Rev com 0s residuos
essenciais em negrito (MOORE, CHAISSON, 1999).

A descoberta de Green, mostrando que o0s antibidticos aminoglicosideos,
particularmente neomicina (2) e tobramicina (10), inibem competitivamente a ligacdo da
proteina Rev ao RRE e interferem com a funcdo do Rev em células cronicamente infectadas
(STAGE, HERTEL, UHLENBECK, 1995), estabeleceu um precedente para uma nova e
atrativa estratégia na busca de agentes antivirais. Alguns caminhos tém sido explorados na
tentativa de aumentar a afinidade e seletividade de ligantes baseados nos aminoglicosideos
ao RRE. Recentemente, Wong (PARK et al, 1996) realizou diferentes modificagcbes na
neamina (22), na posicdo 5 do anel de 2-desoxi-estreptamina, utilizando reacdes de
multicomponentes tipo-Ugi, obtendo numerosos derivados conjugados peptidicos com um
aumento de afinidade pela RRE, quando comparados ao aminoglicosideo. E, Yu e cols.
(LEE et al, 2004) realizaram a conjugacao de cloranfenicol e linezolida a heomicina gerando
ligantes mais potentes e aparentemente mais seletivos ao RRE (Figura 16 ).

A estrutura do dominio rico em arginina, presente ha Rev para ligacdo ao RNA,
complexada ao RRE, mostra um pareamento purina-purina e um residuo de pirimidina
saliente ndo-pareado (Figura 17) (BATTISTE et al, 1996). Em virtude de tais fracOes
poderem constituir favoraveis sitios de intercalacdo, logo foi proposta a adicdo de
intercalantes aos aminoglicosideos a fim de gerar ligantes para o RNA com alta afinidade de
ligagdo ao RRE (WILSON et al, 1994). De fato, um conjugado de neomicina-acridina,
nomeado neo-S-acridina (23), apresentou afinidade muito semelhante a do peptideo Rev
(KIRK, LUEDTKE, TOR, 2000), inibindo competitivamente a formacdo do complexo Rev-

RRE por ligacdo ao RRE na mesma regido que o peptideo Revsg.s4 rico em arginina.
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Entretanto como esperado, a neo-S-acridina exibe uma baixa seletividade ao RRE,
pois sua ligagdo competitiva com &cidos nucléicos inclui RNAt e DNA (LUEDTKE, LIU, TOR,
2003). A modulacao da seletividade de conjugados intercalante-aminoglicosideo pode ser
aperfeicoada pela variacdo do comprimento do linker. Deste modo a neo-C-acridina (24),
possuindo um longo linker desenvolve baixa seletividade ao RRE, enquanto a neo-N-
acridina (25), um ligante com um linker curto, exibe melhor seletividade ao RRE.
Comparados a neomicina (2), conjugados de acridina baseados na tobramicina (10) e
canamicina A (4) possuem leve reducdo da afinidade ao RRE, mas a especificidade é

aumentada (Figura 18).
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Figura 18 : Estruturas dos conjugados neomicina-acridina (23-25) e guanidinoneomicina (26)

Uma nova familia de ligantes ao RRE, onde todos 0s grupos amino presentes
naturalmente nas estruturas dos aminoglicosideos foram convertidos a grupos guanidinicos,
foram sintetizados e nomeados guanidinoglicosideos (26) (Figura 18) (BAKER et al, 2000).
Um substancial aumento na afinidade ao RRE foi observado para todos
guanidinoglicosideos quando comparados aos seus antibidticos padrdo. Geralmente, a
especificidade ao RRE foi significantemente intensificada, embora seja dependente do
namero total de grupos ionizaveis. A guanidinilacdo da paromomicina, cinco grupos bésicos,
por exemplo, aumenta a sua seletividade para o RRE, enquanto na neomicina, seis grupos
bésicos, a seletividade ao alvo diminui.

Desta forma, em virtude da importancia da utilizacdo recente de aminoglicosideos
para busca de novos candidatos anti HIV justifica-se a conjugacdo do aminociclitol 2-desoxi-
estreptamina (15) com nucleosideos comerciais, como, adenosina, para formacdo de
hibridos, monédmeros e dimeros aminociclitol-nucleosideo, os quais serdo apresentados a

seqguir.
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1.7 Quimica de Nucleosideos

A partir das décadas de 40 e 50, a descoberta de farmacos estruturalmente
relacionados a nucleosideos foi possivel devido aos estudos da fungdo exercida pelo
nucleosideos nas células, os quais resultaram na identificacdo do DNA de dupla hélice,
possuindo atuagdo como neurotransmissores e em diversos processos metabdlicos como
fonte de energia ou co-enzimas (WATANABE, 2002; AMBLARD, CHO, SCHINAZI, 2009).

A intensa pesquisa por derivados nucleosideos, clinicamente importantes, incentivou
o desenvolvimento de uma grande diversidade de rotas sintéticas. O principal grupo de
nucleosideos que exibiram uma ampla atividade foram os aciclicos, 0os quais possuem 0
anel de ribose substituido por uma cadeia aciclica. Diversas modificaces moleculares
foram realizadas no ndcleo nucleosideo para obtencdo compostos biologicamente ativos.
Por exemplo, analogos L-nucleosideos, considerando a configuracdo do anel de ribose, os
quais se diferenciam dos D-derivados encontrados naturalmente; nucleosideos
carbociclicos, que possuem uma ligacao adicional entre a base nitrogenada e o anel de
ribose (ciclonucleosideos), derivados fluorados e azanucleosideos ou tionucleosideos,
relacionados as substituicdes do anel de ribose por um anel contendo nitrogénio ou enxofre,
respectivamente (MIECZKOWSKLI, ROY, AGROFOGLIO, 2010; JOULE, MILLS, SMITH,

1995).

1.7.1 Reatividade dos nucleos purinicos e pirimidin  icos

Uma vez que o nucleosideo € composto de uma unidade heterociclica e de uma
ribose, muitas reacBes da quimica de heterociclicos e de carboidratos sdo diretamente
aplicadas a quimica de nucleosideos. Além disso, os nucleosideos tém suas proprias
caracteristicas de reatividade, oriundas da interacdo base e acUcar, durante determinada
condicao reacional.

Com relacdo a sua reatividade, os nucleos purinicos podem sofrer tanto o ataque
nucleofilico como eletrofilico no carbono do anel imidazélico, enquanto no anel pirimidinico
podem ocorrer ataque nucleofilico no carbono ou eletrofilico nos atomos de nitrogénio deste
sistema. Além disso, as reagfes caracteristicas deste nacleo podem variar em relacdo aos
seus correspondentes anéis, imidazol e pirimidina. A presenca de substituintes também
interfere na reatividade deste ndcleo como, por exemplo, a presenca do grupo amino na
base adenina (pK, 4,2) aumenta o carater basico de purina com pK, 2,5. Outros fatores,
como as condi¢des de reacao, utilizacdo de base e impedimento estérico, devido a presenca
do anel de ribose, podem influenciar, adicionalmente, na reatividade deste nucleo
(WATANABE, 2002; JOULE, MILLS, SMITH, 1995).
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A reatividade das bases pirimidinicas, por exemplo, em termos de substituicdo
aromatica, estd relacionada ao par de elétrons isolados dos nitrogénios do anel e ao
carbono 5, os quais sdo mais susceptiveis ao ataque de eletréfilos, bem como aos carbonos
das posic¢Oes 2, 4 (adicdo a carbonila) e 6 (adicdo conjugada), mais susceptiveis ao ataque
por nucledfilos (Figura 19) (UEDA, 1988).

O/_\NU N‘H/Z_\Nu
HN345‘|> Nj p
o)z\’ils\_/Nu EP)‘\N \/NU

Citosina

Figura 19: Mobilidade de elétrons nas bases uracila e citosina justificando o ataque por
nucledfilos em C-6 e eletrofilos em C-5.

1.7.2 Sintese de Nucleosideos (Vorbriiggen)

As bases pirimidinicas usuais, citosina (27), uracila (28, R=H) e timina (29, R=CHg),
sdo nucledfilos bidentados, ou seja, possuem dois atomos nucleofilicos, as quais
normalmente sdo condensadas com acucares modificados. O primeiro procedimento
sintético para glicosilacdo de bases pirimidicas, a partir de haletos de ribose protegidos, foi a
reacdo de Hilbert-Johnson. Este método utiliza um 2,4-dimetoxipirimidina (30), como base,
gue sera condensada com um haleto de ribose protegido (31) para formacéo do nucleosideo
protegido (32). No 2,4-dimetoxipirimidina (30) o nitrogénio 1 é o mais nucleofilico e
usualmente o primeiro a ser alquilado. A partir do composto 32 os nucleosideos citidina (33)
e uridina (34) foram preparados por amindlise e hidrélise, respectivamente (Esquema 1)
(UEDA, 1988).
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Esquema 1 : Reacdo de Hilbert-Johnson para glicosilagdo de bases pirimidicas.

Entretanto, essa condensacdo via reacdo silil-Hilbert-Jonhson apresenta como
principal problema a instabilidade dos haletos de ribose protegidos (como o composto 31).
Vorbruggen e cols. contornaram este problema utilizando o anel de ribose protegido e
substituindo o haleto por grupo acila, sendo a condensacao realizada na presenca de acidos
de Lewis (SnCl;, TMSOTYf) para ativagédo destes anéis (UEDA, 1988).

1.7.3 Transformacdes quimicas envolvendo nucleoside  os

1.7.3.1 Reag®es envolvendo nucleosideos pirimidinic  os

Uma grande variedade de reacbes em anéis de pirimidinas e seus nucleosideos é
conhecida. Dentre essas reacfes estdo: alquilacdo, N-oxidacdo e N-aminacdo e

halogenacdo.

1.7.3.1.1 Alquilagéo

A identificagdo de nucleosideos alquilados em &cidos nucléicos conduziu ao
desenvolvimento de métodos sintéticos simples e seletivos para obtencdo de derivados e
elucidacéo de suas funcdes, principalmente nos RNAs transportadores.

Ambas as unidades no nucleosideo s&o susceptiveis a alquilardo e possuem

métodos apropriados e especificos para modificacdo de cada uma das unidades. Em
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relagdo a citidina, o tratamento com dimetil sulfato ou brometo de benzila, ambos em DMF,
permitiu a metilacdo (35) ou benzilacdo (36) em N°. Por outro lado, uridina e timidina sofrem
alquilagdo em N*® por uma variedade de reagentes. Por exemplo, o tratamento tanto da
uridina, como de timidina e 2,3-O-isopropilidenouridina, com diazometano leva a formacao
dos respectivos N*-metil derivados (37). Para a uridina ocorreu também a obtencdo de metil

derivados nas posicdes O* e O%, embora numa proporgéo bem menor (Figura 20 ) (UEDA,

1988).
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Figura 20 : Produtos de reacao de alquilagdo envolvendo os nucleosideos pirimidinicos.

A alquilacdo de uridina na presenca de base e agente alquilante, realizada para
alquilar especificamente a hidroxila na posi¢cdo 2' de ribose, também tende a reagir com a
base nitrogenada. Assim, o tratamento da uridina com brometo de benzila, na presenca de
hidreto de s6dio em DMF, forma uma mistura de N*-benziluridina (38) e seu correspondente
derivado 2’-O-benzil (39) (Figura 20 ) (UEDA, 1988).

1.7.3.1.2 N-oxidacdo e N-aminacao

Nitrogénios arométicos em heterociclicos sdo comumente susceptiveis a N-oxidacéo
por peroxiacidos e a caracteristica desses N-Oxidos elétron-atraente do nitrogénio do anel é
modificada. Como ilustracéo, a N°-oxidacéo da citidina pelo acido m-cloroperbenzéico em
acido acético forneceu (40) (Figura 21) (UEDA, 1988).
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Figura 21 : Produtos de N*-oxidac&o da citidina (40) e N3-aminac&o da uridina (41) e citidina
(42).
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Uridina, 2’,3’-O-isopropilidenouridina, 5-bromouridina ou citidina quando tratados com
2,4-dinitrofenoxiamina em DMF formam os respectivos N3-aminouridinas (41) e cloridrato de
3-aminocitidina (42) (Figura 21).

1.7.3.1.3 Halogenacéo

A halogenacao de nucleosideos é talvez a reacado eletrofilica mais extensivamente
estudada devido a potencial atividade dos nucleosideos pirimidinicos contendo halogénios
na posicdo C-5, como agentes antitumorais e antivirais. Os 5-halo pirimidinicos sdo também
intermediarios para conversao posterior dos nucleosideos.

Citidina (33) e uridina (34) sofrem facil halogenacéo na posigéo 5, pois tratamento do
nucleosideo com solucdo de bromo, a partir do intermediario 5-bromo-6-hidroxi-5,6-
dihidrouridina (43), fornece 5-bromouridina (44). Outros métodos utilizando bromo ou cloro
em anidrido acético, N-bromosuccinamida ou N-clorosuccinamida também permitem a
obtencéo desses derivados (Esquema 2) (UEDA, 1988).
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Esquema 2 : halogenac¢éo de nucleosideos pirimidinicos.

O 5-fluorouracila e alguns de seus derivados s&o potentes agentes anticancer. A
fluoracdo direta do uracila foi aprimorada utilizando hipofluorito de trifluorometila, para

formacgé&o dos derivados 5-fluorouridina e 5-fluoro-2’-desoxi-uridina.

1.7.3.2 Reagfes na unidade de acucar dos nucleoside  os pirimidinicos

Embora as transformac¢des na unidade de acucar, sem a participacdo da aglicona,
sejam consideradas como reaclBes gerais da quimica de furanose, numerosos estudos
foram publicados sobre a protecdo seletiva das hidroxilas do acuUcar, tais como acilacéo,
formacédo de acetais e cetais, e alquilsililacédo.

As hidroxilas da unidade de carboidrato dos nucleosideos sofrem reacfes de
esterificacdo e eterificacdo. Esses produtos tém sido empregados como pré-farmacos para

atividade bioldgica e outras transformacdes quimicas (UEDA, 1988).
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1.7.3.2.1 Alquilagéo

Nucleosideos 2’-O-metilados, bem como derivados N-metilados, tém sido
observados como constituintes minoritarios de RNAs transportadores. Portanto, alquilagbes
especificas da unidade de acucar sdo muito investigados.

Em condicbes alcalinas fortes, onde as hidroxilas do acucar estdo dissociadas, a
alquilacdo com haleto de alquila ocorre conforme esperado. 2',3’-O-isopropilidenouridina ou
5-O-tritiluridina com cloreto de benzila e hidréxido de potassio em dioxano permitiu a
obtencdo dos respectivos derivados 5'-O-benzilados seletivos sem alteracdo em N3. A
preparacdo envolvendo a uridina totalmente protegida, exceto na hidroxila 2’, com 6xido de
prata e iodeto de metila originou o derivado 2’-O-metiluridina (UEDA, 1988).

Derivados de citidina na presenca de sulfato de dimetila em solucdo de KOH,
conduziu a formacéao de todos os possiveis derivados mono-, di-, e tri-O-metilados, sendo o
2’-O-metil citidina predominante. Por outro lado, metilagdo usando diazometano, na
presenca de cloreto de estanho, € mais conveniente para obtencdo, por exemplo, de
derivados 2'- e 3-O-metil citidina 47 e 48, com o isbmero 2' sendo o produto principal
(Esquema 3) (UEDA, 1988).

NH, NH, NH,
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Esquema 3 : metilacdo O-2' (47) e O-3' (48) da citidina.

1.7.3.2.2 Halogenacéo

A sintese de derivados, a partir dos grupos hidroxila presentes no anel de acucar dos
nucleosideos, pode ser realizada via éster sulfénico, como melhor grupo abandonador. A
hidroxila priméria C-5' é a mais suscetivel a funcionalizacdo, podendo ser rapidamente
convertida tanto a 5’-O-tosil quanto a 5’-O-mesil, ambos, bons grupos abandonadores para
posteriores substituicdes via SN,. O tratamento de uridina com excesso de cloreto de tosila

forneceu 2’,3-di-O-tosil-5’-cloro-5’-desoxiuridina. No entanto, similarmente, na presenca de
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cloreto de mesila foi obtido um composto polifuncionalizado, posteriormente convertido ao
derivado 5’-iodo pela presenca de iodeto de sadio.

Métodos diretos para substituicdo do grupo hidroxila em 5’- por um grupo halogénio
também sdo empregados como, por exemplo, a introdu¢cdo de iodo em 2',3-O-
isopropilidenouridina e 2’,3-O-isopropilideno-N*-acetilcitidina, na presenca de iodeto de
metiltrifenéxifosfénio em DMF, para formacdo de derivados 5-desoxi-5-iodo 49 e 50. A
introdugdo de atomo de cloro ou bromo em C-5 é também realizada pelo uso de
trifenilfosfina e tetracloreto de carbono ou tetrabrometo de carbono, respectivamente, em
DMF a temperatura ambiente. Desta forma, uridina, timidina, N*-acetilcitidina, e 2’,3-O-
isopropilidenouridina foram convertidos nos respectivos derivados 5’-desoxi-5-halogénios
(51). Outro método para halogenacdo em C-5’ envolve o emprego de cloreto de tionila em
DMF ou HMPA, entretanto, em acetonitrila, além do cloro em C-5', ocorre a ciclizacdo do
sulfinato em 2’,3- (Figura 22 ) (UEDA, 1988).

NHAc

o) o)
HN )j HN |
O&I\N
HO
R=H, OH o
X =ClI, Br
O _O
S

49 50 52

Figura 22 : Produtos de halogenacéo do anel de ribose de nucleosideos pirimidinicos.

1.7.3.3 Reagfes na unidade de acucar dos nucleoside  0s purinicos

A descoberta de 2’-O-metiladenosina (53) como um constituinte natural do RNA
estimulou o interesse na preparacdo de nucleosideos e nucleotideos O-alquilados. A
primeira preparacdo direta de 53 foi realizada na presenca de diazometano em solucéo
aquosa de dimetoxietano sendo substancialmente seletiva para alquilagdo da posicdo 2’,
semelhante ao que ocorre com 0s agucares de nucleosideos pirimidinicos. Entretanto, uso
de cloreto de estanho diidratado, como catalisador, foi mais conveniente para metilagdo nas

posicdes 2’ ou 3’ em alto rendimento (Figura 23) (UEDA, 1988).
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NH»
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<N N/)

OH OCH;
53

HO
0]

Figura 23 : Produto de metilagdo da adenosina.

Eteres de trialquilsilila sdo também bastante utilizados para sintese de nucleosideos
e nucleotideos pertrimetilsililados e posterior reacdo regiosseletivas. Um exemplo esta
representado no esquema 4 onde 55 € obtido a partir de 54 com cloreto de trimetilsilano em
rendimento quantitativo (UEDA, 1988).

Cl Cl
N AN N AN
N N
% 7
STy STy
N™ N N™ °N
CHj, TMSO CHj,
o) TMSCI e}
Piridina
OH OH TMSO OTMS
54 55

HO

Esquema 4 : Sililacdo de nucleosideos de nucleo purinico.

Um grupo protetor bifuncional conveniente, 1,1,3,3-tetraisopropil-disiloxano (TIPDSI),
permite uma protecao seletiva e simultdnea das hidroxilas em 3'- e 5’- dos nucleosideos em
altos rendimentos. Desta forma o 1,3-dicloro-1,1,3,3-tetra(isopropildisiloxano (TIPSICl,)
reage com os nucleosideos inicialmente na posicado C-5’, o qual sofre ciclizagdo devido ao
ataque de O-3' para formacao dos derivados nucleosidicos protegidos (Esquema 5) (UEDA,
1988).

Pu Pu
HO _ 0
0O TIPSICl, iPr2—S|i 0
OH OH 0L O OH
56 S 57
iPr2

Esquema 5 : Protecdo seletiva das hidroxilas do anel de ribose utilizando 1,3-dicloro-1,1,3,3-
tetra(isopropildisiloxano).
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1.7.4 Sintese e reac¢des de ciclonucleosideos

Unidades de aglicona e agucar dos nucleosideos pirimidinicos podem sofrer reagfes
intramoleculares e formar ciclonucleosideos, os quais possuem uma ligacao adicional entre
estas unidades, além da ligacédo glicosidica.

Ciclonucleosideos possuem aplicacdo como antitumorais e antivirais, embora a literatura
relacionada a estes derivados seja um pouco restrita com relacdo a sua aplicacdo em alvos
bioldgicos (Figura 24) (HSU, 1996).

O
N N PN
o—LU o—LU o N~ N
N N
O ®) O
OH N3 OH OH
2,5"-0O-ciclo-BVDU 2,5°-0O-ciclo-AZT N2 5 -cicloxantosina

(HSV-1) (HIV) ciclonucleosideo natural

(antiviral )

Figura 24 : Exemplos de ciclonucleosideos biologicamente ativos.

Desde a descoberta da formacéo de um ciclonucleosideo, em 1951 por Todd e cols.
e o trabalho realizado por lkehara e cols., um grande esforco tem sido realizado para
obtencdo de ciclonucleosideos como intermedidrios reacionais para obtencdo de
nucleosideos mais complexos, os quais séo dificeis de serem obtidos por outros métodos. A
preparacdo do O?2-ciclocitidina e sua utilizagdo como agente anti-leucémico também
estimulou a pesquisa nessa area (CLARK, TODD, ZUSSMAN, 1951; IKEHARA, UEDA,
1974).

A formacdo do ciclonucleosideo consiste na funcionalizagdo da hidroxila (ou
hidroxilas) presente no anel de ribose com grupo abandonador, e utilizacdo do oxigénio
carbonilico em C-2 do heterociclo, o qual promove um ataque nucleofilico, apesar da sua
pequena reatividade, caracterizando uma ligacdo anidro. Esta ligacdo intramolecular é
possivel apenas em virtude da proximidade entre o grupo carbonila em C-2 e o carbono do
anel de ribose ao qual esta ligado o grupo abandonador. A formac&o do ciclonucleosideo
esta também relacionada com a ordem decrescente de reatividade dos carbonos do anel de
ribose: 0%,2"- > 0?,3'- > 0% 5'-, sendo O? 0 oxigénio do grupo carbonilico em C-2 e 2’, 3’ ou 5’
os carbonos do anel de ribose (UEDA, 1988).
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1.7.4.1 O?2'-ciclonucleosideos

Atualmente, os O?2'-ciclonucleosideos podem ser preparados diretamente a partir
da uridina (34) ou citidina (33) pelo uso de varios reagentes, dentre eles, o
tiocarbonildiimidazol.

Esta reacdo envolve a formagdo do intermediario (58) e, posterior ataque pelo
oxigénio da carbonila, 0% a posicdo 2'. O tratamento de 58 com difenil carbonato, em DMF
ou HMPA, leva & producéo de (59) (Esquema 6) (UEDA, 1988).

@)

O
'8 )
o N I\N
Uridina (34) _C7HeNaS_ (CeHso)zCO HO o
o O-
S

OH
59

Esquema 6 : preparagéo de 02,2’-ciclonucleosideos.

A formacao de uma ligacdo entre o 6,2"-O-anidro, envolvendo o ataque nucleofilico
de 0-2' de arabinose, com configuracdo invertida em relacéo a ribose, ao C-6 do nucleo
pirimidinico de 60, também é possivel durante a reacdo de halogenacédo, na presenca de
iodo, ocorrendo a formagéo dos produtos 5,5-diiodo-5,6-diidro-O°® 2 -ciclo-1-(8-D-arabino-
furanosil)-uracila (61) e 5-iodo-1-(B-D-arabino-furanosil)citidina (62) (Esquema 7)
(MIECZKOWSKLI, ROY, AGROFOGLIO, 2010).

