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RESUMO

Este trabalho objetiva a obtengao dos glicotriazol-peptideos (GtPs) inéditos 1,5-GtP[(p-
OAc)Glc-1,5-trz-A'JHSP1-NH; e 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A' JHSP1-NH,, derivados glicosilados do
peptideo hilaseptina 1 (HSP1), que apresenta atividade antimicrobiana moderada.

Nas metodologias de trabalho propostas, pretende-se a obtencdo dos esqueletos
polipeptidicos por meio da estratégia 9-fluorenilmetoxicarbonila de sintese de peptideos em
fase solida (Fmoc-SPFS). Para se incorporarem as unidades glicotriazolicas, foi inicialmente
proposta a insercao de um residuo de propargilglicina na ultima etapa da SPFS, seguindo-se
entdo etapas de reacdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar entre a alcino-peptidil-resina e azido-
acucares, para a obtencao dos GtPsde interesse. No planejamento da sintese do 1,5-GtP[(p-
OAc)Glc-1,5-trz-A'JHSP1-NH,, utilizou-se Cp*RuCl(PPh3) como catalisador e um
azidoagucar per-O-acetilado, a fim de se obter o produto com a regioquimica desejada (reagao
RuAAC - Cicloadi¢ao Alcino-Azida Catalisada por Ruténio). Todavia, a despeito de terem sido
testadas variadas condi¢des de reagdo, ndo se conseguiu sucesso na RuAAC entre a peptidil-
resina ¢ o azido-aglcar. Optou-se entdo pela realizacdo da reagdo RuAAC entre a Fmoc-
propargilglicina e a azido-glicose per-O-acetilada, tendo-se conseguido obter o Fmoc-1,5-
glicotriazol-aminoacido, que poderia vir entdo a ser empregado na SPFS para a obteng¢dao do
residuo desejado. Embora tenha-se confirmado a obtengdo do glicotriazol-aminoacido de
interesse, esse foi obtido em quantidade muito baixa, ndo sendo possivel a posterior obtencao
do GtP. A despeito disso, neste trabalho foi entdo desenvolvida uma metodologia que pode ser
empregada posteriormente para a obtencao de maiores quantidades de Fmoc-1,5-triazol-
aminoacido a fim de se realizar a sintese dos respectivos 1,5-GtPs.

Por outro lado, a sintese da 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JHSP1-NH,, a partir de uma
cicloadicao [4+2] catalisada por Cu(l) (reacio CuAAC — Cicloadi¢do Alcino-Azida Catalisada
por Cobre) entre a respectiva alcino-peptidil-resina € uma azido-glicose (com as hidroxilas
livres) levou a formacao do produto de interesse, tendo-se obtido pela primeira vez, até o ponto
que sabemos, um 1,4-GtP contendo um carboidrato com as hidroxilas livres. Na realidade, essa
sintese levou a um par de isdmeros, aos quais foram dados os nomes de 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-
A'JHSPI1-NH, A e B. A existéncia de um par de isdmeros foi confirmada por espectrometria de
massas MALDI-TOF, ensaios cromatograficos (por cromatografia liquida de alta eficiéncia -
CLAE) e por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN). Ademais, analises

espectroscopicas de dicroismo circular (CD) e de RMN indicaram que esses 1,4-GtP isoméricos
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apresentam conformagdes helicoidais em meios de membrana, sendo que o isdmero B apresenta
uma maior elipticidade que o isdmero A. Esses isomeros tiveram suas atividades biologicas
avaliadas contra trés cepas de fungos, tendo os dois apresentado atividades bastante similares,
mas maiores que o peptideo HSP1-NH,, indicando que a inser¢do da unidade glicotriazdlica
aumenta o potencial antifingico dessas moléculas. Todavia, esses dois 1,4-GtPs contendo a
glicose com as hidroxilas livres foram menos ativos que o andlogo contendo a glicose per-O-
acetilada, indicando que a acetilacdao ¢ importante para uma maior atividade desse GtP derivado
da hilaseptina 1. E, entretanto, sabido que as interagdes com membranas de micro-organismos
(processo essencial para a atividade antibacteriana e antifingica) depende da composicao de
residuos hidrofilicos e hidrofobicos em posigdes especificas da estrutura primaria, de forma que
pode ser interessante se ter, em determinados casos, analogos glicotriazol-peptidicos com as

hidroxilas do carboidrato livres.

Palavras-chave: Reacdo click, glicotriazol-peptideos, peptideos antimicrobianos, sintese de

peptideos, atividade biologica.



ABSTRACT

This work is related to the synthesis of two novel glycotriazole-peptides, namely 1,5-
GtP[(p-OAc)Glc-1,5-trz-A'JHSP1-NH, e 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JHSP1-NH,, which are
glycosylated derivatives of hylaseptin 1 (HSP1), a peptide that presents moderate antimicrobial
activity.