NH, o) NH,
|
() Cr O
N*o N&o Nko
HO I, HIO,, AcoH  HO~_ o , ©
0 . 0 0
HO HO
CCly, H,0, 40°C
OH OH OH
60 61 (43%) 62 (25%)

Esquema 7 : Sintese de 5,5-diiodo-5,6-diidro-0° 2 -ciclo-1-(8-D-arabino-furanosil)-uracila
(61).

A sintese de um 8,2'-ciclonucleosideo purinico foi realizada por Ikehara e cols.

utilizando como material de partida a 8-bromoadenosina 63 protegida. Inicialmente, foi
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retirado o grupo 2°,3"-isopropilideno de 63, seguido por uma tosilacdo para formacéo de 64.
Por fim, a desacetilagdo e o tratamento com acetato de sddio em &cido acético forneceu
8,2'-cicloadenosina (65) (Esquema 8) (MIECZKOWSKLI, ROY, AGROFOGLIO, 2010).

NH, NH, NH,
N
N 1) NH3/MeOH
Br—< f\) 1) HCOOH Br—< || _J' 2)AcONa, AcOH f\)
ACO N~ 2) TsCl, Piridina ACO NN 3) BzONa, DMF HO
o)
OXO OH OTs OH
63 64 65

Esquema 8 : Sintese de 8,2’-ciclonucleosideo de purina (65).

A sintese de ciclonucleosideos de purina através de sulfonilacdo seletiva foi
realizada para posterior preparacao de 3°,5 -fosfato nucleosideos, uma vez que as posicdes
C-2" e C-3" podem sofrer paralelamente tosilacdo. O éster ciclico 3,5 -fosfato de guanosina
66 sofreu bromacédo na posicdo C-8 do heterociclo e tosilagdo em C-2° para obtencédo do
intermediario 67. Apds uma reacdo de duas etapas 67 foi convertido em 8,2-O-
ciclonucleosideo 68 (Esquema 9) (MIECZKOWSKLI, ROY, AGROFOGLIO, 2010; KHWAJA,
HARRIS, ROBINS, 1972).

0 0 o
N N
NH NH
e o< M
N N/)\NHZ * OKN N/)\NHZ
1) Bry, H,0 1) NaOAc AcOH, 125°C
o o 2) TsCl, dioxano o o 2)NaOAc, DV, 125°C o)
Osp_50 OH 74% Osp_5-0 OTs 48% Osp_5-0
HO HO
66 67 HO 68

Esquema 9 : preparacéo de 8,2 -O-ciclonucleosideo 68.

1.7.4.2 O? 3'-ciclonucleosideos

Um exemplo interessante de O?3'-ciclonucleosideos foi obtido pelo tratamento de 3'-
iodo-3"-desoxi-timidina com acetato de prata em acetonitrila para obtencdo de O?3'-
ciclotimidina (69) (Figura 25). Um método adequado envolve a utilizacdo de benzoato de
s6dio em DMF a 130C com 3'- O-mesil-2’,5'-di-O-tritiluridina, seguido da remocéo dos

grupos tritilas na presenca de &cido (UEDA, 1988).
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%Nl)}cm

N
Ho. ©
_0
69

Figura 25: Preparacéo de O? 3'-ciclotimidina.
1.7.4.3 O? 5'-ciclonucleosideos

O primeiro composto 2’,3-O-isopropilideno-O? 5'-ciclouridina (70) foi obtido como
subproduto da tentativa de se preparar o derivado 5’-O-acetato a partir de 5’-iodo-5"-desoxi-
2',3-O-isopropilidenouridina na presenca de acetato de prata. O composto 70 também foi
obtido pelo tratamento de 5’-O-tosil-2’,3'-O-isopropilidenouridina com terc-butoxido de
potassio ou 1,5-diazabiciclo[5.4.0Jundec-5-eno (DBU) (Figura 26 ) (UEDA, 1988).

70

Figura 26 : obtencdo de 2’,3'-O-isopropilideno-0?,5'-ciclouridina.

A bromacéo de uridina (34), a qual tem sido objeto de extenso estudo, realizada com
o tratamento de 2°,3"-O-isopropilidenouridina (71) com excesso de N-bromosuccinamida,
permitiu a preparacao de 5,5-dibromo-5,6-diidro-6,5"-O-anidro-2",3"-O- isopropilidenouridina
(72). Entretanto, quando a bromacéo foi realizada na presenca de 1 equivalente de N-
bromosuccinamida, 5-bromo-2",3"-O-isopropilidenouridina foi obtido como produto principal
com apenas alguns tracos de 72. Assim, 5-bromo-6,5"-O-anidro-2",3"-O-
isopropilidenouridina (73) foi obtido apds o tratamento de 72 com metoxido de sodio
(Esquema 10) (MIECZKOWSKLI, ROY, AGROFOGLIO, 2010).
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NH
NaOMe

0
| ﬁ f
HO N O _ NBS, DMF _ " MeOH
o " o006% 98%
o7<o 7< 7<
71 72 73
Esquema 10 : Ciclizacdo 5°,6- durante halogenacéo da uridina.

Derivados do nudcleo pirimidinico 6,5 -O-ciclonucleosideos podem ser preparados
durante a desalogenacdo na presenca de etoxido de sddio ou terc-butdxido de potéssio
(Esquema 11) (MIECZKOWSKLI, ROY, AGROFOGLIO, 2010).

0 o)
Br\kaH ﬁNH
Nko 0o Nko
HO o EtONa, EtOH o
0.0 o 07(0
Zj 75

Esquema 11 : Formacéo 6,5-O-ciclonucleosideos durante a desalogenacéo.

A obtencdo de derivado 8,5 -nucleosideo purinico € também possivel pelo
tratamento de 8-bromo-2°,3"-O-isopropilidenoadenosina (76) com excesso de hidreto de
sédio, levando a formacgéo de 8,5-O-anidro-2',3'-O-isopropilidenoadenosina (77) (Esquema

12) (MIECZKOWSKLI, ROY, AGROFOGLIO, 2010).

NH, NH,

N S N A
e oL
N N/) NaH N N/)

Y
O

HO dioxano, t.a.
O
80%
°x° °X
76 77

Esquema 12 : Ciclizacdo de 8-bromo-2",3"-O-isopropilidenoadenosina.
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1.7.4.4 Sintese de N?®5'-ciclonuclosideos de purina a partir de ésteres

sulfonatos

A sintese de 8-oxo-2’,3'-O-isopropilideno-N*,5"-cicloguanosina (80) foi realizada por
Ikehara e cols., utilizando como material de partida 8-bromoguanosina protegida (78). O
tratamento de 78 com acido acético/acetato de sodio, seguido de mesilacao, forneceu 79, o
qual permitiu a obten¢cdo do ciclonucleosideo 80. O grupo 5°-O-mesil desempenha
importante funcdo nesta reagdo para acelerar a ciclizagdo intramolecular (Esquema 13)
(MIECZKOWSKLI, ROY, AGROFOGLIO, 2010).

o O (0]
H)N\)tN\}Br \%Br \%Br
HoN" N
IjO l) HOAc, NaOAc M SO 20 refluxo
o 2)MsCl
O7<O
78 79 80

Esquema 13: ciclizagéo de 8-bromoguanosina (78) na presenca do éster sulfonado.

O éster derivado 5'-tosil (82) e o composto ciclico N*,5’ (83) contendo o &nion tosilato
foram obtidos por Clark e cols, a partir da tosilacdo de 2°,3"-isopropilideno adenosina (81). O
aquecimento em acetona converte rapidamente o éster 82 em 83, o qual conduz ao
composto idnico 84 apos tratamento com iodeto de sddio. O carater basico da adenina tem
influéncia sob a alquilacdo intramolecular o que ndo acontece durante a tosilacéo de inosina
(Esquema 14 ) (MIECZKOWSKLI, ROY, AGROFOGLIO, 2010).

NH, NH, NH,

gt > k)I k)I
HO TsCl, piridina (24hs) TsO
O 43% (de 82)

O7<O

81 82 83
Nal

ace’tona 100C
/
N
\ ‘ >

O7<O

84

Z
Z2. .2

Esquema 14 : alquilacéo intramolecular do 2,3 -isopropilideno adenosina (81)
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Desta forma, percebe-se que hé trés fatores de influéncia sobre a formacéo de sais
ciclicos de nucleosideos de nudcleo purinico; a basicidade do ndcleo purina, grupos
protetores na ribose e a polaridade do solvente utilizado para a reagéo. O grupo cetal, 2°,3"-
isopropilideno, promove uma mudanca conformacional no anel de ribose que facilita a
ciclizacdo intramolecular. Com relacdo ao solvente, quando a reacdo € realizada na
presenca de dimetilformamida, diclorometano ou tetrahidrofurano, a taxa de ciclizacdo é
reduzida significativamente (MIECZKOWSKLI, ROY, AGROFOGLIO, 2010).

1.7.5 Reac0es de ciclonucleosideos

O esquema 15 ilustra a versatilidade da utilizacdo de um derivado 2,0?-anidro em
reacdes de transformacao quimica, originando diversos nucleosideos com diferentes grupos
funcionais. Desta forma, a clivagem do 0?,2'-ciclouridina (59), em solucéo &cida, forma 85 e
a reacdo com aminas da origem a arabinosilisocitidina 86. Similarmente, a clivagem com
sulfeto de hidrogénio permite a obtencéo de arabinosil-2-tiouracila 87.

Por outro lado, o tratamento de 59 com acidos halogenados em dioxano anidro
fornece os correspondentes 2’-desoxi-2'-halogenouridinas 88, enquanto na presenca de
azida de sddio em hexametilfosfotriamida fornece 2’-azido-2'-desoxi-uridina 89, o qual é
reduzido ao derivado 2’-amino, precursor de varios derivados 2’-aminoacil empregados em
ensaios de atividade biologica (UEDA, 1988).

HN)E Nl)J] HN)E
O)\N ‘\N N
HO ) HO o —™  HO

:oH: 0. o

OH
85

OH
@) 59 (0] 89
0N 1)
HN™ N o N
HO 0 HO
0 0
H HN |
OH //I\ OH X

86 HO 88
(e}
H

Esquema 15 : Utilizacdo de um derivado 2,0%-anidro em reacdes de transformagéo quimica.
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1.8 Cicloadicédo 1,3-dipolar de Huisgen —  Click Chemistry

Sharpless definiu Click Chemistry como uma abordagem de ampla aplicagdo para
ser utilizada na preparacao de uma série de substancias com grande diversidade quimica.
Dentre esses, a reacdo em questdo, deve produzir derivados em altos rendimentos, gerar
subprodutos minimos e inofensivos e ser estereoespecifica. Se necessaria, a purificacdo
deve ser realizada por métodos simples, como cristalizacdo ou destilagdo, além de o
produto ser estavel sob condicbes fisiolégicas (KOLB, FINN, SHARPLESS, 2001;
HARTMUTH, KOLB, SHARPLESS, 2003; AMBLARD, CHO, SCHINAZI, 2009).

E importante reconhecer que as reacdes de click possuem essas caracteristicas por
apresentar uma maior energia termodinamica (> 84 kJ/mol), a qual favorece a reacéo para
gerar um unico produto. Além disso, a utilizacdo de irradiacdo por microondas reduz
consideravelmente o tempo de reacdo o qual, de horas no método convencional, passa a
ser realizada em minutos através deste método (AMBLARD, CHO, SCHINAZI, 2009).

Reacbes que formam ligagbes entre carbono e um heteroatomo apresentam o0s
exemplos mais comuns, como reagdes de cicloadicdo, especialmente cicloadigdo 1,3-
dipolar, rea¢fes de abertura de anel, reagbes em grupos carbonila, com formacao de uréias,
tiouréias, heterociclicos aromaticos e amidas, e rea¢gfes de adicdo em ligagbes carbono-
carbono, especialmente casos oxidativos como epoxidacao e adicdo de Michael (Figura 27)
(LEONETI et al., 2010).
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0]
Reacéo: cicloadi¢do 1,3-dipolar
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Reacéo: Tiol-Eno
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R _~_R

RSH + =\ - s
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Figura 27 : Exemplos de reacdes que formam ligacdes entre carbono e um heteroatomo.
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A abordagem de Click Chemistry pode ser representada pelas reacgfes de
cicloadicdo envolvendo heteroatomos, tais como, hetero-Diels-Alder e, especialmente,
cicloadi¢do 1,3-dipolar. Esta fusdo une dois reagentes insaturados e permite um facil acesso
a uma enorme variedade de interessantes heterociclicos de 5- e 6-membros. Nesta classe
de reagOes de click concertadas, a cicloadicdo dipolar de Huisgen, entre alcinos e azidos,
merece atencdo especial (LEONETI et al., 2010).

No entanto, a utilizacdo do grupo azido em diversas transformagBes quimicas néo
tem sido muito explorada pelos quimicos medicinais, uma vez que a funcao azido é bastante
versatil e facilmente introduzida em compostos orgéanicos, frequentemente a partir de reacdo
de substituicdo nucleofilica empregando azida de sédio, e rapidamente convertida a
derivados heterociclicos como 1,2,3-triazol ou tetrazol, ou ainda, reduzida a grupo amino
(HARTMUTH, KOLB, SHARPLESS, 2003; AMBLARD, CHO, SCHINAZI, 2009).

Todas essas vantagens tém impulsionado a cicloadicdo de Huisgen a ser uma das
reacdes mais populares e eficientes dentro do conceito de Click Chemistry e, como

resultado, um grande nimero de trabalhos tem sido publicado nos ultimos anos.

1.8.1 Click Chemistry na sintese de analogos de nucleosideos

A cicloadicdo de Huisgen tem sido aplicada eficientemente a diferentes substratos
contendo grupos azido e alcino levando a uma variedade de novos analogos de
nucleosideos como, por exemplo, na sintese de novos nucleosideos conjugados com
propriedades bioativas, bioafinidade aumentada ou habilidade carreadora de ions metalicos.
Utilizando-se da versatilidade da cicloadicdo 1,3-dipolar Jin e cols. prepararam
oligonucleosideos (90), como o exemplo apresentado na figura 28 , derivados do AZT os
quais apresentaram boa atividade microbiana contra E.coli (AMBLARD, CHO, SCHINAZI,
2009).

z

Figura 28 : Estrutura do oligonucleosideo fundido por anéis 1,2,3-Triazol.

Uma outra abordagem apresentou a sintese de um farmaco hibrido contendo o

antirretroviral zidovudina (AZT) com o composto também ativo para o HIV 91.
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Interessantemente este conjugado mostrou boa atividade antiviral contra um tipo selvagem
de HIV-1 e algumas cepas mutantes (Esquema 16 ) (AMBLARD, CHO, SCHINAZI, 2009).

Et "
NGO ‘ /g

N N (0]
\O\/NTNH
91 o CuSO,
ascorbato Na

+
o HLOI-BUOH, ta, 24h -
NH 69% v Et
\ Y N _
N~ o
HO }/’NH
:o: 2 4
N3

Esquema 16 : hibrido do antirretroviral AZT com 91.

Dada a importancia de oligodesoxiribonucleotideo ndo naturais, como 0s agentes
antisense, 0s quais atuam como silenciadores de genes apds a transcricdo, algumas rotas
sintéticas, baseadas em reacbGes de cicloadicdo 1,3-dipolar sucessivas na direcdo de
oligonucleotideos com anéis 1,2,3- triazol em substituicdo a ligacdo natural de

fosfodiésteres, foram desenvolvidas com sucesso (Figura 29) (LUCAS et al., 2008).
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Figura 29 : Estruturas de analogos de nucleotideos.
De forma também interessante Chittepu e cols. mostraram a sintese de novos 1,2,3-

triazol nucleosideos ndo-naturais 0s quais mantinham as caracteristicas estruturais
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necessarias para o reconhecimento por bases de DNA. Foi proposto que esses compostos
atuem de forma a desestabilizar a dupla hélice de DNA (Esquema 17) (CHITTEPU,
SIRIVOLU, SEELA, 2008).

TolO N3
o BASE
N
OTol Cuso, /o
95 Ascorbato Na _ Tolo N
+ THF/H,O/t-BUOH t.a., 24h ©
97 a-c
76-85%
OTol
BASE Ny
96 a-c BASE = a) Uracil, b) Citosina, ¢) Adenina

Esquema 17: Sintese de 1,2,3-triazol nucleosideos com caracteristicas estruturais
necessarias para o reconhecimento por bases de DNA.
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2. OBJETIVOS

Objetivos gerais

Sintese de potenciais inibidores do virus HIV relacionados a derivados aminociclitol,
como o conjugado nucleosideo-aminociclitol (98) e monémero nucleosideo-aminociclitol
(116), guanidinociclitol (99) e argininociclitol (100), bem como avaliagédo in vitro da atividade

anti-HIV e citotoxicidade.

Objetivos especificos

- Sintese do conjugado nucleosideo-aminociclitol (98), via o intermediario monémero
nucleosideo-aminociclitol (116), obtido pelo acoplamento de 15 e o nucleosideo
adenosina (103), contendo grupo espacante, pela reacéo de cicloadicdo 1,3-dipolar,
envolvendo a estratégia de click chemistry;

- Sintese de derivados aminociclitol, como guanidinociclitol (99) e argininociclitol
(100) a p,artir da introducdo de grupos substituintes basicos ligados as fungdes 1,3-
diamino de 15, como grupamentos guanidinicos e residuos arginina,
respectivamente;

- Avaliagdo in vitro da atividade anti-HIV, envolvendo teste de quimiluminescéncia

para deteccéo de p24 HIV em cultura de células H9 e avaliacdo de citotoxicidade.

NH,
s )
<N | N) >\NH2
o NH, NH
HO HO H
H;mNHz ——= Hm/N
OH OH OH OH NH

103 15 \/\%
‘\ / 99 HaN

HO, N3 NT N NH,

HO.

Retrossintese simplificada dos conjugados (98), (99) e (100).
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3. Resultados e Discussao

A secdo de resultados e discussao deste trabalho foi dividida em trés partes
principais. Na primeira parte € descrita a sintese de monémeros nucleosideo-aminociclitol
contendo nucleo de adenosina e conjugados nucleosidicos obtidos por duplicacdo
molecular, ambos obtidos pela reacdo de cicloadicdo azido-alcino catalisada por Cu(l),
(CuAAC: “copper(l)-catalyzed alkyne-azide cycloaddition”). Para estas preparacfes foram
utilizados alcinos derivados da posicdo C-5' de adenosina como intermediarios, também
obtidos pela reacdo de CUAAC empregando os precursores 5’-azido-5’-desoxi-adenosina e
diinos comerciais, além do derivado diazido-estreptamina peracetilado. Adicionalmente,
foram incluidos estudos da derivatizacdo das posicdes 2’ e 3’ de adenosina pela adicdo de
grupo O-pentino e posterior sintese de conjugado nucleosideo-aminociclitol.

Na sequéncia, € descrito os estudos para a sintese de outro derivado nucleosideo,
relacionado ao nucleo de citidina, contendo a funcdo azido em C-5, para posterior
derivatizacdo via reacdo CUAAC. A terceira parte esta relacionada aos ensaios de atividade
antiviral e avaliacdo da citotoxicidade, envolvendo viabilidade celular dos compostos

testados.

3.1 Estudos sobre a sintese do conjugado nucleoside  o-aminociclitol 98,

via os mondémeros nucleosideo-aminociclitol de adeno sina, como derivado 116

Para preparar o conjugado nucleosideo-aminociclitol (98), foi utilizada a estratégia de
click chemistry através da reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar catalisada por cobre (I)

(esquema 18).

- Aol NH3" Br
NN BN, . O\ NH,* Br
OH HoN N OAcC OH
o] A HaN N 102 15
NN /C// ’\\IL\ N
N Uy N \
— N"NN o OH ——
NN L OH ~" oH
NN \ N NH, NH,
N~ N N — N~ NN
H ) )%«C%m—N <] ) < P
N OAc 116 N NN N3 N
OH OH OH OH
111 109

Esquema 18 : Retrossintese para preparacdo do conjugado nucleosideo-aminociclitol (98),
via estratégia de “click chemistry”.
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A sintese do conjugado nucleosideo-aminociclitol (98), conforme a retrossintese do
esquema 18, foi iniciada a partir dos precursores bromidrato de 2-desoxi-estreptamina (15a)
e 5’-azido-5'-desoxi-adenosina (109), preparados a partir dos reagentes comerciais sulfato
de neomicina (2) e adenosina (103), respectivamente. Os grupos amino de 15a foram
modificados a azido, formando 1,3-diazido-2-desoxi-estreptamina (101), o qual foi,
posteriormente, peracetilado dando origem a 4,5,6-O-triacetil-1,3-diazido-2-desoxi-
estreptamina (102). Concomitantemente, adenosina foi convertida no derivado 5’-azido-5'-
desoxi-adenosina (109), o qual foi condensado com diversos diinos terminais contendo
diferentes grupos espacantes, fornecendo por exemplo o composto 111, com a finalidade de
explorar suas influéncias nas propriedades eletrbnicas e estéricas nos conjugados de
interesse. A condensacdo entre 102 e 111 permitiu a preparagdo do mondmero
nucleosideo-aminociclitol 116. Nos tdpicos a seguir sdo descritos os resultados obtidos na

sintese.

3.1.1 Fragmentacao quimica de sulfato de neomicina (2) e obtencéo do

precursor 15a.

Tendo em vista o0 interesse na preparagdo do derivado 1,3-diazido-2-desoxi-
estreptamina (101) e do seu correspondente derivado peracetilado 102, o qual é bloco de
construgdo na formacéo do conjugado nucleosideo-aminociclitol 98, o trabalho experimental
foi iniciado a partir da fragmentac@o quimica de sulfato de neomicina 2 para obtencdo de
(1,3,5/4,6)-bromidrato de 2-desoxi-estreptamina (15a), conforme mostrado no esquema 19.

A fragmentacdo de neomicina 2 foi realizada em duas etapas, via cloridrato de
neamina 22, (DA SILVA et al., 2007), inicialmente proposto neste trabalho, e forneceu 2-

desoxi-estreptamina (15a) com rendimento total de 58% (Esquema 19).

HO Q
NH,

AN
oP 2 NH,

HO 0 }
o by _ HC/MeoH Hm NH, _HBr, NH3* Br
HoN 80% oD\, Hﬁmw “Br
e} HO NH; 3
NH, OH

OH

Neomicina B (2) Neamina (22) 2-desoxi-estreptamina (15a)

Esquema 19: Fragmentacdo quimica da neomicina (2) via cloridrato de neamina (22) em
duas etapas para obtencdo do aminociclitol 2-desoxi-estreptamina (15a).



Resultados e Discussao 49

Adicionalmente, bromidrato de (1,3,5/4,6)-2-desoxi-estreptamina (15a) foi também
obtido diretamente a partir do sulfato de neomicina (2) (BUSSCHER; RUTJES; van DELFT,
2004), na presenca de acido bromidrico 48% sob refluxo, com rendimento semelhante ao
anterior de 59% (Esquema 19). A temperatura do banho de aquecimento foi rigorosamente
observada a 110C, devido a possibilidade de decomposicdo de neomicina (2) em
temperaturas mais elevadas, gerando inclusive subprodutos. O acompanhamento da reacdo
de fragmentacdo dos derivados aminoglicosideos, na forma de base livre e por
cromatografia em camada delgada (CCD), foi satisfatoriamente realizado, sendo a mistura
de solventes n-propanol-trietilamina-agua (8:1:4) a que apresentou melhor resultado para
visualizacdo do produto hidrossolivel 15a (MOLYNEUX et al., 2002). Assim, a obtencao
direta de 15a a partir de 2 permitiu a eliminacdo de uma etapa da rota sintética inicialmente
proposta, tornando-a menos laboriosa e, consequentemente, evitando o emprego de
maiores quantidades de reagentes e formacao de residuos.

A anélise de RMN 'H de 15a (Anexo 1) esta de acordo com a descrita na literatura
(BUSSCHER et al, 2004) e evidencia a formacdo do produto desejado com sinais relativos
aos hidrogénios metilénicos H-2.,, em 6 1,66 (), € H-2¢,, em & 2,31 (dt).

A conversdo do composto 15a no produto 1,3-diazido-2-desoxi-estreptamina (101)
(Esquema 20 ), por um mecanismo de diazotransferéncia, foi realizada na presenca de azida
de sodio, K,COgs, anidrido triflico (Tf,0) e (CuSO,) (ALPER; HUNG; WONG, 1996;
KITAMURA et al., 2011).

NH3* Brr 4 Ns

HO . TfN3 ACzo AcO
HO NH3" Br CuSO4 N3 Piridina. AcO

OH 6 OAc
15a

Esquema 20 : Sintese de 4,5,6-O-triacetil-1,3-diazido-2-desoxi-estreptamina (102) a partir do
bromidrato de 2-desoxi-estreptamina (15a).

Apesar do rendimento de 69% descrito na literatura para o intermediario 101, a
purificagdo por coluna cromatogréfica, utilizando silica flash (40-63 pum) e fase movel
diclorometano: metanol 9:1, foi insatisfatéria, uma vez que resultou em uma massa bruta
contendo impurezas, em rendimentos acima de 100%. Este processo de purificagdo sera
melhor investigado em maiores detalhes em busca de outras condi¢gdes cromatogréficas
mais adequadas. (ALPER; HUNG; WONG, 1996). Desta forma, o intermediario 101 foi
purificado apenas ap0s a etapa seguinte de prote¢do dos grupos hidroxilicos.

Embora o mecanismo de diazotransferéncia seja ainda desconhecido, Fischer e

Anselme propuseram a existéncia de um tetrazeno dianiénico, estabilizado por dois ions de
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sodio. Nyffeler e cols. extrapolando o mecanismo proposto por Fischer e Anselme, para a
transformacdo dos grupos aminos de 15a em azido 101, envolvendo o ion bivalente cobre,
sugeriram 0 mecanismo a seguir (Esquema 21) (ANSELME; FISCHER, 1969; NYFFELER
et al., 2002).

H
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HO R
R= H(mNHz R
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Esquema 21 : Mecanismo provavel para conversao do grupo amino de 15a em azido 101,
via reagdo de diazotransferéncia.

A reacao ocorreu inicialmente com a formacéo do trifila azida (TfN3) a partir de azida
de sadio e anidrido triflico. O tratamento de bromidrato de 2-desoxi-estreptamina (15a) com
carbonato de potéssio (K,CO3) forneceu a base livre, a qual foi complexada ao catalisador
sulfato de cobre Il (A). Nesta etapa ocorre o ataque do nitrogénio de 15a a um dos
nitrogénios do triflato de azida formando um complexo (B). A subseqiiente desprotonacéo
leva a formacao do tetrazeno estabilizado pelo cobre (C). O rompimento do complexo C, via
cicloadicédo bipolar reversa, deve formar o imino complexo de cobre-triflilila (D) e o produto
contendo os grupos azido 101 (NYFFELER et al., 2002). O espectro de RMN 'H de 101
(Anexo 2), confirmou a formacdo dos grupos azido pelo efeito de desblindagem no
deslocamento quimico dos hidrogénios H-1 e H-3, cujos sinais se apresentavam
anteriormente entre & 3,22-3,14 (m), no bromidrato de 2-desoxi-estreptamina (15a), e em o
3,38-3,24 (m) no produto obtido 101.

Posteriormente realizou-se a peracetilagdo das hidroxilas livres de 101 na presenca
de anidrido acético e piridina, com 72% de rendimento, ap6s purificagdo cromatografica. O
espectro de RMN *H do composto 4,5,6-O-triacetil-1,3-diazido-2-desoxi-estreptamina (102)
apresentou 0s sinais caracteristicos dos grupos metilicos de O-acetil em & 2,05 (s, 6H) e o
1,97 (s, 3H), bem como, os hidrogénios H-4, H-5 e H-6 deslocados para regido de maior
desblindagem, & 5,05-5,17 (m), em relacédo a H-4, H-5 e H-6 de 101, 8 3,10-3,22 (m) (Anexo
3).
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A reacao de peracetilacdo foi importante para purificacdo do intermediério diazido
101 e também justificada pela necessidade de diferenciacdo do perfil cromatografico entre
101 e os alcinos derivados de 5'-azido-5-desoxi-adenosina (109), em cromatografia em
camada delgada, que serdo discutidos mais adiante na sintese do mondémero nucleosideo-

aminociclitol (116) (Esquema 18).
3.1.2 Sintese de 5’-azido-5’-desoxi-adenosina (109)

Paralelamente a preparacdo de 4,5,6-O-triacetil-1,3-diazido-2-desoxi-estreptamina
(102), foi realizada a sintese do composto 5’-azido-5-desoxi-adenosina (109), para ser
acoplado a um diino comercial e gerar intermediarios, como o composto 111, necessério
para condensacdo com o diazido-desoxi-estreptamina 102 e obtencdo dos mondémeros e
dimeros conjugados nucleosideo-aminociclitol, como o produto 98 (esquema 18).

A rota sintética descrita na literatura (WANG et al., 2007) para preparacdo de 109
apresenta seis etapas, envolvendo reagdes classicas de protecao, transformacédo quimica e
desprotecdo, como mostrado no esquema 22 . Entretanto, ndo estéo descritos na literatura o
detalhamento dos métodos utilizados, os rendimentos, bem como, os dados de elucidagéo

estrutural dos intermediarios desta rota sintética.
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Esquema 22: Rota sintética para preparacdo do composto desejado 5’-azido-5'-desoxi-
adenosina (109) a partir de adenosina (103).

Inicialmente foi realizada a prote¢cdo do grupo amino na posicdo 6 do anel purinico
de adenosina (103) (Anexo 4) utilizando cloreto de benzoila, como agente acilante (ZHU et
al, 2003). A reacao para preparagdo do derivado N-benzoilico 104 é um dos passos mais
importantes na quimica de nucleosideos, uma vez que torna mais facil a transformacéo de

adenosina em derivados de maior importancia biolégica, com modificagdes normalmente



Resultados e Discussao 52

nas posigBes 2’ e 3’ do anel de ribose. O método utilizado, conhecido como método de
Jones, é realizado de forma one-pot, no qual os grupos hidroxila do nucleosideo s&o
primeiramente protegidos na presenca de cloreto de trimetilsilila (TMSCI) e, em seguida a N-
benzoilagdo, ocorre a clivagem dos mesmos apds o tratamento com hidroxido de amonio
conforme proposto no esquema 23 . Cabe ressaltar a atuacdo da piridina como solvente e
base para neutralizacdo do HCI formado na reacdo, sendo posteriormente removida por co-
destilacdo na presenca de tolueno.

O composto 104 foi obtido em bom rendimento (83%) e a sua estrutura foi
confirmada pela analise de RMN 'H, na qual foi possivel observar o surgimento dos sinais
referentes aos hidrogénios arométicos orto, para e meta do grupo benzoila, respectivamente

nas regides & 8,04 (d), J 7,3 Hz, 7,64 (t), J 7,3 Hz, e 7,54 (t aparente), J 7,4 Hz (Anexo 5).
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Esquema 23 : Mecanismo de reagéo envolvendo a sintese do derivado N-benzoilico 104.

A preparacdo de N-benzoil-2’,3'-isopropilideno-adenosina (105) foi realizada visando
a protecdo seletiva das hidroxilas 2’ e 3' do anel de ribose através da transacetalizacdo de
2,2-dimetoxipropano, por acdo do catalisador &cido p-toluenossulfénico, cujo mecanismo é

mostrado no esquema 24 (BARILI et al., 1990).
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Esquema 24: Mecanismo de protegdo seletiva das hidroxilas de 104, em C-2' e C-3,

presentes no anel de ribose.

Ap6s purificacdo por cromatografia em coluna flash no aparelho Biotage, o produto

desejado 105 foi obtido com rendimento de 65% e a anéalise de RMN *H apresentou o sinal

caracteristico dos grupos metila do cetal formado, como singletos com deslocamentos em &
1,41 (s) e 1,64 (s) (Anexo 6) (BARILI et al., 1986).

A funcionalizacao da hidroxila em C-5' do intermediario 105 ocorreu, via mecanismo

Sn2, na presenca cloreto de metanossulfonila (MsCl) em piridina, atuando como solvente e

base para neutralizagdo do HCI formado na reacdo, sob controle de temperatura a 0°C
(Esquema 25) (OGAWA,; ISAKA, 1991).
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Esquema 25 : Mecanismo de funcionalizacdo da hidroxila livre em C-5’ de 105, bem como,
neutralizacdo do HCI formado.

O produto N-benzoil-2',3-isopropilideno-5’-O-mesil-adenosina (106) foi obtido em
bom rendimento (85%) e a andlise de RMN 'H demonstrou a presenca do hidrogénio
metilico do grupo metanossulfonato (CH;SO;) em 6 2,08 (s) (Anexo 7). A presenca do grupo
CHsSO, em C-5, de 106, promoveu o deslocamento dos respectivos hidrogénios
metilénicos, H-5’a e H-5'b, para regido de maior desblindagem, 6 4,49 (dd) e 4,42 (dd), em
relacdo aos hidrogénios, H-5'a e H-5'b, do precursor 105, anteriormente em o 3,79 (dd) e
3,73 (dd).

Por fim, a conversdo do composto 106 no produto N-benzoil-2',3’-isopropilideno-5'-
azido-5’-desoxi-adenosina (107), conforme mecanismo descrito no esquema 26, foi
realizada na presenca de azida de sédio e dimetilformamida anidra (DMF). O produto 107 foi

obtido por CCDP e apresentou rendimento de apenas 35%.
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Esquema 26 : Mecanismo de substituicdo do éster sulfonato, em C-5’, de 106 por azido para
formacdo do intermediarios 107 e deslocalizacdo da carga no anion
metanossulfonato.

O mecanismo desta reacdo segue uma substituicdo nucleofilica bimolecular onde o
ion azido, um nucledfilo forte, ataca o carbono em C-5’ com a saida do grupo abandonador
mesilato, estabilizado pela deslocalizacdo da carga negativa sobre os atomos de oxigénio.

O espectro de RMN 'H de 107, apresentou sinais dos hidrogénios metilénicos de C-
5 em 9 3,61 (d) acoplando com H-4", observado em & 4,39-4,45 (m), com Jg5,5,1 Hz € Jy 51
5,4 Hz. Analises através de técnicas bidimensionais COSY e HMQC confirmaram o0s sinais
previamente identificados (Anexos 8 - 8.2).

Apesar da possibilidade do intermediario N-benzoil-5’-azido-2’,3'-isopropilideno-5'-
desoxi-adenosina (107) ser submetido a reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar catalisada por
cobre (l), o baixo rendimento obtido (35%) nos conduziu a testar outras rotas sintéticas
buscando a otimizac&o da sintese de 109 (Esquema 22).

Alternativamente, foi realizada uma tentativa de funcionalizacdo direta da hidroxila
livre em C-5' de adenosina (103) utilizando cloreto de metanossulfonila (MsCI), em piridina,
sob controle de temperatura a 0°C, a fim de avaliar a importancia da protecdo do grupo
amino na posigdo 6 do anel purinico de 103. Esta tentativa se baseava nas diferengas de
reatividade entre hidroxilas primarias e secundarias, uma vez que sendo as hidroxilas
primarias menos impedidas, segundo o mecanismo de substituicdo nucleofilica SN,, seria
possivel a funcionalizacéo direta de C-5’ e, consequentemente, a eliminacéo de duas etapas
da rota sintética descrita na literatura (Esquema 22). Entretanto, mesmo sob baixa
temperatura, foi possivel observar, pela andlise de RMN de 'H, um composto
polifuncionalizado em virtude da presenca de varios sinais referentes aos hidrogénios dos
grupos mesilatos. A seguir, foi também utilizado cloreto de tosila (TsCl) buscando explorar
maior seletividade pela hidroxila primaria, em virtude da presenca do grupo volumoso p-

toluenossulfonila o qual poderia, por impedimento estérico, bloquear a funcionaliza¢do das
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hidroxilas secundarias em 103. No entanto, foi possivel visualizar por CCD, novamente, a
formacgé&o de mistura de compostos.

A tentativa de preparacdo de 109 pela halogenacdo direta de C-5' de adenosina
(103), para posterior substituicdo pelo grupo azido, na presenca de cloreto de tosila e DMF
anidro, sob irradiagdo por microondas a 80°C durante 3 minutos, conforme método descrito
para o correspondente nucleosideo timidina, levou a formag&o de subprodutos, conforme
anéalise de RNM H* (LUCAS et al., 2008).

Por outro lado, a halogenacéo direta da posi¢cdo C-5' de 103 na presenca de cloreto
de tionila e piridina em acetonitrila, seguida por metandlise em solugcdo de ambnia 29%
forneceu o produto 5’-cloro-5-desoxi-adenosina (110), com rendimento de 72%. A estrutura
do intermediario 110 foi confirmada por espectro de RMN *H, o qual mostrou a presenca dos
hidrogénios metilénicos, H-5'a e H-5'b, em regido de maior desblindagem, 6 3,95 (dd) e 3,84
(dd), em relagéo aos hidrogénios, H-5'a e H-5’b, do precursor 103, anteriormente em 9 3,65
(dt) e 3,48-3,59 (m) (Anexo 9) (MILES et al., 2002; ROBINS et al,. 1991).
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Esquema 27 : Mecanismo de halogenacdo da hidroxila livre em C-5" de 103, empregando
cloreto de tionila.

A reacdo de halogenacdo de 103 na presenca de uma base, neste caso piridina,
segue 0 mecanismo via substituicdo nucleofilica bimolecular, Sy2, onde a piridina reage com

grupo clorossulfito (i) ficando o ion cloreto disponivel apenas para o ataque pela face oposta
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de C-5’ (ii) conforme representado no esquema 27 . Além do cloro em C-5’, ocorre também
a ciclizacdo do sulfinato, em C-2’, C-3’ do anel de ribose, com a formacao dos isbmeros exo
e endo, em proporcéo 2:1, observados no espectro de RMN *H pela duplicidade dos sinais e
pelos deslocamentos para regido de maior desblindagem dos hidrogénios H-2' e H-3’,
posteriormente clivados na presenca de hidroxido de aménio.

A conversdo do composto 110 no produto 5-azido-5-desoxi-adenosina (109), com
rendimento de 89%, ocorreu por tratamento de 110 com azida de soédio (NaNa),
dimetilformamida (DMF), como solvente, e irradiacdo por microondas a 150W, 80°C, durante
40 minutos, seguindo mecanismo semelhante ao apresentado no esquema 26 .

A identificacdo de 109 foi realizada com base no espectro de RMN 'H pelo
deslocamento dos respectivos hidrogénios metilénicos, H-5'a e H-5'b, para regido de maior
blindagem, & 3,61-3,71 (2dd), em relacdo aos mesmos hidrogénios do precursor 110,
anteriormente em 9 3,84 (dd) e 3,95 (dd), respectivamente (Anexo 10).

Na tentativa de reduzir a quantidade de azida de sodio utilizada e o tempo de
duracdo da reacdo, foi realizado um estudo variando as condi¢des de reacdo em um Unico
sistema, acumulativamente, conforme ilustrado na tabela 2. A evolugdo da reacdo foi
acompanhada por CCD, observando diferenca de coloracdo durante a revelagcdo da placa
cromatogréfica, e por espectros de RMN 'H. Entretanto, ndo foi possivel aperfeicoar a

condicéo previamente utilizada.

Tabela 2 — Condi¢bes para otimizagdo da preparacéo de 109.

Tentativa Equivalentes de NaN3 Temperatura (°C) Tempo de reacao (min.)*
1 5 60 10
2 10 70 10
3 15 70 20
4 15 80 20
5 20 80 40

* Poténcia de irradiacdo por microondas constante, 150W.

A conversdo do composto halogenado 110 em 5’-azido-5'-desoxi-adenosina (109),
representou um avancgo significativo na posterior preparacéo do derivado acoplado ao diino
111 e, consequentemente, dos monémeros e dimeros conjugados nucleosideo-aminaociclitol,
como, os produtos 116 e 98, respectivamente, uma vez que a rota sintética anterior em 6
etapas (esquema 22 ), com rendimento total de 17% até a formacao do intermediario 107, foi

aperfeicoada em apenas 2 etapas com rendimento total de 64%.
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3.1.3 Preparagdo dos mondémeros nucleosideo-aminocic  litol de
adenosina 116-120, derivados da posicao C-5' de ade nosina (103), via 0s

intermediarios triazoélicos 111-115

A partir da sintese de 5’-azido-5’-desoxi-adenosina (109), descrito acima (item 3.1.2),
foi realizada a primeira reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar catalisada por cobre (I), (CUAAC:
“copper(l)-catalyzed alkyne-azide cycloaddition”), empregando 1,7-octadiino comercial,
como um duplo alcino terminal. A condensacgédo entre um dos grupos alcino e azido, na
presenca de CuSO, e ascorbato de sddio, para geracdo do catalisador Cu(l) em DMF e
irradiagdo por microondas a 150W, 70°C, forneceu o intermediario 5’-[(4-hex-5"-in-1"-il)-1H-

1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-adenosina (111) em 65% de rendimento (Esquema 28).
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Esquema 28 : Formacgéo dos intermediarios triazolicos de adenosina 111-115, pela reagéo
de cicloadi¢éo 1,3-dipolar, catalisada por Cu(l), envolvendo a condensacédo
entre diinos, com cadeia alquilica de diferentes tamanhos e outro diino
contendo anel aromético, com 5’-azido-5-desoxi-adenosina (109).
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Os hidrogénios purinicos H-8 e H-2, caracteristicos de 111, foram evidenciados no
espectro de RMN *H em & 8,21 (s) e & 8,14 (s), bem como, o hidrogénio do anel triazol em &
7,67 (s) e os nove hidrogénios da cadeia alquilica lateral, na regido de 4 1,0 e 3,0 (Anexos
11 -11.2).

Um excelente exemplo para reacdes de click, a cicloadicdo azido-alcino catalisada
por Cu(l), gerado a partir de sais de Cu (ll) na presenca de ascorbato de s6dio como agente
redutor, acontece a uma velocidade muito maior em relacédo a cicloadicdo dipolar-1,3 néo
catalisada, em grande variedade de temperatura e pH, além de ser aplicavel a diversos
grupos funcionais. A cicloadi¢édo 1,3-dipolar € uma reacao que envolve um dipolardéfilo, neste
caso, o alcino terminal, com um composto 1,3-dipolar, grupo azido, que resulta num
heterociclo de 5-membros. O mecanismo desta reac¢édo envolve a participagdo de 2 elétrons
1 do grupo azido e 4 elétrons do alcino em um periciclo concertado. Sendo assim, esta
reacdo de adicdo é dita uma cicloadi¢do [2s+4], quando se relaciona com o numero de
elétrons envolvidos, ou [2+3], quando o numero de &tomos participantes. O mecanismo
desta reacdo envolve a coordenacdo do Cu(l) ao alcino (A), com posterior ligacdo do grupo
azido ao cobre (B), formando um metalociclo de seis membros (C). A contracdo do anel a
um derivado Cu-triazolila (D) é seguida por uma protondlise que libera o produto triazol (E)
completando o ciclo catalitico (Esquema 29) (LEONETI et al., 2010; HIMO et al., 2005).
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Esquema 29 : Mecanismo de cicloadi¢éo 1,3-dipolar de Huisgen, catalisada por Cu(l). L:
ligante.

Considerando o resultado satisfatério, obtido nesta etapa de condensacédo, foram
também preparados os compostos 5'-[(4-pent-47-in-1"-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5 -desoxi-
adenosina (112), 5'-[(4-hept-6"-in-1"-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-adenosina (113), 5'-
[(4-metil(prop-2"-in-1"-iloxi))-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-adenosina  (114) e 5'-[(4-(3"-

etinilfenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-adenosina (115) mostrados no esquema 28. O
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impacto da variacdo molecular apresentada por estas estruturas, (111-115), contendo
diferentes grupos espacantes, poderia ser avaliado frente a atividade anti-HIV, bem como,
os correspondentes derivados mais complexos relacionados aos conjugados nucleosideos
(mondmeros e dimeros).

Os espectros de RMN 'H dos compostos 111-115 apresentaram em comum,
conforme citado anteriormente para 5-[(4-hex-5"-in-1"-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-
adenosina (111), os hidrogénios do anel purinico, H-8 e H-2, anel triazol, H-triazol, e alcino

terminal (Tabela 3).

Tabela 3: Deslocamentos quimicos (d) dos hidrogénios H-8 e H-2, anel triazol, H-triazol, e
alcino terminal apresentados nos espectros de 112-115.

Compostos o H-8 O H-2 0 H-triazol 0 H-alcino
terminal
111 8,21 8,14 7,67 2,70
112 8,20 8,14 7,71 2,75
113 8,20 8,14 7,67 2,69
114 8,17 8,09 7,78 2,87
115 8,01 7,98 7,70 3,47

5'-[(4-pent-47-in-1"-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-adenosina (112) foi preparado,
com 81% de rendimento, e analise de RMN 1H confirmou a formacéo apresentando sinais
caracteristicos, como, os hidrogénios da cadeia alquilica, CH,-1", em & 2,62 (t), CH,-3", em o
2,15 (ddd) e CH,-2", em 0 1,69 (quin) (Anexo 12 — 12.2). Similarmente 5’-[(4-hept-6"-in-1"-il)-
1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-adenosina (113) foi obtido a partir de 109 e do 1,8-nonadiino,
com 77 % de rendimento, e o espectro de RMN H apontou os sinais dos hidrogénios
metilénicos da cadeia alquilica, CH,-1", em & 2,52 (t), CH,-5", em  2,07-2,12 (ddd), CH,-3",
em 0 1,46-1,54 (m), CH»-4", em & 1,37-1,45 (quin) e CH,-2", em 9 1,28-1,36 (m) (Anexo 13 —
13.2).

A obtencdo de  5-[(4-metil(prop-2"-in-1"-iloxi))-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-
adenosina (114), 64% de rendimento, foi realizada pelo tratamento de 109 com éter
propargilico. No espectro de RMN *H foram observados os quatro hidrogénios metilénicos
em o 4,59 (d, 1H) e & 4,52 (d, 1H), correspondentes a CH,-1", e & 4,14 (d, 2H), a CH»-3"
(Anexo 14 - 14.2).

Por fim, foi realizada a conversdo do precursor 109, por tratamento com 1,3-
dietinilbenzeno, no composto 5'-[(4-(3"-etinilfenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-adenosina
(115), com rendimento de 64%. Os hidrogénios do anel benzénico foram evidenciados no
espectro de RMN de 'H em & 8,04, H-2" (s), 6 7,54, H-6" (d), 6 7,34, H-4" (d), e 6 7,30, H-5"
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(t) (Anexo 15 — 15.2). Andlises de *3C e bidimensionais de COSY e HMQc, confirmaram a
obtencéo dos compostos 112-115.

E importante destacar que todos os derivados alcinos presentes na posicdo C-5' da
adenosina, 111 a 115, séo inéditos na literatura.