According to the proposed methodologies, the peptide backbone is to be obtained by
solid phase peptide synthesis (SPPS), using the 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) strategy.
To link the glycotriazole and polypeptide moieties, it was initially proposed the incorporation
of a Fmoc-propargylglycine residue at the last step of the SPPS to give the alkyne-decorated
peptidyl-resin, which would then be used in 1,3-dipolar cycloaddition reactions with azide
derivatives of glucose to provide the respective GtPs. For the synthesis of 1,5-GtP[(p-OAc)Glc-
1,5-trz-A'JHSP1-NH,, the per-O-acetylated azide derivative of glucose was used together with
Cp*RuCl(PPh3),, which is supposed lead to 1,5-triazoles (RUAAC reaction — Ruthenium-
catalyzed Alkyne Azide Cycloaddition reaction). Several attempts and reaction conditions were
investigated but, despite these efforts, the desired 1,5-GtP was not obtained. Therefore, the
synthesis strategy was modified to firstly obtain the Fmoc-1,5-glycotriazol-amino acid by
reacting the per-O-acetylated azide derivative of glucose with Fmoc-propargylglycine under
ruthenium catalysis, inasmuch as this product could be incorporated into the peptide backbone
during the SPPS. Although the synthesis of the Fmoc-1,5-glycotriazol-amino acid was
successfully confirmed, very small amounts were obtained, which has obliterated any
possibility of carrying on the synthesis of the desired 1,5-GtP. Nevertheless, after several
attempts the viability of the RUAAC reaction to obtain the Fmoc-1,5-glycotriazol-amino acid
derivative was confirmed, which means that higher amounts can be prepared and used in the
synthesis of the respective 1,5-GtPs.

On the other hand, the Copper(I)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition (CuAAC)
reaction between the alkyne-decorated peptidyl-resin and the non-acetylated azide derivative
of glucose was successful and, up to our knowledge, this is the first report of the synthesis of a
1,4-GtP peptide, which carries a non-acetylated saccharide ring. Actually, this cycloaddition
reaction afforded a couple of isomers, namely 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JHSP1-NH, A e B. This
was confirmed by MALDI-TOF mass spectrometry, high performance liquid chromatography
(HPLC) analyses and nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy. Besides, circular

dichroism (CD) and NMR spectroscopies indicated that both isomers present helical
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conformations in membrane mimetic environments, although B presents higher helicity when
compared to A. The biological activities of these isomers were investigated against three fungal
strains and they showed similar antifungal potentials. Interestingly, this pair of 1,4-GtPs showed
significantly stronger activities in comparison to the peptide HSP1-NH,, which indicates that
the glycotriazole moiety enhances the antifungal potential of these molecules. However, these
two 1,4-GtPs were less active in comparison to the derivative containing the per-O-acetylated
glucose, which indicates that acetylation is important to the activity of the GtP derivatives of
hylaseptin 1. Nevertheless, it is well-known that peptide-membrane interactions, which is
essential for antifungal and antibacterial activities, depend on the presence of hydrophilic and
hydrophobic residues at specific sites of the primary structure, which means that it might be
interesting for some glycotriazole-peptide sequences the incorporation of non-acetylated

saccharide rings.

Key-words: click reaction, glycotriazole-peptides, antimicrobial peptides, peptide synthesis,

biological activity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Peptideos antimicrobianos

O primeiro relato de resisténcia microbiana remonta ao inicio do século XX, quando
Paul Ehrlich mostrou espécies de tripanossomas resistentes ao tratamento com azo-corantes. Ja
em 1948, apenas 20% das cepas de bactérias Neisseria gonorrhoeae eram sensiveis ao uso de
sulfonamidas, assim como outras espécies de microbios. Nesse cenario, a busca por novos
compostos capazes de inibir ou matar micro-organismos resistentes danosos a saude tem
impulsionado a busca por novos agentes antibioticos. Assim, peptideos com atividade
antimicrobiana passaram a despertar grande interesse da comunidade cientifica, uma vez que
grande parte dessas moléculas provoca lise das membranas celulares dos micro-organismos,
dificultando a inducao de resisténcia microbiana.

Peptideos sao biomoléculas formadas a partir de ligagdes amidicas (ligagdes peptidicas),
resultado de reagdes de condensagdo entre residuos de aminodcidos, sendo quase que em sua
totalidade na configuracdo L para moléculas de origem natural, embora existam relatos de
peptideos contendo residuos de D-aminoacidos (DE MAGALHAES et al., 2013).

Resultados de anos de evolugao, os peptideos sdo componentes do sistema imune dos
seres vivos, responsaveis pela defesa do corpo na eliminagdo de corpos invasores € no combate
a infecgoes (BAHAR; REN, 2013). A descoberta do primeiro peptideo antimicrobiano (PAM)
foi feita por Dubos em 1939 (DUBOS, 1939a, 1939b), quando um extrato obtido por meio de
uma cepa de Bacillus apresentou propriedades protetoras em ratos contra infecgdes por
Pneumococos. No ano seguinte, a gramidicina, uma mistura de trés peptideos bioativos, foi
obtida deste extrato por Hotchkiss e Dubos (HOTCHKISS; DUBOS, 1940), tendo ela se
mostrado eficaz no tratamento de ulceras e feridas. Em 1941, foram descobertos dois novos
PAMs: a tirocidina, eficaz contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, mas toxica ao
sangue humano (RAMMELKAMP; WEINSTEIN, 1941); e a purotionina, eficaz contra fungos
e algumas bactérias patogénicas (apud. BAHAR; REN, 2013). Por fim, a defensina, o primeiro
PAM isolado de animais, foi obtida em 1956 a partir de leucdcitos de coelhos (HIRSCH, 1956).