Assim, os derivados alcinos derivados da posicdo C-5, via grupo triazol de
adenosina, 111 a 115 foram empregados para a sintese dos mondémeros nucleosideo-
aminociclitol, 116 a 120, respectivamente, também empregando reacdo de cicloadicdo
azido-alcino catalisada por Cu(l) (CUAAC), na presenca de CuSQ,, quantidade catalitica, e

ascorbato de sddio, para geragéo in situ de Cu(l) (Esquema 30).
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Esquema 30: Monbmeros hibridos nucleosideo-aminociclitol 116-120, preparados a partir
dos intermediérios triazélicos contendo funcao alcino 111-115.
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A partir dos intermediarios alcinos 111 a 115, e 4,5,6-O-triacetil-1,3-diazido-2-desoxi-
estreptamina (102), foi possivel obter os monémeros nucleosideo-aminociclitol 5'-[(4"-(1-
(4”,5”,6"-O-triacetil-3"-azido-2"-desoxi-estreptamina-1"-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)butil)-1H-
1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-adenosina (116) (Anexo 17 - 17.2), 5-[(3"-(1-(4™,5",6"-O-
triacetil-3"-azido-2"-desoxi-estreptamina-1"'-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propil)-1H-1,2,3-triazol-1-
il]-5’-desoxi-adenosina (117) (Anexo 16 — 16.2), 5"-[(5"-(1-(4",5",6"-O-triacetil-3"-azido-2"-
desoxi-estreptamina-1"-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)pentil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5’-desoxi-
adenosina (118) (Anexo 18 - 18.2), 5-[((1-(4",5",6"-O-triacetil-3"-azido-2""-desoxi-
estreptamina-1""-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoximetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-
adenosina (119) (Anexo 19 - 19.2) e 5-[(3"-(1-(4™,5",6”-O-triacetil-3”-azido-2"-desoxi-
estreptamina-1"-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-adenosina (120)
(Anexo 20 — 20.2) com rendimentos de 42%, 46%, 51%, 40% e 63%, respectivamente. As
andlises de RMN de 'H, COSY e HMQC, além de °C, confirmaram a obtencdo dos
compostos citados anteriormente.

No espectro de RMN *H desses compostos foram observados similarmente os sinais
caracteristicos dos hidrogénios H-8 e H-2, do heterociclico de adenosina, hidrogénios
presentes nos anéis triazélicos e metilénicos, H-2” axial e equatorial, do aminociclitol

conforme ilustrado na tabela 4.

Tabela 4: Deslocamentos quimicos (8) dos hidrogénios H-8 e H-2, anéis triazolicos e
metilénicos, H-2” axial e equatorial, do aminociclitol nos espectros de RMN de
'H dos mondmeros 116-120.

Compostos o H-8 O H-2 0 H-triazol 0 H-2"" axial o H-2"”

equatorial

116 8,18 8,04 7,82e7,51 2,32-2,42 2,45

117 8,21 8,13 7,94 e 7,70 2,44 2,30-2,36

118 8,16 8,05 7,84 e 7,50 2,35-2,44 2,47

119 8,19 8,10 8,09e7,78 2,40 2,47

120 8,04-7,93 8,04-7,93 8,04-7,93 e 2,42 2,51

7,71

Além disso, no espectro de RMN *H de 117 foi possivel observar seis hidrogénios da
cadeia alquilica em 9 2,59 (t), CH»-1", 8 2,53 (t), CH,-3" e & 1,80 (quin), CH,-2". O espectro
de RMN *H de 116 apresentou os oito hidrogénios alquilicos espacantes na regiéo de & 1,50
e 2,70, assim como, o espectro de RMN *H de 118, os dez hidrogénios alquilicos em & 2,62
(1), CH»-1", em 0 2,55 (m), CH»-5", em & 1,62 (quin), CH»-2", em & 1,54 (m), CH,-4" e em &
1,27 (quin), CH,-3". Com relacdo a 119 o espectro de RMN 'H apresentou os quatro

hidrogénios metilénicos na regido de 6 4,48 (2H, m), em sistema AB, e 6 4,58 (2H, s),
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enquanto em 120 o espectro de RMN *H mostrou os sinais caracteristicos dos hidrogénios
aromaticos no anel benzénico, H-2", em 9 8,42 (d), H-4", em & 8,04-7,93 (m), H-6", em & 7,55
(dd), e H-5”", em & 7,39 (td). Nos correspondentes espectros de RMN *3C, o sinal do carbono
metilénico da anel ciclitol foi visualizado entre & 31,2 e 34,0, bem como foram claros os
sinais duplicados do anel triazélico em aproximadamente & 125,0 e 120,0.

E importante destacar que todos os mondémeros nucleosideo-aminociclitol, 116 a
120, séo inéditos na literatura. Esses compostos serdo testados em ensaios antibacterianos
(MIC) e antitumorais, e utilizados, em uma préxima etapa do trabalho, na sintese de dimeros
conjugados nucleosideo-aminociclitol, também de interesse no projeto, como o dimero 98
(Esquema 18 e Figura 30).

Ainda, com o intuito de explorar a obtencdo de maior diversidade quimica, foi
realizada a duplicacdo molecular dos derivados nucleosideos-triazélicos 111-115, pela

reacdo de acoplamento, via CuUAAC, com outra unidade de adenosina contendo a fungéo

azido, composto 109, conforme sera descrito no item 3.1.5.

Figura 30: Dimeros conjugados nucleosideo-aminociclitol, como 98, os quais serao
sintetizados a partir do monémeros 116-120.

3.1.4 Tentativas de reducdo dos grupamentos azido d 0s mondmeros
nucleosideo-aminociclitol 116-120, derivados da pos icdo C-5 de adenosina
(103)
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Em seguida a preparacdo dos conjugados nucleosideos, 116 a 120, foi realizada a
tentativa de reducdo dos grupos azido presentes nesses compostos (Figura 31), uma vez

gue, é bem descrito na literatura a importancia do grupo amino para interacdo, em meio

biol6gico, com moléculas de RNA, como exemplo, 0 mecanismo de ag¢édo dos antibidticos
aminoglicosideos (KAWAMOTO et al., 2008; LIU; THOMAS; HERGENROTHER, 2004).

Figura 31: Mondmeros hibridos nucleosideo-aminociclitol de interesse contendo a funcéo
amino, pela reducado do grupo azido de 116-120.

Desta forma foi realizada a tentativa de reducdo do grupo azido a amino em
condi¢des brandas devido a alta funcionalizacdo dos precursores 116 a 120, através do
método de Staudinger, na presenca de trifenilfosfina e tetraidrofurano, e por hidrogendlise,
em paladio/carvdo como catalisador, empregando, inicialmente, o monémero 5-[((1-
(4”,5”,6"-O-triacetil-3"-azido-2"-desoxi-estreptamina-1""-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoximetil)-
1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-adenosina (119). Embora a formacdo do produto desejado
parecia satisfatoria, com base nas andlises por CCD e o espectro de massas (ESI-TOF) de
alta resolucdo de um dos produtos isolados no modo de deteccdo positivo, com pico
caracteristico do ion quase-molecular do monémero nucleosideo-aminociclitol reduzido
(calculado para CugHseN1,019 [M + H']: 701,2750; encontrado: 701,2768), ambos métodos
empregados para reducdo ndo foram adequados. Em ambos os métodos foi necessério
realizar a purificacdo dos eventuais produtos por coluna cromatogréfica, utilizando silica-gel,
a qual nédo foi eficiente, possivelmente devido a instabilidade do grupo amino, passivel de
oxidacéo (Anexo 21).

Com intuito de contornar este problema, as tentativas subsequentes serdo realizadas
utilizando-se conjugados nucleosideos, 116 a 120, previamente purificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, para evitar a formacdo de quaisquer possiveis

subprodutos provenientes de reacOes anteriores, utilizacdo de maior quantidade de
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conjugados nucleosideos e a formagdo de produtos na forma de sais de amdnio, com o

intuito de aumentar a estabilidade dos produtos formados.

3.1.5 Formagdo de dimeros 121-125, a partir dos int ermediarios
triazolicos contendo a funcéo alcino terminal 111-1 15, derivados da posicéo C-
5’ de adenosina (103)

Os derivados alquil-alcinos presentes na posicdo C-5 da adenosina, 111 a 115,
descritos anteriormente, foram também utilizados em outra estratégia sintética com o
objetivo de formar anélogos de nucleosideos naturais. Os derivados alcinos foram
empregados para a sintese de dimeros conjugados nucleosideos, 121 a 125,
respectivamente, também via click chemistry, na presenga de CuSO,, quantidade catalitica,

e ascorbato de sddio, para geracao in situ de Cu(l) (Esquema 31).
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Esquema 31: Dimeros hibridos nucleosideo-nucleosideo 121-125, sintetizados a partir dos
alcinos 111-115.
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A condensacdo, através de cicloadigdo azido-alcino catalisada por Cu(l) (CUAAC), de
alcinos presentes na posicdo C-5' de adenosina, 111 a 115, e 5-azido-5'-desoxi-adenosina
(109), permitiu a obtencdo dos dimeros 1,4-bis(1-(5"-desoxi-adenosin-5"-il)-1H-1,2,3-triazol-
4-il)butano (121) (Anexo 23 - 23.2), 1,3-bis(1-(5"-desoxi-adenosin-5"-il)-1H-1,2,3-triazol-4-
ilpropano (122) (Anexo 22 - 22.2), 1,5-bis(1-(5"-desoxi-adenosin-5"-il)-1H-1,2,3-triazol-4-
ipentano (123) (Anexo 24 — 24.2), bis-(1-(5-desoxi-adenosin-5'-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-
oxidimetilico (124) (Anexo 25 — 25.2) e 1,3-bis(1-(5"-desoxi-adenosin-5"-il)-1H-1,2,3-triazol-
4-il)benzeno (125) (Anexo 26 — 26.2) com rendimento de 66%, 90%, 46%, 38% e 21%,
respectivamente.

As andlises de RMN 'H e bidimensionais de COSY e HMQC, além de **C,
confirmaram a obtencéo do compostos citados anteriormente.

No espectro de RMN *H desses compostos foram observados similarmente os sinais
caracteristicos dos hidrogénios H-8 e H-2, do heterociclico de adenosina, hidrogénios
presentes nos anéis triazélicos, com integral para dois hidrogénios em relacdo ao grupo

espacante alquilico ou aromético, conforme ilustrado na tabela 5.

Tabela 5: Deslocamentos quimicos (&) dos hidrogénios H-8 e H-2, anéis triaz6licos nos
espectros de 121-125.

Compostos o H-8 0 H-2 d H-triazolicos
121 8,21 8,14 7,66
122 8,23 8,15 7,73
123 8,20 8,13 7,66
124 8,27 8,16 7,97
125 8,24 8,12 7,72

Notavelmente, é possivel verificar no espectro de RMN 'H destes compostos que 0s
todos os sinais mostrados na tabela possuem o dobro de integral relativa em relacdo ao
grupo central espacante, por serem produtos simétricos.

Além disso, o espectro de RMN 'H de 122 mostrou os seis hidrogénios da cadeia
alquilica em 9 2,56 (t), CH,-1 e CH,-3, e 6 1,80 (quin), CH,-2, assim como, espectro de RMN
'H de 121, com oito hidrogénios alquilicos espacantes em & 1,51 (m), CH,-2 e CH,-3, e &
2,53 (m), CH,-1 e CH,-4, e 123, com dez hidrogénios alquilicos.

O dimero bis-(1-(5'-desoxi-adenosin-5'-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-oxidimetilico  (124)
apresentou no espectro de RMN 'H, quatro hidrogénios metilénicos na regido de 4,47 ppm
(d), em sistema AB, J 12,1 Hz, diferentemente do observado para o precursor 5-[4-

metil(prop-2"-in-1"-iloxi)1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-adenosina (114). Os sinais
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caracteristicos dos quatro hidrogénios do anel benzénico de 1,3-bis(1-(5"-desoxi-adenosin-
57-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)benzeno (125), H-2, em & 8,28 (s), H-4 e H-6, em & 7,72 (d), e H-5,
em o 7,46 (t), com a duplicacdo dos valores de integral permitiram confirmar a obtencéo do
produto desejado. Andlises de '*C e bidimensionais de COSY e HMQc, confirmaram a
obtencdo dos compostos 121-125. Ainda, € importante destacar que todos os conjugados

nucleosidicos, 121 a 125, sao inéditos na literatura.

3.1.6 Preparacao de alcinos e mondémero nucleosideo- aminociclitol que

exploram as posicdes C-2’' e C-3' de adenosina (103)

Com o intuito de investigar a influéncia de grupos alcinos terminais em diferentes
posicdes do anel furanose de adenosina (103), foram paralelamente sintetizados os
produtos 126, 127 e 128, contendo grupo O- e N-pentino terminal nas posicdes 2’, 3' e 6 de
103. Os métodos descritos para a funcionalizagdo de adenosina (103) indicam a alquilacéo
preferencial do oxigénio da posi¢éo C-2'.

Desta forma, o tratamento de 103 em pequeno excesso de 5-cloro-pentino, hidreto
de sodio (NaH) e iodeto de tetrabultilaménio (TBAI), sob aquecimento a 55 °C durante 3 dias
forneceram mistura dos produtos 126, 127 e 128, obtidos com rendimentos de 17, 8 e 6%,
respectivamente (JAWALEKAR et al, 2008). (Figura 32).

Posteriormente, a fim de melhorar o rendimento, foi realizada a irradiacdo por
microondas por 30 minutos a 100 W e 110 °C, mantendo-se as propor¢des empregadas no
método convencional entre 0 material de partida 103 e os demais reagentes. O rendimento
teve aumento mais significativo para o 2'-pentin-4-adenosina (126), anteriormente de 17%
foi obtido em 26%.

Assim, sera realizada, a seguir, uma nova tentativa explorando as diferengas de

propor¢céo empregada entre os reagentes envolvidos.

/\/\
N NH, HN ~
7 6
N\ ! N X N XX

N N N
EN SN 2 <N N) <N N/)
HO_ s 3 HO HO
Q3 2g 1

4"/5

O, OH OH OH

\// =
126 1" 3 \M 128

Figura 32 : Regioisbmeros 126, 127 e 128, obtidos na alquilacdo da adenosina (103) com 5-
cloro-pentino.
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O mecanismo da alquilacdo da adenosina (103) envolve a formacao de alcéxido ou
amideto, gerados na presen¢ca do hidreto de sodio e posterior ataque nucleofilico ao
reagente alquilante 5-iodo-pentino, gerado pelo tratamento de 5-cloro-pentino com TBAI.
lodeto de tetrabutilam6nio atua substituindo o cloro, do agente alquilante, pelo iodo, o qual é
mais volumoso e melhor grupo de saida, faciltando o ataque pelo alcéxido conforme

ilustrado no esquema 32 .
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Esquema 32 : Mecanismo proposto para alquilagdo da adenosina (103) na presenca de 5-
cloro-pentino.

A purificagcdo dos produtos obtidos foi realizada por cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP), processo laborioso, em virtude da semelhanca no perfil
cromatogréfico dos regioisbmeros 126, 127 e 128.

A analise dos espectros de RMN H! e bidimensional COSY, realizados em DMSO-ds
gque torna possivel observar os sinais dos hidrogénios das hidroxilas e amina, permitiu a
confirmacdo e diferenciagdo dos 3 regioisbmeros obtidos 126, 127 e 128. Todos
apresentaram os sinais da presenca dos hidrogénios H-8 e H-2 presentes no anel purinico
da adenosina (103).

A obtencdo de 2’-pentin-5"-adenosina (126) foi verificada pela presenca dos sinais
da cadeia alquilica entre as regides 0 1,0 e 3,0, sendo o sinal do hidrogénio terminal da
ligagcdo tripla em & 2,66 crucial na elucidagdo do composto (Anexo 27). Além disso, o
espectro bidimensional de COSY forneceu a confirmacdo da substituicdo pelo agente
alquilante, 5-cloro-pentino, na posi¢ao 2’ do anel de ribose pela auséncia do sinal 2’-OH em
0 5,42-5,50 e, consequentemente, do acoplamento entre 2'-OH e o hidrogénio vizinho em C-
2', J»on 11,5 Hz, em & 4,44 (t aparente) presente no precursor 103.

Da mesma forma o produto 3’-pentin-4-adenosina (127) foi elucidado com base nos

sinais de hidrogénio do anel purinico (H-2 e H-8 em & 8,12 e 8,34, respectivamente), da
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cadeia lateral (H-1", H-2"e H-3" em & 3,48-3,74, 1,71 e 2,26, respectivamente) e do alcino
terminal em & 2,77 (Anexo 28). Neste caso, também o espectro bidimensional de COSY
confirmou a substituicdo na posi¢cdo 3’ do anel de ribose, pela auséncia do sinal 3-OH, &
5,20, e, portanto, do acoplamento entre 3'-OH e H-3', J 4 4,03 (m) presente no precursor
103.

O N-pentin-4-adenosina (128), além do hidrogénio terminal da ligacdo tripla em &
2,86, apresentou todos os sinais das hidroxilas, 2'-OH e 5-OH, & 5,48-5,56 (m), 3'-OH, &
5,28 (d), e, como ponto crucial, a auséncia dos hidrogénios do grupo NH, em o 7,36
observado no precursor 103 (Anexo 29 ).

Dentre os potenciais sitios para modificacbes quimicas nos nucleosideos, 0s quais
sdo incorporados como terminadores de cadeia na sintese de DNAs ou RNAs, a posi¢éo 2’
no anel de ribose é particularmente muito atrativa uma vez que a substituicdo nesta posicao,
com espécies eletronegativas, fixa este anel em uma conformacdo endo, preferida nas
cadeias de RNA alvo, devido aos efeitos de gauche entre O-4’ e os substituintes em 2’
(EGLI et al., 2005).

NH,
=N N
\ ~ NH, \ ¢ fN _
O o N/ \N Aglicona em o 4 /) Aglicona em

/ Pseudoequatorial N™ N Pseudoaxial
OR, FN=/ —
3 —
-

Gauche
© Anti OR, F
conformacéo Sul (S) (C,r-endo-Cy-exo) conformacé&o Norte (N) (Cz-endo-C,'-exo)
forma presente no DNA forma presente no RNA

Figura 33 : Efeitos Gauche que dirigem o equilibrio conformacional em direcédo a C3’-endo,
tendo a conformacéo da regido aglicona psedoaxial.

Analises cristalogréficas de alta resolucdo demonstraram que a pré-organizacao
conformacional, hidratacdo e eletronegatividade dos substituintes sdo o0s principais
determinantes do aumento na afinidade pelo RNA, enquanto que, os efeitos de carga e
hidratacdo, e ndo necessariamente o tamanho dos substituintes, sugerem uma maior
resisténcia a enzima nuclease.

Uma melhor explanacgéo sobre diferencas de reatividades entre os possiveis sitios de
modificacBes de 103 e, em particular, a preferéncia de substituicdo na posicdo O-2' em
contrapartida a O-3’, apresentada neste trabalho, exigiu uma analise mais profunda sobre os

efeitos anomérico e estéreo-eletrdnico gauche.
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Analises estatisticas das estruturas de nucleosideos e nucleotideos por cristalografia
de Raio-X demonstrou que as conformacdes norte (N) e sul (S) sdo as formas mais
dominantes e participantes de um equilibrio pseudo-rotacional quando o composto encontra-
se em solucdo. Este comportamento conformacional pode ser quantificado e predito com
base nas forcas relativas dos efeitos anomérico e gauche. A adenosina, por exemplo, esta
predominantemente na forma S (67%, a 25 °C), no entanto, cristaliza na conformacdo N
(Figura 33) (PLAVEC; THIBAUDEAU; CHATTOPADHYAYA, 1996).

O efetio gauche é uma estabilizacdo das formas sinclinal e anticlinal em relacdo a
anti-periplanar apos a substituicdo de X e Y, por grupos eletronegativos, num fragmento X-
C-C-Y, enquanto o anomérico descreve a tendéncia do par de elétrons isolados do oxigénio
em C-1 da furanose em orientar de forma antiperiplanar o atomo de nitrogénio N9 da base.

O efeito anomérico, em nucleosideos e nucleotideos, desloca o equilibrio em direcdo
a conformacdo N podendo ser descrito por (i) uma maior repulsdo elestrostatica resultante
de interacbes dipolo-dipolo desfavoraveis, as quais podem desestabilizar a orientacdo
pseudoequatorial da aglicona na forma S em C-1’; ou (ii) uma maxima interacdo 1,4 por
sobreposicdo favoravel entre um orbital eletrénico preenchido de 0O-4' e um orbital
antiligante vazio da ligacdo glicosidica, a qual resulta na estabilizacdo da orientagédo
pseudoaxial da aglicona da forma N. Neste caso, ocorre a hiperconjugacdo de um dos pares
de elétrons isolados de O-4' para a ligacdo glicosidica, resultando no encurtamento da
ligagdo endociclica O4'-C1’, em relagdo a C4’-04’, e aumento do angulo da ligagdo O4'-C1'-
N9 (PLAVEC; THIBAUDEAU; CHATTOPADHYAYA, 1996).

O efeito gauche em nucleosideos é devido a interacdes desestabilizantes no
rotimero trans (anti) em virtude da formacdo de ligagbes severamente torcidas e
sobreposi¢des reduzidas das ligacdes comparadas ao rotamero gauche.

Plavec e cols. observando as constantes de acoplamento entre carbonos vicinais em
espectros de RMN de 'H, obtidos em intervalos de temperatura definidos, estabeleceram as
caracteristicas conformacionais dos didesoxi-, 2'-desoxi e ribonucleosideos. Os espectros
foram realizados em diferentes temperaturas para posterior comparacdo entre os valores de
AH, entalpia, AS, entropia, e, consequentemente, AG, energia livre de Gibbs, a fim de
determinar quais as conformacdes preferidas e, possivelmente, o0s sistemas
termodinamicamente mais estaveis (PLAVEC; TONG; CHATTOPADHYAYA, 1993).

A comparacdo dos efeitos gauche exercidos por 2-OH e 3-OH com O-4’ permite
afirmar que estes sdo opostos e de igual magnitude, portanto, se cancelam mutuamente. O
efeito gauche do fragmento O4'-C1’-C2’-O2’ direciona para tipo N, enquanto o fragmento
04’-C4’-C3’-03’ direciona o equilibrio pseudorotacional para a conformacao tipo S.

A 2’-OH esté envolvida em interacdes com O4’ e N9 através dos efeitos gauche [O4'-

C1'-C2'-O2'H] e [N9-C1’-C2’-O2'H], e, possivelmente, em uma liga¢éo de hidrogénio com N3



Resultados e Discussao 71

a qual fortalece este ultimo efeito gauche. O efeito gauche mais efetivo realizado por 2’-OH,
no 3"-monofosfato adenosina relativo a adenosina, € explicado pela maior liberdade dos
pares eletrénicos isolados em O-2’, do derivado monofosfato, para se opor a for¢a do efeito
gauche [04’-C4’-C3’-O3'PO3H]. No entanto, a liberdade dos pares eletronicos isolados em
02’ da adenosina é reduzida em virtude da sua participacdo na ligacdo de hidrogénio
intramolecular com 3’-OH vicinal, enquanto os pares isolados livres em O3’ exercem efeito
gauche intenso direcionando o equilibrio pseudorotacional para conférmero S (PLAVEC;
THIBAUDEAU; CHATTOPADHYAYA, 1994).

o

: O\ H\\\\\- ~ H

Figura 34 : Ligacao de hidrogénio intramolecular entre O3'H-02'.

Cabe salientar uma justificativa para a maior reatividade apresentada pela posicéo 2’
da adenosina (103), durante alquilacdo, na presenca de 5’-cloro-pentino, NaH e TBAI. Em
virtude de um dos pares eletrdnicos isolados em O2’ estar envolvido em uma ligagdo de
hidrogénio intramolecular, a ligacdo O2’-H, enfraquecida, se torna mais suscetivel ao ataque
pelo hidreto redutor para formacdo do alcoxido, e, consequente, formacdo do produto 126
em maior proporcéo (Figura 34).

Apos a obtencgéo dos regioisdbmeros, 3-pentin-4-adenosina (127) foi empregado na
formagdo de conjugado com o 4,5,6-O-triacetil-1,3-diazido-2-desoxi-estreptamina (102), via
reacdo de cicloadicao [3+2], através de catalise mediada por CuSO, e ascorbato de sddio,
utilizando como solvente DMF e irradiacdo por microondas, com o intuito de obter o
mondmero nucleosideo-aminociclitol (129) (Esquema 33). A funcionalizagdo do
regioisdbmero 127, posi¢do 3’, no derivado 129 poderia ser mais interessante para bloquear
possivel elongamento da cadeia de nucleotideos, a exemplo do que ocorre com 0s
inibidores de transcriptase reversa.

A obtencdo de 3-(3"-(1-(4,5”,6™-O-triacetil-3"-azido-2"-desoxi-estreptamina-1"'-il)-
1H-1,2,3-triazol)propil)-adenosina (129), rendimento 28%, foi confirmada por analise de
RMN de H a qual apresentou sinais caracteristicos dos nucleos, purinico, como, H-8 e H-2,
em 0 8,35 (s) e & 8,20 (s), respectivamente, triazol, H-triazol, em & 7,95 (s), e aminociclitol,

H-6" equatorial, em d 2,48 (dt), e axial, em & 2,40 (), com Ju.g7ax.H-67eq. 12,7 HZ (Anexo 30).
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O produto mondmero nucleosideo-aminociclitol (129) obtido ser4d empregado
novamente em reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar com 3'-pentin-4-adenosina (127) para

obtencéo do dimero, também de interesse, 130 (Esquema 33).

129

Esquema 33: Produto desejado (130) e obtido (129) via “click chemistry” entre 4,5,6-O-
triacetil-1,3-diazido-2-desoxi-estreptamina (102) e 3'-pentin-4-adenosina
(227).

O método empregado sera modificado em relacédo ao isbmero 2'-pentin-5"-adenosina
(126), para obtengdo dos conjugados nucleosideo-aminociclitol os quais também serdo

submetidos aos ensaios de atividade anti-HIV e antitumoral.

3.2 Sintese de 5’-azido-5’-desoxi-citidina (137)

Concomitante ao desenvolvimento da rota sintética descrita na literatura por WANG e
cols., a qual emprega o nucleosideo adenosina, foi também desenvolvida de forma similar a
transformacdo quimica do nucleosideo citidina (131) (Anexo 31), contendo a base pirimidica
citosina (Esquema 34). Esta sintese busca explorar uma comparacdo nos resultados dos
ensaios de atividades que serdo realizados, como anti-HIV ou antitumoral, e,
consequentemente, as interagdes entre os nucleosideos utilizados com anéis purinicos e

pirimidinicos e os alvos em questéo.
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Esquema 34: Rota sintética para preparacdo do composto desejado 5’-azido-5-desoxi-
citidina (137) a partir de citidina (131).

A seguir foi iniciada a sintese do composto 5’-azido-5-desoxi-citidina (137), o qual
também serd funcionalizado com um alcino terminal, necessario para condensagdo com
4,5,6-O-triacetil-1,3-diazido-2-desoxi-estreptamina  (102) e obtencdo de conjugado
nucleosideo-aminaciclitol, de modo semelhante ao descrito no esquema 18 .

Inicialmente foi realizada a protecdo do grupo amino na posi¢ao 8 do anel pirimidico
da citidina (131) utilizando cloreto de benzoila como agente acilante (ZHU et al, 2003).

O composto 132 foi obtido com excelente rendimento de 96% e confirmado pela
andlise de RMN de 'H onde foi observado o surgimento dos sinais referentes aos
hidrogénios aromaticos orto, para e meta do grupo benzoila, respectivamente nas regiées o
8,07 (d), Joromera 7,3 Hz, 7,69 (t aparente), Jotopara 7,3 HZ € Jnetapara 7,6 Hz, € 7,58 (t
aparente) (Anexo 32).

A preparacdo de N-benzoil-2’,3'-isopropilidenocitidina (133) foi realizada visando a
protecdo seletiva das hidroxilas 2’ e 3’ do anel de ribose através da transacetalizacdo do
2,2-dimetoxipropano, por acdo do catalisador acido p-toluenossulfénico (BARILI et al.,
1990).

Ap0s purificacdo por cromatografia em coluna flash no aparelho Biotage, a analise
de RMN de 'H apresentou o sinal caracteristico dos grupos metila, no cetal formado, como
singletos nas regides 6 1,28 (s) e 1,48 (s) (Anexo 33). A preparagao do N-benzoil-2',3'-
isopropilidenocitidina (133) ocorreu sem quaisquer problemas com um rendimento de 63%.

A hidroxila em C-5’ de 133 foi funcionalizada, via mecanismo Sy2, na presenca de

cloreto de metanossulfonila (MsCl) e piridina, atuando esta como solvente e base para
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neutralizacdo do HCI formado na reacgéo, sob controle de temperatura a 0°C, utilizando
método classico (OGAWA; ISAKA, 1991).

O produto N-benzoil-2’,3'-isopropilideno-5-O-mesil-citidina (134) foi obtido em
excelente rendimento de 95% e na anélise de RMN de 'H, o hidrogénio metilico do grupo
metanossulfonato (CH3;SO,) apresentou deslocamento quimico em & 3,48 (s) (Anexo 34). A
presenca do grupo CH3;SO, em C-5, de 134, deslocou os respectivos hidrogénios
metilénicos, H-5'a e H-5'b, para regido de maior desblindagem, 6 4,46-4,56 (m), em relacéo
aos hidrogénios, H-5'a e H-5’b, do precursor 133, anteriormente em 6 3,50-3,70 (m).

Apesar do estagio avancado em que se encontrava a rota sintética para 5-azido-5'-
desoxi-citidina (137), os métodos citados anteriormente para halogenacao seletiva em C-5’
de adenosina (103) foram extrapolados para o nucleosideo citidina (131).

A tentativa de preparacdo de 137 pela halogenacédo direta de C-5' de citidina (131)
(LUCAS et al., 2008), para posterior substituicdo pelo grupo azido, na presenca de cloreto
de tosila e DMF anidro, sob irradiagdo por microondas a 80°C durante 3 minutos, levou a
formacéo de subprodutos, conforme anélise de RNM H*.

Utilizando cloreto de tionila e piridina, em acetonitrila, seguido por metandlise em
presenca de solucdo de aménia 29%, para halogenagéo direta de C-5" de 131, conforme
anteriormente descrito para 103, foi verificada apenas a degradacdo do material de partida,
conforme a andlise do espectro de RMN de 'H (KIKUGAWA; ICHINO, 1971).

Desta forma, além de uma nova consulta da literatura, sera realizada a tentativa de
desenvolvimento de outros métodos, bem como, concomitantemente, a continuacao da rota

sintética proposta no esquema 34 .

3.3 Ensaios antivirais com linhagem H9 (HIV) e cito  toxicidade

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular — Hemocentro de
Ribeirdo Preto pela funcionéria e doutoranda Evandra Strazza Rodrigues Sandoval com
supervisdo da Prof® Dr2 Simone Kashima Haddad. A linhagem H9 (HIV) foi cultivada em
meio RMPI no periodo de 72 horas com os compostos 111, 112, 118 e 119 diluidos na

concentracao de 1mM (figura 35).
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118
119

Figura 35: Compostos testados em ensaio antirretroviral com linhagem celular H9.

Apos o cultivo o sobrenadante foi coletado, congelado e submetido ao teste de Elisa
para determinar a quantidade de p24, proteina presente no HIV. Os resultados obtidos s&o

apresentados na figura 36 e tabela 6.

HIV Ag/ Ab p24

1M1 112 118 119 3TC AZT C1 H9

Figura 36: Analise por guimioluminescéncia da presenca de p24 pelo teste de ELISA
indireto com tempo de cultivo de 72 horas para os compostos 111, 112, 118 e
119 na concentracdo de 1mM. C1: DMSO diluido em PBS (tampdao fosfato) 1x

(2:3). *p<0.05. H9: linhagem celular infectada pelo virus HIV.

Conforme os dados da figura 36 , 0 melhor resultado foi obtido com o composto 111
0 qual, proporcionalmente ao crescimento da linhagem H9 (HIV) controle, apresentou
atividade de inibicdo de formacdo da proteina viral p24 similar ao composto padrdo

zidovudina (AZT) e uma viabilidade celular de cerca de 95% (Tabela 6). Além disso, os
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compostos 112 e 118 também apresentaram um resultado relevante, uma vez que suas
atividades de inibicdo de formacdo da proteina viral p24 foram superior ou similar ao
composto padréo lamivudina (3TC) e viabilidade de cerca de 97% e 94%, respectivamente
(Tabela 6). Estruturalmente, o composto mais ativo da série testada, 111, possui o nicleo
de adenosina ligado, através de sua posicdo C-5', a anel de triazol contendo uma cadeia
lateral de grupo hexino. Em contrapartida, o derivado estruturalmente semelhante, 112,
apresenta apenas uma diferenca em relacdo a cadeia lateral de 111, ou seja, um grupo
pentino, sugerindo que a cadeia metilénica mais longa pode ter maior influéncia positiva na
atividade desejada seja por aumento de lipossolubilidade ou fator estérico. Adicionalmente,
a comparacdo da atividade observada para os mondmeros 118 e 119, mostra que a
diferenca do grupo espacante, relacionada a presenca de grupo pentano e oxidimetilico,
respectivamente, também influencia a atividade antirretroviral, uma vez que o produto mais
lipossoluvel e com cadeia mais extensa foi parcialmente mais ativo, composto 118. Estes

resultados poderédo ser posteriormente mais explorados.

Tabela 6: Resultados obtidos pelo ensaio ELISA HIV Ag/Ac e viabilidade celular dos
produtos sintetizados 111, 112, 118 e 119, farmacos AZT e 3TC na
concentracdo de 1mM em 72 horas de cultura

Amostras Viabilidade HIV Ag/Ac
A B A B C

111 94,82 80,92 77,63 73,32 100,25
112 96,97 97,71 98,69 92,8 143,04
118 94,22 94,33 122,05 122,4 126,15
119 98,84 98,35 154,14 154,81 155,18
3TC 97,91 98,17 135,24 116,87 113,66
AZT 90,97 91,3 83,22 66,89 77,49
C1 94,68 94,59 144,17 134,46 163,65
H9 95,35 94,65 176,42 183,53 152,61

by

Com relacdo a viabilidade celular, mencionada anteriormente, a qual avalia
citotoxicidade dos anélogos sintetizados, os resultados do ensaio por citometria de fluxo, na
presenca de iodeto de propidio, mostram que 0s compostos testados ndo apresentaram
danos as células normais conforme figura 37 . Os gréficos apresentados na figura 37.B
mostram a presenca células mortas (por¢do superior da reta) e normais (por¢ao inferior da

reta).
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Figura 37: Andlise por citometria de fluxo da viabilidade celular, A e B. A: viabilidade

comparativa entre os compostos sintetizados 111, 112, 118 e 119 e a linhagem

celular H9. A cultura de células H9 foi mantida por 72 horas na presenca (1mM)

dos andlogos nucleosidicos sintetizados para posterior analise com iodeto

propidio. B: Graficos obtidos por citometria de fluxo ilustrando a viabilidade
celular dos compostos: 1) calibracdo do aparelho A) 111 B) 112 C) 118 D) 119 E)

3TC F) AZT G) C1 H) Ho.
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Os estudos de atividade anti-HIV serdo continuados com os demais compostos,
como os derivados alcinos da posicdo 5’ de adenosina (113-115), monémeros nucleosideo-
aminociclitol (116-120) os quais se espera, conforme descrito na literatura, apos a reducédo
do grupo azido a amino, apresentem uma melhor atividade, e derivados nucleosidicos

obtidos através de duplicacdo molecular (121-125) de adenosina.
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4. Conclusoes

A investigacdo dos diferentes métodos realizada ao longo do trabalho foi
fundamental para expansdo dos objetivos propostos inicialmente de sintese, com a
finalidade de gerar maior diversidade estrutural de analogos de nucleosideos. Frente as
dificuldades encontradas na sintese, € importante destacar que os métodos utilizados na
preparacao de alguns compostos foram reavaliados, repetidos e/ou alterados a fim de que
os rendimentos fossem otimizados. Em alguns casos, nos quais 0s resultados
permaneceram insatisfatérios, foram propostas rotas alternativas para a sintese dos
intermediarios desejados. Desta forma, o trabalho permitiu a sintese e elucidacao estrutural
de varios intermediarios analogos nucleosidicos, como os mondmeros nucleosideo-
aminociclitol e dimeros nucleosidico-aminociclitéis, ambos contendo ndcleo de adenosina. A
reacdo de ciclo-adicdo 1,3-dipolar catalisada por Cu(l) foi conveniente para gerar diversos
analogos com diversidade estrutural e regiosseletividade contendo nucleo triazol 1,4-
dissubstituido em rendimentos moderados e elevados, via transformacdes nas posi¢cdes C-5’
e C-3' de adenosina.

Por fim, os compostos 111, 112, 118 e 119, foram testados in vitro para avaliacdo de
sua atividade antirretroviral, pelo teste de ELISA, o qual verificou a presenca da proteina
viral p24 em linhagem células H9. De acordo com o ensaio biolégico qualitativo, 0 composto
111, quando comparado ao crescimento da linhagem H9 (HIV) controle, apresentou
atividade de inibicdo de formagdo da proteina viral p24 similar ao composto padréo
zidovudina (AZT). Além disso, os compostos 112 e 118 também apresentaram um resultado
relevante, uma vez que suas atividades foram similares ao padréo lamivudina (3TC). A
maior atividade apresentada pelo composto 111, quando compara ao composto similar 112,
sugere que a cadeia metilénica mais longa pode ter maior influéncia positiva na atividade
desejada, seja por aumento de lipossolubilidade ou fator estérico. Adicionalmente, a
comparacao da atividade observada para os mondmeros 118 e 119, mostra que a diferenca
do grupo espacante também influencia a atividade antirretroviral, uma vez que o produto 118
mais lipossoluvel e com cadeia mais extensa foi parcialmente mais ativo. Estes resultados
poderdo ser posteriormente mais explorados.

O proximo passo do trabalho envolvera a reducdo dos grupos azido dos compostos
116 a 120 por reacdo de hidrogendlise, para formacdo de monbémeros conjugados
nucleosideo-aminociclitol, os quais poderdo ser mais promissores para atividade
antirretroviral. Os demais compostos sintetizados no trabalho, como derivados alcinos da
posicdo 5’ da adenosina (111-115), e dimeros nucleosidico-aminociclitéis (121-125) seréo

também submetidos aos ensaios de atividade antirretroviral e citotoxicidade.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais

Aparelhagem analitica

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H) e o
bidimensional COSY foram registrados a 400 MHz, 500 MHz e a 300 MHz em
espectrometro Bruker Advance DRX-400, Bruker Advance DRX-500 e Bruker Advance DPX-
300, respectivamente, enquanto o0s espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de
Carbono 13 (RMN de 13C) e 0 bidimensional, HMQC, foram registrados a 100 MHz, 125 MHz
e 75 MHz.

Os espectros de Massas foram registrados por espectrémetro ultrOTOF-Q - ESI-TOF
Bruker Daltonics de alta resolucdo, sendo o modo de deteccédo positivo para as amostras.

Os espectros de absorcdo no infravermelho (IV) foram registrados em um
espectrofotdmetro IVFT - Nicollet Modelo Protege 460, em celas de KBr para liquidos (filme)

ou em pastilhas de KBr para solidos.

Aparelhagem laboratorial

- Agitador magnético: IKA RCT Basic

- Agitador magnético: Corning PC-320

- Balancas: Mettler Toledo AB204-S/ Sartorius BP 121S
- Banho termostatizado: Tecnal TE-184

- Bomba de alto vacuo: Precision Model D 150

- Evaporador rotatério: Buchi RE121

- Evaporador rotatério com destilador de dedo frio: Blichi
- Evaporador rotatério com bomba de diafragma: Bichi
- Luz ultravioleta: Spectroline CM-10

- Reostato: Powersatat 3PN116C

- Mufla: Thermolyne 47900

- Reator Discovery — Irradiagéo por Microondas CEM

- Cromatografo Biotage SPX — Cromatografia em Coluna flash
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Solventes, reagentes e outros materiais

- Os solventes e reagentes comerciais foram convenientemente purificados, conforme
métodos usuais descritos na literatura (PERRIN; ARMAREGO, 1988). A grande
maioria dos reagentes foi adquirida da Sigma-Aldrich.

- As Cromatografias em Camada Delgada (CCD) foram realizadas utilizando placas de
silica-gel 60 GF,s, da MERCK®. A revelacéo foi feita por tratamento com solucéo

acida reveladora e aquecimento. A solucdo reveladora foi preparada seguindo a

formulacéo:

Acido sulfurico concentrado -------------====---mmmmmeemmmeev 10%
Acido MolibidiCO —----mmmmmmmm e 1,5%
Sulfato CErCO ==-==mmmmmmmm e 1,0%
Agua destilada (.S.p =---====-===mmmmmmm e 100 mL

- As Cromatografias em Camada Delgada Preparativa (CCDP) foram realizadas
utilizando placas de silica-gel 60 PF,s4, contendo gesso, da MERCK®.

- As Cromatografias em Coluna Classica (CCC) foram realizadas utilizando silica-gel
60 “Flash” (40-63 um) ou “Comum” (63-200 um), ambas da MERCK®.
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5.2 Métodos

5.2.1 Sintese de 1,3-diazido-2-desoxi-estreptamina  (101)

(1,3,5/4,6)-Bromidrato de 2-desoxi-estreptamina (15 a)

+ -
, NHs'Br,

HO .

H - lNH3 Br
5 OH
15a

Sulfato de neomicina comercial (5 g; 5,5 mmol) foi dissolvido em 50 mL de acido
bromidrico (HBr-48%) e submetido, sob agitacdo, a uma temperatura de aproximadamente
100 °C por 5 dias, observando-se o volume de HBr, que deve ser reposto a quantidade
evaporada. O meio reacional foi concentrado no evaporador rotatério a 60 °C. O residuo
preto pastoso foi entdo tratado com agua (30 mL) e carvdo ativo, sob agitacdo em
temperatura ambiente por duas horas, sendo entéo filtrado em celite com placa de vidro
sinterizado de média porosidade, e lavado com &gua (40 mL). A reacdo foi acompanhada
por placa CCD usando mistura de metanol e acetona (2:1) como eluente. O filtrado foi seco
no evaporador rotatério com destilador de dedo frio formando um sélido avermelhado.
Posteriormente, o sdlido no filtro foi entdo lavado com metanol (10 mL) para maior
clarificacdo do produto, fornecendo o bromidrato de 2-desoxi-estreptamina. Rendimento de
59% (0,8 g; 2,5 mmol). RMN de *H (400 MHz, D,0) &4: 1,66 (1H, g, J 12,6, H-2ax); 2,31 (1H,
dt, Joeq1 4,3, Joeqs 4,3 € Jaeqoax 12,6, H-2€q); 3,14-3,22 (2H, m, H-1 e H-3); 3,28 (1H, t
aparente, J 9,2, H-5); 3,39 (2H, t aparente, J 9,7, H-4 e H-6).

(1,3,5/4,6)-1,3-diazido-2-desoxi-estreptamina (101 )
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O substrato bromidrato de 2-desoxi-estreptamina (15a) (0,9 g; 2,77 mmol) foi
dissolvido em uma solugdo contendo 72 equivalentes de azido de sédio (13 g; 0,2 mol), 10
equivalentes de carbonato de potassio (3,8 g; 27,7 mmol) e agua suficiente (35 mL) para
obtencado da concentragédo final da azida de sodio igual a 6,05 M. A solucéo foi entdo tratada
com diclorometano (metade do volume da agua) e colocada em banho de gelo. O anidrido
triflico (Tf,0), 6 equivalentes, (2,8 mL; 16,6 mmol), foi entdo adicionado via seringa
lentamente (aproximadamente 15 minutos), e a solucéo foi agitada por uma hora e meia.
Entdo foi adicionado metanol (15 mL) e 44 mg (0,27 mmol) de sulfato de cobre (CuSQy).
Depois de 18 horas a reacdo foi tratada com solugcdo de NaOH 1M para tornar a mistura
homogénea e, entdo, feita a extracdo com acetato de etila (3 x 30 mL). Posteriormente, a
fase organica foi concentrada em evaporador rotatério e realizada uma cromatografia em
silica flash (40-63 um) utilizando a fase movel diclorometano : metanol (9:1). Foi obtida uma
massa bruta de 1,1g. Rf: 0,2 (diclorometano: metanol 9:1). RMN de *H (500 MHz, D,0) &:
1,25 (1H, q, Joax2eq 12,4, H-2ax); 2,12 (1H, dt, Joeq1 4,4, Joeqs 4.4 € Jpeqoax 12,9, H-2eq); 3,10-
3,22 (3H, m, H-4, H-5 e H-6); 3,24-3,38 (2H, m, H-1 e H-3).

(1,3,5/4,6)-4,5,6-O-triacetil-1,3-diazido-2-desoxi- estreptamina (102)

Em um baldo de 5 ml contendo 0,2 g de 1,3-diazido-2-desoxi-estreptamina (101) (0,9
mmoL) foram adicionados piridina (1,0 mL) e anidrido acético (0,8 mL). A solucéo resultante
foi mantida sob agitacdo por 11 horas, quando foi verificado por CCD o consumo total do
material de partida. Posteriormente, a solucéo foi co-evaporada na presenca de tolueno para
retirada de piridina e com o sélido resultante foi realizada uma extracao acetato/agua sendo
a fase orgéanica lavada com 4gua (3 x 10,0 mL). Por fim a fase orgéanica foi concentrada no
evaporador rotatério. Rendimento 72% (0,31 g; 0,9 mmol). RF 0,4 (hexano:AcOet, 1:1).

RMN de 'H (500 MHz, CDs;0D) &y: 1,6 (1H, @, Jaeq2ax 12,9, H-2ax); 1,97 (3H, s, CHa-
OAc); 2,05 (6H, s, 2 x CH3-OAC); 2,3 (1H, dt, Joeq1 4,4, Joeqs 4,4 € Joeqoax 12,9, H-2€Q); 3,76-
3,83 (2H, 2dd, Je1 9,6, J43 9,6, H-1 e H-3); 5,05-5,17 (3H, m, J45 9,8, Js6 9,8, H-4, H-5 e H-
6).
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5.2.2 Sintese de 5 -azido-5’-desoxi-adenosina (103)

N-benzoil-adenosina (104)

A uma mistura de Adenosina (103) (1 g; 3,7 mmol) e piridina (10 mL) foi adicionado
cloreto de trimetilsilila (1,73 mL; 13,6 mmol) a temperatura ambiente. Apds agitacao por 1
hora, a mistura reacional foi levada a temperatura de 0 C, e o cloreto de benzoila (0,53 mL;
4,5 mmol) foi entdo adicionado gota-a-gota com auxilio de uma seringa. O banho de gelo foi
removido e a mistura reacional foi mantida sob agitacdo durante 4 horas. Por fim adicionou-
se 1 mL de 4gua destilada e, apds agitacdo por 5 minutos, solugdo aquosa concentrada de
amonia (ca. 29%) (1 mL), sendo a mistura agitada por mais 15 minutos. A mistura reacional
foi adicionado tolueno (20 mL) para facilitar a retirada de piridina no evaporador rotatério. O
residuo seco foi levado a agitacdo com 10 mL de agua destilada gelada e filtrado a vacuo. O
sélido no filtro foi entdo lavado com agua gelada (10 mL), éter etilico (10 mL) e seco em
dessecador. A adenosina N-benzoilada foi obtida com um sélido branco. Rendimento 88%
(1,22 g; 3,3 mmol). Rf: 0,38 (diclorometano:metanol 9:1).

RMN de 'H (300 MHz, (CD3),SO) &4: 3,57 (1H, dd, J sp4 3,6 Hz, J 5a5p 11,9 Hz, H-
5'b); 3,69 (1H, dd, J 524 3,6 Hz, J 545, 11,9 Hz, H-5'a); 3,97 (1H, dd, J 454 3,6 HZ, J 451, 3,6
Hz, J 45 7,4 Hz, H-4); 4,18 (1H, m, H-3'); 4,64 (1H, 2d, J> 1 5,8 Hz, J» 3 4,9 Hz, H-2"); 6,03
(1H, d, J1 > 5,7 Hz, H-1"); 7,54 (2H, t aparente, J 7,4 Hz, H m-Ar); 7,64 (1H, t, J 7,3 Hz, H p-
Ar); 8,04 (2H, d, J 7,3 Hz, H 0-Ar); 8,73 (2H, sl, H-2 e H-8).
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N-benzoil-2",3"-isopropilidenoadenosina (105)

O O
>< 105

Acido p-toluenossulfénico monohidratado, quantidade catalitica, (0,9 mg; 0,005
mmol) foi adicionado a uma suspensao de N-benzoil-adenosina (104) (0,02 g; 0,05 mmol)
em 5,0 mL de 2,2-dimetoxipropano e a mistura reacional foi mantida sob agitacdo durante
48 horas a temperatura ambiente. A solucdo resultante foi cuidadosamente neutralizada
com trietilamina e, posteriormente realizou-se cromatografia em coluna no Biotage,
utilizando fase movel acetato de etila:hexano 6:4. O produto foi obtido como um sdlido
branco. Rendimento: 65% (14,5 mg; 0,03 mmol). Rf: 0,3 (diclorometano:metanol 9,5:0,5).

RMN de *H (300 MHz, (CD;0D) &,:: 1,41 (3H, s, CHsC); 1,64 (3H, s, CH5C); 3,73 (1H,
dd, J sa5p 12,0 Hz, H-5'b); 3,79 (1H, dd, J 5450 12,0 Hz, H-5'a); 4,41 (1H, m, J 43 2,5 Hz, J
s5a 3,8 Hz, J 450 4,1 Hz, H-4"); 5,08 (1H, dd, J>3 5,9 Hz, J 43 2,5 Hz, H-3'); 5,40 (1H, dd,
J»1 3,1 Hz, J» 3 5,9 Hz, H-2); 6,33 (1H, d, J;» 3,1 Hz, H-1"); 7,58 (2H, t, J 7,7 Hz, H m-Ar);
7,67 (1H,t,J 7,4 Hz, H p-Ar); 8,09 (2H, d, J 7,4 Hz, H 0-Ar); 8,66 (1H, s, H-2); 8,74 (1H, s, H-
8).
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N-benzoil-2",3"-isopropilideno-5"-O-mesil-adenosina (106)

Ao conjunto reacional de N-benzoil-2’,3-isopropilidenoadenosina (105) (0,275 g; 0,67
mmol) em piridina (5,0 mL), foi adicionado, gota-a-gota a temperatura de 0 °C, cloreto de
metanossulfonila (0,1 mL; 1,34 mmol). A reacédo foi mantida sob agitagdo em banho de gelo
durante 1 hora e, a seguir, a temperatura ambiente até o consumo total do material de
partida. Logo apos foi realizada, em funil de separacdo, uma particdo acetato/agua sendo a
fase organica lavada com agua (3 x 10,0 mL). Por fim a fase organica foi concentrada no
evaporador rotatério. O produto foi obtido como liquido viscoso castanho. Rendimento 85%
(0,278 g; 0,56 mmol). Rf: 0,38 (diclorometano:metanol 9,5:0,5).

RMN de *H (300 MHz, (CDCls) 8, 1,41 (3H, s, CH5C): 1,64 (3H, s, CH,C); 2,08 (3H,
S, 1 x CH3S0y); 4,42 (1H, dd, Jsp 4 5,7 Hz, Jsa5, 11,0 Hz, H-5'b); 4,49 (1H, dd, Jsa4 4,2 Hz,
J 5asb 11,0 Hz, H-5'a); 4,53-4,59 (1H, m, J4 54 4,2 Hz, J4 51 5,7 Hz, J 43 3,2 Hz, H-4"); 5,15
(1H, dd, J3 » 6,2 Hz, J3 4 3,2 Hz, H-3’); 5,48 (1H, dd, J» 1 1,7 Hz, J» 3 6,2 Hz, H-2'); 6,21 (1H,
d, Jy» 1,7 Hz, H-1"); 7,53 (2H, t, J 7,3 Hz, H m-Ar); 7,62 (1H, t, J 7,2 Hz, H p-Ar); 8,04 (2H, d,
J 7,4 Hz, H 0-Ar); 8,17 (1H, s, H-2); 8,81 (1H, s, H-8).
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N-benzoil-2’,3’-isopropilideno-5’-azido-5’-desoxi-a  denosina (107)

@) 0]
>< 107

Azido de sodio (136 mg; 2,1 mmol) foi adicionado a solu¢cdo de N-benzoil-2’,3'-
isopropilideno-5-0O-mesil-adenosina (106) (206 mg; 0,42 mmol) em DMF anidro (3,0 mL). A
mistura resultante foi mantida sob refluxo (110°C) por cerca de 3 horas; sendo
acompanhada por CCD. Apés este periodo, a mistura foi concentrada no evaporador
rotatorio com destilador de dedo frio e o sélido resultante foi extraido, em funil de separacao,
com acetato de etila (10,0 mL) e lavado com &gua destilada (3 x 10,0 mL) e, por fim,
concentrada. O produto foi obtido como um gel amarelo. Rendimento 35,4% (64 mg; 0,15
mmol). Rf 0,7 (diclorometano:metanol 9,5:0,5).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &4: 1,40 (3H, s, CH5C); 1,63 (3H, s, CH;C); 3,61 (2H,
d, Jsaq 5,1 Hz, Jy 510 5,4 Hz, H-5'a e H-5'b); 4,39-4,45 (1H, m, J4 54 5,1 HZ, J4 51 5,4 Hz, Jg 3
3,6 Hz, H-4’); 5,06 (1H, dd, J3 2> 6,2 Hz, J3 4 3,6 Hz, H-3'); 5,44 (1H, dd, J» 1 2,5 Hz, J, 3 6,2
Hz, H-2); 6,19 (1H, d, J1 > 2,5 Hz, H-1'); 7,52 (2H, t aparente, Jotometa 7,0 HZ, Imetapara 7,6
Hz, H m-Ar); 7,61 (1H, d, J 7,6 Hz, H p-Ar); 8,04 (2H, d, J 7,0 Hz, H 0-Ar); 8,2 (1H, s, H-2);
8,82 (1H, s, H-8). RMN de **C (75 MHz, CDCl;) &¢: 25,3 (CHsC); 27,1 (CH5C); 52,2 (C-5):
81,8 (C-3"); 84,1 (C-2"; 85,5 (C-4"); 90,7 (C-1"; 127,0 (C m-Ar); 127,9 (C o0-Ar); 128,3 (C m-
Ar); 128,8 (C p-Ar); 142,1 (C-8); 152,7 (C-2).
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5'-cloro-5"-desoxi-adenosina (110)

Cloreto de tionila (0,4 mL; 5,6 mmol) foi adicionado a uma suspensé&o, a 0T sob
agitacdo, de adenosina (103) (0,5 g; 1,8 mmol) em acetonitrila (5,0 mL). Piridina foi
adicionada (1,0 mL; 12,8 mmol) e a mistura reacional amarelada foi mantida a 0°C sob
agitacdo por mais 4 horas sendo, a seguir, mantida sob agitacdo a temperatura ambiente
overnight. Metanol (1,0 mL), solucdo de ambnia 29% (1,0 mL) e &gua destilada (1,0 mL)
foram entdo cuidadosamente, sob banho de gelo, adicionados a solucdo reacional, e
mantidos sob agitacdo durante 1 hora. Por fim a fase organica foi concentrada e co-
evaporada com tolueno no evaporador rotatdrio. Realizou-se uma cromatografia em silica
comum (63-200 pum) utilizando a fase mével diclorometano : metanol (9:1). Rendimento 72%
(0,53 g; 1,8 mmol). RF 0,2 (diclorometano: metanol, 9:1).

RMN de *H (500 MHz, (CD;0OD) &,: 3,85 (1H, dd, Jsasp 11,9 Hz, J, 5 5,0 Hz, H-5'a);
3,96 (1H, dd, Jsasp 11,9 Hz, Js5 5,0 Hz, H-5'b); 4,28 (1H, dd, Jz 4 4,9 Hz, J 9,3 Hz, H-4’);
4,40 (1H, t, J» 3 5,1 Hz, J3 4 4,9 Hz, H-3'); 4,80 (1H, t, J;.» 5,1 Hz, J» 3 5,1 Hz, H-2'); 6,04
(1H, d, J1 » 5,1 Hz, H-1"); 8,22 (1H, s, H-2); 8,30 (1H, s, H-8).
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5’-azido-5"-desoxi-adenosina (109)

5”-cloro-5’-desoxi-adenosina (110) (0,235 g; 0,8 mmol), em um baldo de 25,0 mL, foi
tratada com 35 equivalentes de azida de sédio (0,27 g; 4,1 mmol) em 5,0 mL de DMF.
Posteriormente a mistura reacional foi irradiada com microondas a 100W, 80°C, durante 40
minutos. Por fim realizou-se uma filtracdo simples para retirada do excesso de azida de
s6dio e a fase organica foi concentrada e co-evaporada com tolueno no evaporador rotatorio
de dedo-frio. Rendimento 89% (0,215 g; 0,73 mmol). RF 0,2 (diclorometano: metanol, 9:1).

RMN de *H (500 MHz, (CDs;OD) &y: 3,61-3,71 (2H, 2dd, Jsasp 13,4 Hz, Js5 4,1 Hz,
Jss 5,1 Hz, H-5'b e H-5'a); 4,19 (1H, dd, J45 9,0 Hz, J3 4 5,1 Hz, H-4’); 4,38 (1H, t, J» 3 5,1
Hz, J3 4 5,1 Hz, H-3"); 4,79 (1H, t, J1 » 4,9 Hz, J» 3 5,1 Hz, H-2’); 6,03 (1H, d, J; » 4,9 Hz, H-
1’); 8,22 (1H, s, H-2); 8,31 (1H, s, H-8).
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5.2.3 Sintese de intermediarios triazolicos contend o a fung&o alcino 111-115 e
mondmeros nucleosideo-aminociclitol 116-120, deriva  dos da adenosina (103)

5'-[(4-hex-5"-in-1"-i)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5-d  esoxi-adenosina (111 )

Em um tubo para microondas, contendo 5 -azido-5'-desoxi-adenosina (109) (0,03 g;
0,2 mmoL) em 0,5 mL de DMF, foram adicionados 55 pL de 1,7-octadiino (0,4 mmol),
ascorbato de sodio (2,0 mg; 0,01 mmoL) e 31 pL de uma solugédo de CuSO, 0,1 M (0,5 mg;
0,003 mmolL). Posteriormente o tubo foi selado e irradiado com microondas a 150W, 70°C,
durante 10 minutos. Por fim a fase orgéanica foi concentrada e co-evaporada com tolueno no
evaporador rotatorio de dedo frio. Realizou-se uma cromatografia em silica comum (63-200
um) utilizando a fase movel diclorometano: metanol (9:1). Rendimento 65% (0,026 g; 0,08
mmol). RF 0,2 (diclorometano: metanol, 9:1).

RMN de H (300 MHz, (CD3),S0O) &y: 1,37-1,45 (2H, quin, Jyv»» 7,2 Hz, J3» 7,5 Hz,
CH,-2"); 1,54-1,62 (2H, m, Jz-»» 7,5 Hz, J3 4 7,0 Hz, CH,-3"); 2,10-2,15 (2H, ddd, Je 4 2,5 Hz,
Jor 3 7,0 Hz, CH,-4"); 2,52 (2H, t, J»1» 7,2 Hz, CH»-1"); 2,70 (1H, t, Je-4 2,5 Hz, H-6"); 4,21-
4,26 (2H, m, H-3' e H-4); 4,62 (1H, dd, J; » 5,1 Hz, J, 3 5,7 Hz, H-2); 4,66-4,73 (2H, m,
Jsasp 14,0 Hz, J4 5 4,1 Hz, H-5'a e H-5'b); 5,52 (1H, m, 3-OH); 5,65 (1H, m, 2-OH); 5,89
(1H, d, Jy > 5,1 Hz, H-1'); 7,32 (2H, sl, NHy); 7,67 (1H, s, H-triazol); 8,14 (1H, sl, H-2); 8,21
(1H, s, H-8). RMN de **C (75 MHz, (CD;),S0O) &¢: 17,8 (C-4"); 24,7 (C-17); 27,8 (C-2"); 28,3
(C-37; 31,2 (C-67); 51,5 (C-5); 71,5 (C-3)); 73,0 (C-2'); 82,7 (C-4'); 88,2 (C-1"); 123,0 (C-
triazol); 140,3 (C-8); 153,1 (C-2).
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5'-[(4-pent-47-in-1"-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-  adenosina (112)

Em um tubo para microondas, contendo 5 -azido-5'-desoxi-adenosina (109) (0,03 g;
0,2 mmoL) em 0,5 mL de DMF, foram adicionados 47 pL de 1,6-heptadiino (0,4 mmol),
ascorbato de sodio (2,0 mg; 0,01 mmoL) e 31 pL de uma solugédo de CuSO, 0,1 M (0,5 mg;
0,003 mmolL). Posteriormente o tubo foi selado e irradiado com microondas a 150W, 70°C,
durante 10 minutos. Por fim a fase orgéanica foi concentrada e co-evaporada com tolueno no
evaporador rotatorio de dedo frio. Realizou-se uma cromatografia em silica comum (63-200
um) utilizando a fase moével diclorometano: metanol (9:1). Rendimento 81,64% (0,032 g;
0,08 mmol). RF 0,2 (diclorometano: metanol, 9:1).

RMN de H (300 MHz, (CD3),SO0O) &4: 1,69 (2H, quin, Jy- >+ 7,2 Hz, J3 > 7,2 Hz, CH,-
2"); 2,15 (2H, ddd, Js 3 2,5 Hz, J3»» 7,2 Hz, CH,-3"); 2,62 (2H, t, J;-»» 7,2 Hz, CH,-1"); 2,75
(1H, t, I3 2,5 Hz, H-57); 4,23 (2H, m, H-3' e H-4’); 4,62 (1H, m, H-2’); 4,63-4,73 (2H, 2dd,
Jsasy 14,3 Hz, Jy5p 6,7 Hz, Js 54 4,4 Hz, H-5’a e H-5’b); 5,50 (1H, m, 3’-OH); 5,63 (1H, m,
2'-OH); 5,88 (1H, d, J;.» 5,4 Hz, H-1"); 7,30 (2H, sl, NH,); 7,71 (1H, s, H-triazol); 8,14 (1H, s,
H-2); 8,20 (1H, s, H-8). RMN de *C (75 MHz, (CD3),SO) &.: 17,7 (C-3"); 24,3 (C-17); 28,1
(C-27); 31,2 (C-5"); 51,5 (C-5); 71,3 (C-3); 73,0 (C-2'); 82,7 (C-4’); 88,2 (C-1'); 123,2 (C-
triazol); 140,2 (C-8); 153,1 (C-2).
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5'-[(4-hept-6"-in-1"-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-  adenosina (113)

Em um tubo para microondas, contendo 5 -azido-5'-desoxi-adenosina (109) (0,03 g;
0,2 mmoL) em 0,5 mL de DMF, foram adicionados 60 pL de 1,6-nonadiino (0,4 mmol),
ascorbato de sodio (2,0 mg; 0,01 mmoL) e 31 pL de uma solugédo de CuSO, 0,1 M (0,5 mg;
0,003 mmolL). Posteriormente o tubo foi selado e irradiado com microondas a 150W, 70°C,
durante 10 minutos. Por fim a fase organica foi concentrada e co-evaporada com tolueno no
evaporador rotatério de dedo frio. Realizou-se uma cromatografia em silica comum (63-200
pum) utilizando a fase movel diclorometano: metanol (9:1). Rendimento 77% (0,032 g; 0,08
mmol). RF 0,2 (diclorometano: metanol, 9:1).

RMN de *H (300 MHz, (CD3),SO) &y: 1,28-1,36 (2H, m, Jy»1- 7,7 Hz, J3-» 7,5 Hz, CH,-
2") 1,37-1,45 (2H, quin, Jz 4 7,2 Hz, Js5-4» 7,0 Hz, CH»-4"); 1,46-1,54 (2H, m, J3» 7,5 Hz, Jg 4
7,2 Hz, CH,-3"); 2,07-2,12 (2H, ddd, Js 7+ 2,5 Hz, J5 4 7,0 Hz, CH,-5"); 2,52 (1H, t, J» 1+ 7,7
Hz, CH,-1"); 2,69 (1H, m, H-7"); 4,23 (2H, m, H-3' e H-4’); 4,61 (1H, m, H-2"); 4,63-4,73 (2H,
2dd, Jsasp 14,0 Hz, Jy 52 4,1 Hz, J4 51 7,0 Hz, H-5'a e H-5'b); 5,49 (1H, m, 3'-OH); 5,62 (1H,
m, 2'-OH); 5,88 (1H, d, J; » 5,1 Hz, H-1"); 7,34 (2H, sl, NH,); 7,67 (1H, s, H-triazol); 8,14 (1H,
sl, H-2); 8,20 (1H, s, H-8). RMN de **C (75 MHz, (CD5),SO) &¢: 18,0 (C-57); 25,2 (C-17); 28,0
(C-27); 28,1 (C-4"); 28,7 (C-3"); 51,5 (C-5"); 71,5 (C-3); 73,0 (C-2); 82,8 (C-4"); 88,2 (C-1");
123,0 (C-triazol); 140,3 (C-8); 153,1 (C-2).
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5’-[(4-metil(prop-2"-in-1"-iloxi))-1H-1,2,3-triazol  -1-il]-5"-desoxi-adenosina (114)

Em um tubo para microondas, contendo 5 -azido-5'-desoxi-adenosina (109) (0,03 g;
0,1 mmoL) em 0,5 mL de DMF, foram adicionados 41 uL de éter propargilico (0,4 mmolL),
ascorbato de sodio (2,0 mg; 0,01 mmoL) e 31 pL de uma solugédo de CuSO, 0,1 M (0,5 mg;
0,003 mmolL). Posteriormente o tubo foi selado e irradiado com microondas a 150W, 70°C,
durante 10 minutos. Por fim a fase organica foi concentrada e co-evaporada com tolueno no
evaporador rotatério de dedo frio. Realizou-se uma cromatografia em silica comum (63-200
pum) utilizando a fase movel diclorometano: metanol (9:1). Rendimento 64% (0,025 g; 0,06
mmol). RF 0,2 (diclorometano: metanol, 9:1).

RMN de *H (500 MHz, (CD;0D) &,: 2,87 (1H, t, J»4 2,3 Hz, H-4"); 4,14 (2H, d, J» 4
2,3 Hz, CH»-2"); 4,38 (1H, m, Jy 54 3,8 Hz, Js 51 5,9 Hz, H-4"); 4,48 (1H, t, J» 3 5,1 Hz, J3 4
5,4 Hz, H-3'); 4,52 (1H, d, J AB 12,1 Hz, CH,-1"b); 4,59 (1H, d, J AB 12,1 Hz, CH,-1"a); 4,69
(AH, t, Iy > 4,1 Hz, J» 3 5,1 Hz, H-2); 4,80-4,87 (2H, 2dd, Jsasb 14,5 Hz, Js4 54 3,8 Hz, J4 51
5,9 Hz, H-5'a e H-5'b); 5,97 (1H, d, J; » 4,1 Hz, H-1"); 7,78 (1H, s, H-triazol); 8,09 (1H, sl, H-
2); 8,17 (1H, s, H-8). RMN de **C (100 MHz, CD;0D) &¢: 49,6 (C-5); 55,4 (C-27); 60,3 (C-17);
69,4 (C-3’); 71,6 (C-2"); 80,9 (C-4"; 88,1 (C-1"); 123,8 (C-triazol); 139,0 (C-8); 151,1 (C-2).
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5'-[(4-(3"-etinilfenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5°-d  esoxi-adenosina (115)

Em um tubo para microondas, contendo 5 -azido-5'-desoxi-adenosina (109) (0,03 g;
0,12 mmoL) em 0,5 mL de DMF, foram adicionados 53 pL de 1,3-dietinilbenzeno (0,4 mmol),
ascorbato de sodio (2,0 mg; 0,01 mmoL) e 31 pL de uma solugédo de CuSO, 0,1 M (0,5 mg;
0,003 mmolL). Posteriormente o tubo foi selado e irradiado com microondas a 150W, 70°C,
durante 10 minutos. Por fim a fase organica foi concentrada e co-evaporada com tolueno no
evaporador rotatério de dedo frio. Realizou-se uma cromatografia em silica comum (63-200
um) utilizando a fase movel diclorometano: metanol (9:1). Rendimento 64% (0,027 g; 0,06
mmol). RF 0,2 (diclorometano: metanol, 9:1).

RMN de *H (500 MHz, (CD;OD) &,: 3,47 (1H, s, H-2"); 4,35 (1H, dd, J; 5. 5,1 Hz,
Jrsp 9,6 Hz, H-4%); 4,49 (1H, t, J3 4 5,7 Hz, H-3"); 4,56 (2H, m, H-5'a e H-5'b); 4,62 (1H, t,
Ji 2 3,6 Hz, J3 » 5,1 Hz, H-2'); 5,91 (1H, d, J; » 3,6 Hz, H-1"); 7,30 (1H, t, H-5"); 7,34 (1H, d,
Jsr 40 7,7 Hz, H-4"); 7,54 (1H, d, Jsr5 7,7 Hz, H-6"); 7,70 (1H, s, H-triazol); 7,98 (1H, s, H-2);
8,01 (1H, s, H-8); 8,04 (1H, s, H-2”). RMN de *C (75 MHz, CD;0D) &¢: 50,7 (C-5); 70,5 (C-
3); 73,1 (C-27); 81,9 (C-4"); 89,7 (C-1"); 122,5 (C-27"); 125,4 (C-6"); 128,4 (C-triazol); 128,7
(C-57); 131,27 (C-4"); 140,3 (C-8); 152,4 (C-2).
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5'-[(4"-(1-(4™,5”,6™"-O-triacetil-3”-azido-2"-d esoxi-estreptamina-1"-il)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)butil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5°  -desoxi-adenosina (116)

Em um tubo para microondas, contendo 4,5,6-O-triacetil-1,3-diazido-2-desoxi-
estreptamina (102) (0,025 g; 0,07 mmolL) e 5'-[(4-hex-5"-in-1"-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-
desoxi-adenosina (111) (0,03 g; 0,07 mmol) em 0,5 mL de DMF, foram adicionados
ascorbato de sddio (1,4 mg; 0,007 mmoL) e 21 pL de uma solu¢do de CuSO, 0,1 M (0,33
mg; 0,002 mmoL). Posteriormente o tubo foi selado e irradiado com microondas a 150W,
70°C, durante 10 minutos. Por fim a fase organica foi concentrada e co-evaporada com
tolueno no evaporador rotatério de dedo frio. Realizou-se uma cromatografia em silica
comum (63-200 pum) utilizando a fase movel diclorometano: metanol (9:1). Rendimento 42%
(22,7 mg; 0,03 mmol). RF 0,2 (diclorometano: metanol, 9:1).

RMN de 'H (500 MHz, CD;OD) &y: 1,53 (2H, m, Jz» 7,0 Hz, J34 6,7 Hz, CH,-3");
1,61 (2H, quin, J;-» 7,2 Hz, J3» 7,0 Hz, CH,-2"); 1,73 (3H, d, CH;-OAc); 1,97 (3H, d, CHs-
OAc); 2,08 (3H, s, CH3-OAc); 2,32-2,42 (1H, q, Jomax2meq 12,4 Hz, H-27ax.); 2,45 (1H, dt,
Jomax2meq 12,4 Hz, H-2"eq.); 2,57 (2H, m, J3 4 6,7 Hz, CH,-4"); 2,66 (2H, t, 312 7,2 Hz, CH,-
17); 3,99 (1H, M, Juz» Homeq. 4,4 HZ, Inz» pomax. 9,6 Hz, H-3"); 4,36 (1H, m, H-4); 4,46 (1H, dd,
Jyz 5,7 Hz, H-3); 4,67 (1H, m, H-2); 4,78 (2H, m, J4 5, 5,7 Hz, J4 54 4,4 Hz, H-5’a e H-5'D);
5,26 (1H, dd, Jy.1» ne 9,6 HZ, Jysm e 9,6 Hz, H-6™); 5,29 (1H, dd, Jys»ns 2,5 Hz, J44» 5
6,7 Hz, H-4™); 5,33 (1H, dd, 4.5 6~ 9,6 Hz, Jy4~ps 2,5 Hz, H-5"); 5,43 (1H, ddd, Jy.1» -2
9,6 Hz, Ju.1m n-6veq. 4,4 HZ, Jpa pemax. 10,3 Hz, H-17); 5,97 (1H, t, J 3,6 Hz, H-1'); 7,51 (1H, s,
H”-triazol); 7,82 (1H, d, J 4,9 Hz; H'-triazol); 8,04 (1H, sl, H-2); 8,18 (1H, s, H-8). RMN de *C
(75 MHz, CD3;0D) &¢: 20,1 (CHs-OAc); 20,4 (CH3-OAc); 20,6 (CH3-OAc); 25,8 (C-1" e C-47);
29,4 (C-2" e C-3"); 32,9 (C-2"); 52,1 (C-57); 59,5 (C-37); 72,1 (C-3’); 73,0 (C-4" e C-5"); 74,0
(C-1m); 74,5 (C-2); 75,1 (C-6); 83,5 (C-4"); 90,8 (C-1); 122,5 (C-triazol); 124,5 (C-triazol);
141,7 (C-8); 153,8 (C-2).
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5-[(3"-(1-(4",5”,6"-O-triacetil-3”-azido-2"-d esoxi-estreptamina-1"-il)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)propil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5 ’-desoxi-adenosina (117)

.
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Em um tubo para microondas, contendo 4,5,6-O-triacetil-1,3-diazido-2-desoxi-
estreptamina (102) (0,022 g; 0,06 mmoL) e 5-[(4-pent-4"-in-1"-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-
desoxi-adenosina (112) (0,025 g; 0,06 mmol) em 0,5 mL de DMF, foram adicionados
ascorbato de sddio (1,2 mg; 0,006 mmoL) e 18 pL de uma solu¢do de CuSO, 0,1 M (0,28
mg; 0,002 mmoL). Posteriormente o tubo foi selado e irradiado com microondas a 150W,
70°C, durante 10 minutos. Por fim a fase organica foi concentrada e co-evaporada com
tolueno no evaporador rotatério de dedo frio. Realizou-se uma cromatografia em silica
comum (63-200 um) utilizando a fase mével diclorometano: metanol (9:1). Rendimento 46%
(21,5 mg; 0,03 mmol). RF 0,2 (diclorometano: metanol, 9:1).

RMN de *H (500 MHz, (CD5),S0) &4: 1,70 (3H, d, CHs-OAc); 1,80 (2H, quin, ;- 7,2
Hz, J3 > 7,5 Hz, CH,-2"); 1,93 (3H, d, CH3-OAc); 2,04 (3H, s, CH3;-OAc); 2,30-2,36 (1H, m,
Jomax2eq 12,4 Hz, H-2"eq.); 2,44 (1H, q, Jovax2meq 12,4 Hz, H-2"ax.); 2,53 (2H, t, J3» 7,5 Hz,
CH,-3"); 2,59 (2H, t, J1»» 7,2 Hz, CH,-1"); 4,06 (1H, m, Jy4~ 3~ 4,4 HZ, Jnz pomax. 9,8 Hz, H-
3"); 4,24 (2H, m, Jy5a 4,1 Hz, H-3' e H-4’); 4,59-4,74 (3H, m, Jsa5b 14,2 Hz, J4 5, 6,7 Hz,
Jssa 4,1 Hz, H-2', H-5'a e H-5'b); 4,99-5,06 (1H, m, Jy.4» s 4,4 Hz, H-4"); 5,25-5,32 (2H, m,
Jh1rner 9,8 Hz, s e 9,8 Hz, H-6" € H-5"); 5,51 (2H, m, Jy.1»por 9,8 HZ, Jh1m Hovax. 9,8
Hz, H-1" e 3-OH); 5,62 (1H, m, 2'-OH); 5,89 (1H, d, J; » 5,1 Hz, H-1"); 7,30 (2H, sl, NHy);
7,70 (1H, m, H'-triazol); 7,94 (1H, s, H'-triazol); 8,13 (1H, s, H-2); 8,21 (1H, m, H-8). RMN de
13C (75 MHz, (CD3),S0)) &¢: 20,2 (CH3-OAc); 20,5 (CHs-OAc); 20,7 (CH3-OAc); 24,8 (C-17);
29,0 (C-27); 31,2 (C-2™); 40,1 (C-3"); 51,66 (C-5); 57,1 (C-4™); 57,8 (C-3™); 71,3 (C-3'); 71,6
(C-5™); 72,7 (C-1™); 73,0 (C-2"); 73,4 (C-6"™); 82,8 (C-4"); 88,2 (C-1"); 120,9 (C-triazol); 123,0
(C-triazol); 140,2 (C-8); 153,1 (C-2).
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5-[(5"-(1-(4™,5",6"-O-triacetil-3"-azido-2""-d esoxi-estreptamina-1"-il)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)pentil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5 ’-desoxi-adenosina (118)

Em um tubo para microondas, contendo 4,5,6-O-triacetil-1,3-diazido-2-desoxi-
estreptamina (102) (0,045 g; 0,13 mmolL) e 5-[(4-hept-6"-in-1"-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-
desoxi-adenosina (113) (0,055 g; 0,13 mmol) em 0,5 mL de DMF, foram adicionados
ascorbato de sddio (2,6 mg; 0,013 mmol) e 40 pL de uma solucdo de CuSO, 0,1 M (0,62
mg; 0,004 mmoL). Posteriormente o tubo foi selado e irradiado com microondas a 150W,
70°C, durante 10 minutos. Por fim a fase organica foi concentrada e co-evaporada com
tolueno no evaporador rotatério de dedo frio. Realizou-se uma cromatografia em silica
comum (63-200 um) utilizando a fase mével diclorometano: metanol (9:1). Rendimento 51%
(51,3 mg; 0,07 mmol). RF 0,2 (diclorometano: metanol, 9:1).

RMN de *H (500 MHz, CD;0OD) &y: 1,27 (2H, quin, Jz» 7,7 Hz, Jz.4 7,5 Hz, CH»-3");
1,54 (2H, m, Jz 4 7,5 Hz, CH»-4"); 1,62 (2H, quin, Jy»»» 7,5 Hz, J3 »» 7,7 Hz, CH»-2"); 1,78 (3H,
s, CH3-OAcC); 1,97 (3H, s, CH3-OAc); 2,09 (3H, s, CH3-OAc); 2,35-2,44 (1H, d, Jorax2veq 12,9
Hz, H-2"ax.); 2,47 (1H, dt, J>rax2veq 12,9 Hz, H-27eq.); 2,55 (2H, m, Js 4 7,7 Hz, CH,-57);
2,62 (2H, t, 31> 7,5 Hz, CH,-1"); 3,99 (1H, m, H-3™); 4,38 (1H, dd, J;5 5,1 Hz, H-4'); 4,47
(1H, ddd, J4 3 5,4 Hz, H-3); 4,69 (1H, t, J;, 4,2 Hz, H-2); 4,79 (2H, m, J;5 5,1 Hz, H-5a e
H-5'b); 4,90-4,97 (1H, m, H-4™); 5,32 (2H, m, Jys" ne 9,6 Hz, H-6" e H-5"); 5,46 (1H, t, Ju.
1 h2r 9,6 HZ, Jy.1mnerax, 10,1 Hz, H-1"); 5,98 (1H, d, J1, 4,2 Hz, H-1"); 7,50 (1H, s, H -triazol);
7,84 (1H, s, H-triazol); 8,05 (1H, sl, H-2); 8,16 (1H, s, H-8). RMN de *C (100 MHz,
(CD3),S0) &c: 22,4 (CH3-OAc); 22,7 (CH3-OAc); 23,0 (CH3s-OAc); 27,4 (C-5"); 27,5 (C-17);
30,5 (C-3"); 31,2 (C-4"); 31,3 (C-27); 34,0 (C-2™); 53,7 (C-5); 59,3 (C-4™); 60,0 (C-3™); 73,5
(C-3); 73,8 (C-5™); 74,8 (C-1™); 75,2 (C-2); 75,5 (C-6™); 85,0 (C-4’); 90,4 (C-1); 122,9 (C-
triazol); 125,2 (C-triazol); 142,5 (C-8); 155,3 (C-2)
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5'-[((1-(4”,5™,6”-O-triacetil-3”-azido-2""-deso xi-estreptamina-1"'-il)-1H-1,2,3-
triazol-4-il)metoximetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5°  -desoxi-adenosina (119)

119

Em um tubo para microondas, contendo 4,5,6-O-triacetil-1,3-diazido-2-desoxi-
estreptamina (102) (0,218 g; 0,64 mmolL) e 5'-[(4-metil(prop-2"-in-1"-iloxi))-1H-1,2,3-triazol-1-
il]-5"-desoxi-adenosina (114) (0,247 g; 0,64 mmol) em 0,5 mL de DMF, foram adicionados
ascorbato de sédio (12,7 mg; 0,064 mmoL) e 176 pL de uma solugéo de CuSO4 0,1 M (3,0
mg; 0,019 mmoL). Posteriormente o tubo foi selado e irradiado com microondas a 150W,
70°C, durante 10 minutos. Por fim a fase organica foi concentrada e co-evaporada com
tolueno no evaporador rotatério de dedo frio. Realizou-se uma cromatografia em silica
comum (63-200 um) utilizando a fase mével diclorometano: metanol (9:1). Rendimento 40%
(186 mg; 0,25 mmol). RF 0,2 (diclorometano: metanol, 9:1).

RMN de 'H (500 MHz, (CD;0D) &y: 1,75 (3H, d, J 3,3 Hz, CH;-OAc); 1,97 (3H, d, J
3,6 Hz, CH5-OAc); 2,09 (3H, s, CH3-OACc); 2,40 (1H, 0, Jovax2meq 12,9 Hz, H-27ax.); 2,47 (1H,
dt, Jovax2meq 12,9 Hz, H-2"eq.); 4,0 (1H, m, H-3"); 4,38 (1H, dd, Js 54 4,4 Hz, 3451 9,8 Hz, H-
4"); 4,48 (3H, m, J AB 12,1 Hz, CH,-1"a, CH,-1"b e H-3’); 4,58 (2H, s, CH,-2"); 4,65 (1H, dd,
Jir> 4,1 Hz, 33 7,7 Hz, H-2"); 4,80-4,87 (2H, m, H-5'a e H-5'b); 4,98 (1H, m, H-4"); 5,28
(AH, t, Ins e 9,3 Hz, H-5"); 5,34 (1H, t, Jps" e 9,3 Hz, H-6"); 5,46 (1H, t, Jy.1» e~ 9,8 Hz,
Jh1m m2rax, 10,1 Hz, H-1"); 5,98 (1H, d, J; » 4,1 Hz, H-1'); 7,78 (1H, s, H-triazol); 8,09 (1H, s,
H'-triazol); 8,10 (1H, sl, H-2); 8,19 (1H, s, H-8). RMN de **C (75 MHz, CD;0D) &¢: 19,1 (CHs-
OAC); 19,4 (CH3s-OAc); 19,6 (CH3-OAc); 31,9 (C-2™); 51,3 (C-5); 58,2 (C-4™); 58,5 (C-3");
62,6 (C-2"); 62,9 (C-17"); 71,1 (C-3); 72,1 (C-5"); 73,0 (C-1™); 73,5 (C-2"); 74,1 (C-6™); 82,6
(C-4"); 89,8 (C-1"); 123,6 (C-triazol); 125,7 (C-triazol); 141,0 (C-8); 152,1 (C-2).
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5-[(3"-(1-(4",5”,6"-O-triacetil-3”-azido-2"-d esoxi-estreptamina-1"-il)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)fenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5°  -desoxi-adenosina (120)

,
N5
8 </ |

Em um tubo para microondas, contendo 4,5,6-O-triacetil-1,3-diazido-2-desoxi-
estreptamina (102) (0,137 g; 0,4 mmol) e 5'-[(4-(3"-etinilfenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-
adenosina (115) (0,171 g; 0,4 mmol) em 0,5 mL de DMF, foram adicionados ascorbato de
sédio (8,0 mg; 0,04 mmoL) e 120 pL de uma solugcdo de CuSO, 0,1 M (1,92 mg; 0,012
mmoL). Posteriormente o tubo foi selado e irradiado com microondas a 150W, 70°C, durante
10 minutos. Por fim a fase organica foi concentrada e co-evaporada com tolueno no
evaporador rotatorio de dedo frio. Realizou-se uma cromatografia em silica comum (63-200
um) utilizando a fase mével diclorometano: metanol (9:1). Rendimento 63% (183,7 mg; 0,25
mmol). RF 0,2 (diclorometano: metanol, 9:1).

RMN de 'H (500 MHz, CD;0D) &y: 1,77 (3H, d, J 2,8 Hz, CH;-OAc); 1,93 (3H, s, CH3-
OAc); 2,04 (3H, s, CH3-OAc); 2,42 (1H, d, Jomax2meq 12,6 Hz, H-27ax.); 2,51 (1H, m, H-6"eq.);
3,98 (1H, m, H-3"); 4,37 (1H, dd, J 4,4 Hz, J 10,3 Hz, H-4); 4,53 (3H, m, H-3’, H-5'a e H-
5'b); 4,62 (1H, dd, J; » 3,8 Hz, J 8,6 Hz, H-2’); 5,00 (1H, m, H-4"); 5,26 (1H, td, Jy.1" he 9,8
Hz, J 2,8 Hz, H-6™); 5,32 (1H, t, Jy5 e 9,6 Hz, H-5"); 5,52 (1H, td, Jy.1» 2 9,8 Hz, J 2,8
Hz, H-1"); 5,92 (1H, t, J 3,6 Hz, H-1"); 7,39 (1H, td, Js- 4 7,8 Hz, J 3,1 Hz, H-5"); 7,55 (1H, dd,
Jors 7,8 Hz, J 14,0 Hz, H-6"); 7,71 (1H, d, J 7,8 Hz, H"-triazol); 7,93-8,04 (4H, m, H-8, H-2,
H'-triazol e H-4"); 8,42 (1H, d, J 15,1 Hz, H-2"). RMN de **C (125 MHz, CD;0D) &¢: 19,1
(CH3-OAC); 19,4 (CH5-OAC); 19,6 (CH5-OAC); 32,0 (C-2™); 51,0 (C-5'); 58,4 (C-4™); 58,5 (C-
3™); 70,9 (C-3"); 72,1 (C-6™); 73,1 (C-1™); 73,5 (C-2Y); 74,1 (C-57); 82,2 (C-4"); 90,1 (C-1%);
120,6 (C-2"); 122,7 (C-triazol); 122,9 (C-6"); 125,3 (C-triazol); 125,4 (C-4"); 129,6 (C-5);
140,7 (C-8); 152,8 (C-2).
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5.2.4 Sintese de dimeros 121-125, a partir dos deri vados triazélicos 111-115,
derivados da posicdo C-5' de adenosina (103)

1,4-bis(1-(5"-desoxi-adenosin-5"-il)-1H-1,2,3-triaz  ol-4-il)butano (121)

NH,
= N
\ | \> N, 4 2
« .
N N N3 1
o [V H
121
OH OH

Em um tubo para microondas, contendo 5’-azido-5’-desoxi-adenosina (109) (0,04 g;
0,12 mmolL) e 5'-[(4-hex-5"-in-1"-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-adenosina (111) (0,05 g;
0,12 mmoL), em 0,5 mL de DMF, foram adicionados ascorbato de sédio (2,5 mg; 0,012
mmoL) e 70 pL de uma solucdo de CuSO, 0,1 M (1,15 mg; 0,007 mmolL). Posteriormente o
tubo foi selado e irradiado com microondas a 150W, 70°C, durante 10 minutos. Por fim a
fase orgénica foi concentrada e co-evaporada com tolueno no evaporador rotatério de dedo
frio. Realizou-se uma cromatografia em silica comum (63-200 um) utilizando a fase mdével
diclorometano: metanol (8:2). Rendimento 66% (58 mg; 0,08 mmol). RF 0,0 (diclorometano:
metanol, 8:2).

RMN de *H (500 MHz, (CD5),S0) &,: 1,51 (4H, m, CH,-2 e CH,-3); 2,53 (4H, m, CH,-
1 e CH,-4); 4,23 (4H, m, H-3" e H-4"); 4,67 (6H, m, H-5"a, H-5"b e H-2"); 5,89 (2H, d, J 5,3
Hz, H-1"); 7,35 (4H, sl, NH,); 7,66 (2H, s, H-triazol); 8,14 (2H, s, H-2"); 8,21 (2H, s, H-8).
RMN de **C (100 MHz, (CD5),S0) &¢: 24,5 (C-1 e C-4); 28,4 (C-2 e C-3); 51,0 (C-5"); 70,8
(C-3"); 72,5 (C-2"); 82,2 (C-4"); 87,6 (C-1"); 122,5 (C-triazol); 139,8 (C-8"); 152,6 (C-2).



Materiais e Métodos 101

1,3-bis(1-(5"-desoxi-adenosin-5"-il)-1H-1,2,3-triaz  ol-4-il)propano (122)

Em um tubo para microondas, contendo 5’-azido-5-desoxi-adenosina (109) (0,035 g;
0,11 mmol) e 5'-[(4-pent-4"-in-1"-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-adenosina (112) (0,045 g;
0,11 mmolL), em 0,5 mL de DMF, foram adicionados ascorbato de sddio (2,1 mg; 0,011
mmoL) e 33 pL de uma solug¢édo de CuSO, 0,1 M (0,53 mg; 0,0033 mmoL). Posteriormente o
tubo foi selado e irradiado com microondas a 150W, 70°C, durante 10 minutos. Por fim a
fase organica foi concentrada e co-evaporada com tolueno no evaporador rotatorio de dedo
frio. Realizou-se uma cromatografia em silica comum (63-200 pum) utilizando a fase movel
diclorometano: metanol (8:2). Rendimento 90% (73,7 mg; 0,1 mmol). RF 0,0 (diclorometano:
metanol, 8:2).

RMN de *H (400 MHz, (CD;),SO) &4: 1,80 (2H, quin, J 7,6 Hz, CH,-2); 2,56 (4H, t, J
7,6 Hz, CH,-1 e CH,-3); 4,26 (4H, m, H-3" e H-4"); 4,63 (2H, taparente, J 4,0 Hz, J 5,3 Hz, H-2");
4,71 (4H, m, J 7,6 Hz, H-5"a e H-5"b); 5,90 (2H, d, J; » 5,3 Hz, H-1"); 7,34 (4H, sl, 2 x NH,);
7,73 (2H, s, H-triazol); 8,15 (2H, s, H-2); 8,23 (2H, s, H-8). RMN de *C (100 MHz,
(CD3),S0) &c: 24,3 (C-1 e C-3); 28,5 (C-2); 51,1 (C-5); 70,8 (C-3"); 72,5 (C-2"); 82,3 (C-4");
87,6 (C-1"); 122,6 (C-triazol); 139,7 (C-8’); 152,6 (C-2).
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1,5-bis(1-(5"-desoxi-adenosin-5"-i)-1H-1,2,3-triaz  ol-4-il)pentano (123)

Em um tubo para microondas, contendo 5’-azido-5-desoxi-adenosina (109) (0,039 g;
0,13 mmol) e 5'-[(4-hept-6"-in-1"-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-adenosina (113) (0,055 g;
0,13 mmoL), em 0,5 mL de DMF, foram adicionados ascorbato de sédio (2,6 mg; 0,013
mmoL) e 39 pL de uma solugcdo de CuSO, 0,1 M (0,64 mg; 0,004 mmolL). Posteriormente o
tubo foi selado e irradiado com microondas a 150W, 70°C, durante 10 minutos. Por fim a
fase orgénica foi concentrada e co-evaporada com tolueno no evaporador rotatério de dedo
frio. Realizou-se uma cromatografia em silica comum (63-200 um) utilizando a fase mdével
diclorometano: metanol (8:2). Rendimento 46% (42 mg; 0,06 mmol). RF 0,0 (diclorometano:
metanol, 8:2).

RMN de *H (300 MHz, (CD5),S0) dy: 1,24 (2H, m, CH,-3); 1,50 (4H, m, CH,-2 e CH,-
4); 2,50 (4H, m, CH,-1 e CH,-5); 4,22 (4H, m, H-3" e H-4"); 4,64 (6H, m, H-5"a, H-5"b e H-
2"); 5,88 (2H, d, J;» 5,3 Hz, H-1"); 7,32 (4H, sl, 2 x NH,); 7,66 (2H, s, H-triazol); 8,13 (2H, s,
H-2"): 8,20 (2H, s, H-8"). RMN de *C (75 MHz, (CD;),SO) &¢: 24,7 (C-1 e C-5); 28,1 (C-3);
28,5 (C-2 e C-4); 51,0 (C-5"); 70,8 (C-3"); 72,5 (C-2"); 82,3 (C-4"); 87,6 (C-1"); 122,5 (C-
triazol); 139,8 (C-8’); 152,6 (C-2).
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bis -(1-(5’-desoxi-adenosin-5-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il )-oxidimetilico (124)

Em um tubo para microondas, contendo 5’-azido-5’-desoxi-adenosina (109) (0,038 g;
0,13 mmoL) em 0,5 mL de DMF e 5’-[(4-metil(prop-2"-in-1"-iloxi))-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-
desoxi-adenosina (114) (0,05 g; 0,13 mmol), ascorbato de sddio (2,5 mg; 0,013 mmolL) e
210 pL de uma solucdo de CuSO, 0,1 M (3,36 mg; 0,004 mmoL). Posteriormente o tubo foi
selado e irradiado com microondas a 150W, 70°C, durante 10 minutos. Por fim a fase
orgéanica foi concentrada e co-evaporada com tolueno no evaporador rotatério de dedo frio.
Realizou-se uma cromatografia em silica comum (63-200 um) utilizando a fase movel
diclorometano: metanol (8:2). Rendimento 38% (34 mg; 0,05 mmol). RF 0,0 (diclorometano:
metanol, 8:2).

RMN de 'H (400 MHz, (CD5),SO) &,: 4,26 (4H, m, H-3" e H-4"); 4,47 (4H, d, J AB
12,1 Hz, CH,-1); 4,68 (2H, m, J 5,3 Hz, H-2"); 4,75 (4H, 2dd, Jsasb 14,4 Hz, Js 52 4,5 Hz,
Jssp 7,3 Hz, H-5"a e H-5"b); 5,91 (2H, d, J; » 5,3 Hz, H-1"); 7,35 (4H, sl, 2 x NH,); 7,97 (2H,
s, H-triazol); 8,16 (2H, sl, H-2"): 8,27 (2H, s, H-8). RMN de **C (100 MHz, CD;OD) dc: 51,3
(C-5"); 62,5 (C-1); 70,9 (C-3"); 72,4 (C-2"); 82,3 (C-4"); 87,7 (C-1"); 124,7 (C-triazol); 139,8
(C-8); 152,6 (C-2).
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1,3-bis(1-(5"-desoxi-adenosin-5"-il)-1H-1,2,3-triaz  ol-4-il)benzeno (125)

NH,
NZ N
L) e
A N /
N / 3 1 \
O H
OH OH

125

Em um tubo para microondas, contendo 5’-azido-5’-desoxi-adenosina (109) (0,059 g;
0,2 mmoL) e 5'-[(4-(3"-etinilfenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5 -desoxi-adenosina (115) (0,085 g;
0,2 mmolL), em 0,5 mL de DMF, forma adicionados ascorbato de sédio (4,0 mg; 0,02 mmol)
e 210 pL de uma solucdo de CuSO, 0,1 M (9,6 mg; 0,006 mmoL). Posteriormente o tubo foi
selado e irradiado com microondas a 150W, 70°C, durante 10 minutos. Por fim a fase
organica foi concentrada e co-evaporada com tolueno no evaporador rotatério de dedo frio.
Realizou-se uma cromatografia em silica comum (63-200 um) utilizando a fase moével
diclorometano: metanol (8:2). Rendimento 21% (31 mg; 0,04 mmol). RF 0,0 (diclorometano:
metanol, 8:2)

RMN de 'H (300 MHz, (CD5),SO) &y: 4,34 (4H, m, H-3” e H-4"); 4,62 (2H, m, J 3,7
Hz, J 5,3 Hz, H-2"); 4,79 (4H, m, H-5"a e H-5"b); 5,91 (2H, d, J 5,3 Hz, H-1"); 7,30 (4H, sl, 2 x
NH,); 7,46 (1H, t, J 7,8 Hz, H-5); 7,72 (2H, d, J 7,8 Hz, H-4 e H-6); 812 (2H, s, H-2"); 8,24
(2H, s, H-8); 8,28 (1H, s, H-2); 8,56 (2H, s, H-triazol). RMN de **C (75 MHz, (CD3),S0O) &c:
52,1 (C-5"); 71,4 (C-3"); 73,1 (C-2"); 82,6 (C-4"); 88,3 (C-1"); 122,2 (C-2); 122,8 (C-triazol);
125,0 (C-4 e C-6); 131,6 (C-5); 140,2 (C-8’); 153,1 (C-2)).
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5.2.5 Sinteses de alcinos e monémero nucleosideo-am  inociclitol que exploram

as posicoes C-2' e C-3’ de adenosina (103)

2’-pentin-5"-adenosina (126)

Adenosina (103) (0,1 g; 0,374 mmol) foi adicionada a 5 mL de DMF anidro sob meio
inerte. A solucdo foi resfriada a temperatura de 5 °C, e hidreto de sédio (0,012 g; 0,5 mmol),
dispersdo em 6leo mineral 60%), foi adicionado. Em outro sistema adicionou-se TBAI (0,03
g; 0,082 mmol) e o 5-cloro-1-pentino (0,25 mL; 0,48 mmol). ApGs duas horas sob agitacédo
esse sistema foi adicionado gota a gota a mistura reacional contendo adenosina e hidreto de
sodio. A seguir, levou-se o conjunto as microondas por 30 minutos a 100 W e 110 °C. Por
fim a mistura foi concentrada no rotaevaporador de dedo frio. A realizacdo de CCDP
mostrou a presenca de produto solido branco. Rendimento: 26% (32,1 mg; 0,09 mmol). Rf:
0,52 (diclorometano:metanol 9:1).

RMN de 'H (300 MHz, (CD3),SO) &y: 1,58 (2H, quin, J 7,1 Hz, CH,-2"); 2,08 (2H, ddd,
Jsr 3 2,6 Hz, J3»» 7,1 Hz, CH,-3"); 2,66 (1H, t, Js»3» 2,6 Hz, H-5"); 3,38-3,70 (4H, m, H-5'a, H-
5b e CH,-1"); 3,96 (1H, d, J 3,2 Hz, H-4"); 4,25-4,31 (1H, m, H-3’); 4,44 (1H, t aparente, J, 3
4,9 Hz, J;» 6,2 Hz, H-27); 5,20 (1H, d, J 4,9 Hz, 3'-OH); 5,42 (1H, m, 5-OH); 5,97 (1H, d,
Ji 2 6,2 Hz, H-17); 7,35 (2H, sl, NHy); 8,12 (1H, s, H-2); 8,37 (1H, s, H-8).
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3’-pentin-5"-adenosina (127)

. . ~) 1
e} OH 127
T\ g

Adenosina (103) (0,1 g; 0,374 mmol) foi adicionada a 5 mL de DMF anidro sob meio
inerte. A solucdo foi resfriada a temperatura de 5 °C, e hidreto de sédio (0,012 g; 0,5 mmol),
dispersdo em 6leo mineral 60%), foi adicionado. Em outro sistema adicionou-se TBAI (0,03
g; 0,082 mmol) e o 5-cloro-1-pentino (0,25 mL; 0,48 mmol). Ap6s duas horas sob agitacdo
esse sistema foi adicionado gota a gota a mistura reacional contendo adenosina e hidreto de
sbdio. A seguir, levou-se o conjunto as microondas por 30 minutos a 100 W e 110 °C. Por
fim a mistura foi concentrada no rotaevaporador de dedo frio. A realizacdo de CCDP
mostrou a presenca de produto sélido branco. Rendimento: 13% (17 mg; 0,05 mmol). Rf:
0,52 (diclorometano:metanol 9:1).

RMN de *H (300 MHz, (CD3),SO) &: 1,71 (2H, quin, J 6,3 Hz, CH,-2"); 2,26 (2H, ddd,
Js 3 2,8 Hz, J3»» 7,1 Hz, CH,-3"); 2,77 (1H, t, Js 3 2,6 Hz, H-5"); 3,48-3,74 (4H, m, H-5'a, H-
5'b e CH,-1"); 3,93 (1H, dd, J 2,8 Hz, J 4,8 Hz, H-4’); 4,03 (1H, dd, J3 4 6,3 Hz, J3» 3,4 Hz,
H-3"); 4,73 (1H, dd, J> on 11,5 Hz, J;1 » 6,3 Hz, H-2"); 5,42-5,50 (2H, m, 2’-OH e 5-OH); 5,86
(1H, d, J1 » 6,3 Hz, H-1"); 7,35 (2H, sl, NH,); 8,12 (1H, s, H-2); 8,34 (1H, s, H-8).
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N-pentin-5"-adenosina (128)

Adenosina (103) (0,1 g; 0,374 mmol) foi adicionada a 5 mL de DMF anidro sob meio
inerte. A solucdo foi resfriada a temperatura de 5 °C, e hidreto de sédio (0,012 g; 0,5 mmol),
dispersdo em 6leo mineral 60%), foi adicionado. Em outro sistema adicionou-se TBAI (0,03
g; 0,082 mmol) e o 5-cloro-1-pentino (0,25 mL; 0,48 mmol). Ap6s duas horas sob agitacdo
esse sistema foi adicionado gota a gota a mistura reacional contendo adenosina e hidreto de
sodio. A seguir, levou-se o conjunto as microondas por 30 minutos a 100 W e 110 °C. Por
fim a mistura foi concentrada no rotaevaporador de dedo frio. A realizacdo de CCDP
mostrou a presenga de produto sélido branco. Rendimento: 3,6% (4,5 mg; 0,01 mmol). Rf:
0,52 (diclorometano:metanol 9:1).

RMN de 'H (300 MHz, (CD3),SO) &y: 1,85 (2H, quin, J 7,3 Hz, CH,-2"); 2,30 (2H, ddd,
Jsr 3 2,6 Hz, J3»» 7,3 Hz, CH,-3"); 2,86 (1H, t, Js»3» 2,6 Hz, H-5"); 3,56-3,78 (4H, m, H-5'a, H-
5'b e CH,-1"); 4,03 (1H, dd, J 3,5 Hz, J 6,3 Hz, H-4’); 4,21 (1H, m, H-3’); 4,67 (1H, dd, J, on
11,0 Hz, J;-» 6,2 Hz, H-2); 5,28 (1H, d, J 4,8 Hz, 3'-OH); 5,48-5,56 (2H, m, 2’-OH e 5-OH);
5,95 (1H, d, J; 2 6,2 Hz, H-1"); 8,28 (1H, sl, H-2); 8,42 (1H, s, H-8).
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3-(3"-(1-(4",5”,6-O-triacetil-3”-azido-2"-de soxi-estreptamina-1"-il)-1H-1,2,3-
triazol)propil)-adenosina (129)

Em um tubo para microondas, contendo 4,5,6-O-triacetil-1,3-diazido-2-desoxi-
estreptamina (102) (0,071 g; 0,21 mmolL) e 3'-pentin-5"-adenosina (127) (0,035 g; 0,1
mmol) em 0,5 mL de DMF, foram adicionados ascorbato de sodio (4,0 mg; 0,02 mmolL) e 63
pL de uma solucdo de CuSO, 0,1 M (0,9 mg; 0,006 mmoL). Posteriormente o tubo foi selado
e irradiado com microondas a 150W, 70°C, durante 10 minutos. Por fim a fase organica foi
concentrada e co-evaporada com tolueno no evaporador rotatério de dedo frio. Realizou-se
uma cromatografia em silica comum (63-200 um) utilizando a fase mével diclorometano:
metanol (9:1). Rendimento 28% (20 mg; 0,03 mmol). RF 0,2 (diclorometano: metanol, 9:1).

RMN de 'H (500 MHz, CD;0D) &y: 1,81 (3H, d, CHz-OAc); 1,98 (5H, m, CH»-2" e
CH3-OAc); 2,09 (3H, s, CH3-OAc); 2,40 (1H, q, Jzvaxomeq 12,7 Hz, H-27ax.); 2,48 (1H, dt,
Joraxzmeq 12,7 HZ, Iz pomeq 4,6 Hz, H-27eq.); 2,82-2,88 (2H, m, CH,-3"); 3,55-3,70 (2H, m,
CH>-1"); 3,75 (1H, m, Jsasp 12,4 Hz, Jsa4 7,0 Hz, H-5'a); 3,91 (1H, dt, Jsasp 12,4 Hz, Jsp 4
3,1 Hz, H-5'b); 4,0 (1H, M, Jy.4~na» 4,4 HZ, Juz h2veq. 4,6 HZ, Jngpovax. 9,8 Hz, H-37); 4,10
(AH, t, J» 3 3,6 Hz, J3 4 4,1 Hz, H-3'); 4,25 (1H, dd, Jsa4 7,0 Hz, J54 3,1 Hz, H-4’); 4,82 (1H,
dd, Ji» 5,9 Hz, H-2); 4,93-5,01 (1H, m, Jy4» ns~ 4,4 Hz, H-4™); 5,29 (1H, t, Jy1" e 9,8 Hz,
Jhsher 9,6 Hz, H-6"); 5,34 (1H, t, Jya s 9,6 HzZ, Jys e 9,6 Hz, H-5"); 5,46 (1H, t, Jy1»y.
> 9,8 Hz, Jy17heax. 10,1 Hz, H-1"); 6,0 (1H, d, J;» 5,9 Hz, H-1"); 7,95 (1H, d, J 2,7 Hz, H'-
triazol); 8,20 (1H, d, J 4,3 Hz, H-2); 8,35 (1H, s, H-8).
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5.2.6 Sintese de 5 -azido-5’-desoxi-citidina (137)

N-benzoil-citidina (132)

A uma mistura de citidina (131) (1 g; 4,08 mmol) e piridina (10 mL) foi adicionado
cloreto de trimetilsilila (1,86 mL; 14,7 mmol) a temperatura ambiente. Apés agitagdo por 1
hora, a mistura reacional foi levada a temperatura de 0 C, e o cloreto de benzoila (0,57 mL;
4,93 mmol) foi entdo adicionado gota-a-gota com auxilio de uma seringa. O banho de gelo
foi removido e a mistura reacional foi mantida sob agitacdo durante 4 horas. Por fim
adicionou-se 3 mL de agua destilada e, apds agitagdo por 1 hora, solucdo aquosa
concentrada de amonia (ca. 29%) (3 mL), sendo a mistura agitada por mais 1 hora. A
mistura reacional foi concentrada no rotaevaporador. O residuo seco foi levado a agitacdo
com 10 mL de agua destilada gelada e filtrado a vacuo. O soélido no filtro foi entdo lavado
com agua gelada (10 mL), éter etilico (10 mL) e seco em dessecador. A citidina N-
benzoilada foi obtida como um sélido branco. Rendimento 96,5% (1,41 g; 4,06 mmol). Rf:
0,36 (diclorometano:metanol 9:1).

RMN de 'H (500 MHz, (CD3),SO) 8,: 3,68 (1H, m, H-5b); 3,83 (1H, m, H-5a); 3,99
(1H, m, J;> 3,0 Hz, H-2); 4,03-4,11 (2H, m, H-3 e H-4); 5,88 (1H, d, J; > 3,0 Hz, H-1); 7,4 (1H,
sl, H-7); 7,58 (2H, t aparente, Jonometa 7,3 HZ, Imetapara 7,6 Hz, H m-Ar); 7,69 (1H, t aparente,
Jorto,para 7,3 HZ, Imetapara 7,6 Hz, H p-Ar); 8,07 (2H, d, Jorometa 7,3 Hz, H 0-Ar); 8,57 (1H, d, Js7
6,7 Hz, H-6).
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N-benzoil-2,3-isopropilidenocitidina (133)

Uma suspensdo de N-benzoil-citidina (132) (0,1 g; 0,288 mmol) e quantidade
catalitica de acido p-toluenossulfénico (0,1 equivalentes) em 2,2-dimetoxipropano (6 mL),
gquantidade suficiente para concentracéo final da suspenséo igual a 50 mM, foi mantida sob
agitacdo a temperatura ambiente por 48 horas. Apds este periodo foi observado, com o
auxilio de CCD, o consumo total do material de partida. A solucédo resultante, em banho de
gelo, foi cuidadosamente neutralizada com trietilamina sendo acompanhada com papel
indicador. Posteriormente realizou-se cromatografia em coluna no Biotage, utilizando fase
mével acetato de etila:hexano 6:4. O produto foi obtido como um sélido branco. Rendimento
63% (70 mg; 0,18 mmol). Rf: 0,6 (diclorometano:metanol 9:1).

RMN de 'H (300 MHz, (CD5),SO) &,: 1,28 (3H, s, CH;C); 1,48 (3H, s, CH;C); 3,50-
3,70 (2H, m, Jsa5p 11,8 Hz, H-5a e H-5b); 4,21 (1H, m, H-4); 4,75 (1H, dd, J,1 2,6 Hz, J;3»
6,2 Hz, H-2); 4,89 (1H, d, J3, 6,2 Hz, H-3); 5,85 (1H, sl, H-1); 7,32 (1H, d, Js7 7,5 Hz, H-7);
7,50 (2H, t aparente, Jorometa 7,1 HZ, Imetapara 8,1 Hz, H m-Ar); 7,61 (1H, t aparente, Joropara
7,1 HZ, Jmetapara 8,1 Hz, H p-Ar); 7,99 (2H, d, Jotometa 7,1 Hz, H 0-Ar); 8,28 (1H, d, Js7 7,5 Hz,
H-6).
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N-benzoil-2,3-isopropilideno-5-O-mesil-citidina (13 4)

NHBz

Uma mistura de N-benzoil-2,3-isopropilidenocitidina (133) (0,095 g; 0,25 mmol),
cloreto de metanossulfonila (0,04 mL; 0,5 mmol), adicionado gota-a-gota a temperatura de 0
°C, e piridina (2,0 mL), foi mantida sob agitacdo em banho de gelo durante 1 hora. A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente até o consumo total do material
de partida. A seguir foi realizada, em funil de separacdo, uma particdo acetato/agua sendo a
fase organica lavada com agua (3 x 10,0 mL). Por fim a fase organica foi concentrada no
evaporador rotatério. Rendimento 95% (108 mg; 0,23 mmol). RF: 0,6
(diclorometano:metanol 9,5:0,5).

RMN de 'H (300 MHz, (CDCls) &,: 1,36 (3H, s, CHsC); 1,57 (3H, s, CHsC); 3,03 (3H,
S, 1 x CH3S0y,); 4,46-4,56 (3H, m, H-4, H-5a e H-5b); 4,96 (1H, dd, J,; 3,4 Hz, J3, 6,3 Hz, H-
2); 5,17 (1H, d, J3, 6,3 Hz, H-3); 5,66 (1H, sl, H-1); 7,52 (2H, t aparente, Jornometa 7,8 Hz,
Jmetapara 7,5 Hz, H m-Ar); 7,62 (2H, d, J 7,5 Hz, H p-Ar e H-7); 7,76 (1H, d, Js7 7,5 Hz, H-6);
7,94 (2H, d, Jortometa 7,8 Hz, H 0-Ar).
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5.2.7 Ensaio de atividade Antiviral

Cultura de células

Para os ensaios de citotoxocidade celular e deteccdo de p24 utilizamos a linhagem
celular cronicamente infectada pelo HIV-1 (H9). Primeiramente, os analogos sintetizados
foram diluidos em PBS (1X) ou DMSO de acordo com a solubilidade e 2 X 10° células/poco
foram cultivadas em meio RPMI (Gibco, Grand Island, NY, USA) em placas com 24 pocos
na presenca ou na auséncia de 1mM de cada analogo. Como controle, utilizamos o farmaco
antiviral azidotimidina (AZT) ou lamivudina (3TC). Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.

Andlise da citotoxicidade celular

A citotoxicidade dos analogos sintetizados foi testada pelo ensaio de viabilidade
celular utilizando lodeto de Propidio (Pl). O Pl € um marcador nuclear fluorescente que
penetra exclusivamente nas células que tém a membrana celular danificada e se intercala
com a molécula de DNA. Esta propriedade deve-se ao fato de este marcador de DNA de
elevado peso molecular, ndo podem penetrar na célula intacta em decorréncia do seu
tamanho, bem como ndo marcam células apoptoticas sem que estas apresentem alteracdes
na permeabilidade da membrana plasmatica, como ocorre nos estagios finais do apoptose.
Apbs o periodo de 72 horas de cultivo ha presenca ou ha auséncia dos analogos, as células
H9 foram marcadas com 250ug/ml de Pl (BD, San Jose, CA, USA) e a viabilidade celular foi
determinada por citometria de fluxo (FACScalibur, BD, San Jose, CA, USA).

Screening anti HIV

Para avaliar a eficiéncia dos analogos sintetizados em inibir a producéo de virus HIV-
1, nés utilizamos o sobrenadante da cultura de células H9 mantidas na presenca ou na
auséncia de 1mM de cada analogo. A producéo viral foi avaliada apos 72 horas de cultura
utilizando o teste de quimiluminescéncia para p24 HIV Ag/Ab Combo reagente Kit (Abbott) e
deteccdo em Architect i2000SR(Abbott) ou o teste ELISA HIV Ag/Ab Vironostika

(Biomérixus) de acordo com as instrucdes do fabricante.
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Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism version 5.0 usando
Mann-Whitney one-tail T-test. Foram considerados estatisticamente significantes *p<0.05, **
p<0.01 e *** p<0.001.
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ANEXO 5: Espectro de RMN 'H ((CD3),SO, 300MHz) do composto N-benzoil-adenosina (104).
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ANEXO 9: Espectro de RMN 'H (CD;0D, 500 MHz) do composto 5°-cloro-5"-desoxi-adenosina (110).
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ANEXO 10: Espectro de RMN "H (CD;0D, 500MHz) do composto 5°-azido-5"-desoxi-adenosina (109).
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ANEXO 11: Espectro de RMN "H ((CD3),SO, 300MHz) do composto 5'-[(4-hex-5-in-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5°-desoxi-adenosina (111)
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ANEXO 12: Espectro de RMN "H ((CD3),SO, 300MHz) do composto 5'-[(4-pent-4”-in-1"-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-adenosina (112).
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ANEXO 13: Espectro de RMN "H ((CD3),SO, 300MHz) do composto 5'-[(4-hept-6’-in-1"-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-adenosina (113).
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ANEXO 14: Espectro de RMN 'H (CD3;OD, 500MHz) do composto 5'-[(4-metil(prop-2”-in-1-iloxi))-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-adenosina
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ANEXO 16: Espectro de RMN "H ((CDs),SO, 500MHz) do composto 5-[(3"-(1-(4”,5”,6”'-O-triacetil-3”-azido-2""-desoxi-estreptamina-1"-il)-1H-

1,2,3-triazol-4-il)propil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5’-desoxi-adenosina (117)
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ANEXO 18: Espectro de RMN 'H (CD;0D, 500MHz) do composto 5°-[(5"-(1-(4”,5”,6”-O-triacetil-3”-azido-2""-desoxi-estreptamina-1"-il)-1H-

1,2,3-triazol-4-il)pentil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5’-desoxi-adenosina (118)
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ANEXO 20: Espectro de RMN 'H (CD;OD, 500MHz) do composto 5-[(3"-(1-(4”,5”,6”-O-triacetil-3”-azido-2"-desoxi-estreptamina-1"-il)-1H-

1,2,3-triazol-4-il)fenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-5"-desoxi-adenosina (120)
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ANEXO 27: Espectro de RMN "H ((CD3),SO, 300MHz) do composto 2’-pentin-5”-adenosina (126).
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ANEXO 28: Espectro de RMN "H ((CD3),SO, 300MHz) do composto 3’-pentin-5”-adenosina (127).
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ANEXO 29: Espectro de RMN "H ((CD3),SO, 300MHz) do composto N-pentin-5"-adenosina (128).
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Anexos

ANEXO 30: Espectro de RMN "H (CD;0D, 500MHz) do composto 2”,3”,4”-O-acetil-5”-azido-1"-(1,2,3-triazol-4-(3'-propil-adenosina)-2-desoxi-

estreptamina (129).
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ANEXO 31: Espectro de RMN "H ((CD3),SO, 300MHz) do composto citidina (131).
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ANEXO 32: Espectro de RMN "H ((CD3),SO, 500MHz) do composto N-benzoil-citidina (132).
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ANEXO 33: Espectro de RMN "H ((CD3),SO, 300MHz) do composto N-benzoil-2,3-isopropilidenocitidina (133).
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