Desde entdo, vém-se pesquisando cada vez mais sobre esse tema, como mostram 0s
dados sobre publicacdes relacionadas a peptideos antimicrobianos, desde o ano de 1948 até hoje

(Figura 1-1). O aumento pronunciado no niimero de publica¢des sobre o assunto ¢ coincidente



com a crescente resisténcia microbiana, devido ao uso indiscriminado de antibidticos. Devido

a essa, tém-se observado infecgdes resistentes, com altas taxas de mortalidade.
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Figura 1-1. Grafico contendo o numero de publicacdes sobre "antimicrobial peptides" desde 1948, segundo

dados do Scopus. Acesso em 01 de agosto de 2019.

Nesse cenario, a descoberta € o desenvolvimento de novos antibidticos € um assunto
cada vez mais urgente e os peptideos antimicrobianos surgem como uma promissora alternativa.
Desde sua ultima atualizagdo, realizada em Janeiro/2019, foram registrados 3065 no Banco de
Dados de Peptideos Antimicrobianos peptideos obtidos de seis fontes naturais, sendo 343 de
bactérias; 5 vindos do dominio archaea; 8 de protistas; 20 de fungos, 349 derivados de plantas
e 2307 derivados animais, incluindo alguns peptideos sintéticos (“APD - Antimicrobial Peptide
Database”, [s.d.])

Geralmente os PAMs sdo formados por 10-50 residuos de aminoécidos e possuem
carater anfipatico, devido a presenga de residuos hidrofilicos e hidrofébicos em sua estrutura.
J& a presenca dos residuos de Lisina, Arginina e Histidina em grande parte dos PAMs, confere
a estes um carater tipicamente cationico (CIUMAC et al., 2019).

As ligagdes de hidrogénio intramoleculares entre os residuos sdo responsaveis pela
estrutura secundaria do peptideo. Quando exposta ao ambiente de membrana, essas ligacdes

intramoleculares conferem a biomolécula uma estrutura tridimensional bem definida. Para a
2



maioria dos PAMs, geralmente observa-se o enovelamento do peptideo em a-hélice, embora
outros tipos de estruturacdo (como conformagdes ) podem ser também observadas. Contudo,
a composicao de residuos de aminoacidos (sequéncia ou estrutura primaria) ¢ determinante para
a estrutura tridimensional da molécula, podendo influenciar em parametros como
anfipaticidade, carga global e momento hidrofébico (CIUMAC et al., 2019).

Devido ao avango da ciéncia no estudo de peptideos antimicrobianos, fez-se necessario
o desenvolvimento de estratégias de sintese que permitissem o design racional dessas

moléculas, ndo dependendo exclusivamente do isolamento destes a partir de fontes naturais.

1.1.1. Modificagoes estruturais por meios sintéticos em PAMs

Nos anos 1960, Merrifield revolucionou a sintese de peptideos. Em sua publicagcdo no
Journal of the American Chemical Society, ele descreveu a sintese e purificacio de um
tetrapeptideo, usando um polimero de poliestireno insolivel como suporte onde as reagdes de
acoplamento dos residuos de aminoacido aconteceram (MERRIFIELD, 1963). No ano seguinte,
ele publicou, na mesma revista, a sintese de um fragmento contendo nove residuos da
bradicinina. Com modificagdes na metodologia inicialmente proposta, como o emprego de
residuos de aminoacidos protegidos com o grupo Boc (ferc-butoxi-carbonil), que demandava
condicdes reacionais mais brandas e eliminava problemas, como a perda de intermedidrios de
reacdo, foi obtido um material de alta pureza com rendimento de 68% (MERRIFIELD, 1964).

Num periodo em que os tnicos métodos de obtengdo de peptideos eram o isolamento
de fontes naturais (que fornecem baixas concentracdes dos peptideos de interesse) ou sintese
em solucdo, limitada ao uso em pequena escala e com peptideos de até cinco residuos, a técnica
de Merrifield logo foi adotada pela comunidade cientifica. Naturalmente, a técnica se
aperfeicoou ao longo dos anos, sendo encontrados hoje em dia varias compilacdes de
metodologias de Sintese de Peptideos em Fase Solida (SPFS), sendo a publicacdo de Chan e
White uma das mais citadas atualmente (CHAN, W. C; WHITE, 2000).

Além da sintese quimica de peptideos em fase solida classica, sio amplamente estudadas
modificagdes sintéticas nas estruturas dessas moléculas, a fim de potencializar sua atividade e
minimizar efeitos colaterais. Trés das modificagdes em voga sdo o desenvolvimento e
aperfeicoamento de peptideos ciclicos, bem como o uso de residuos de aminoacidos ndo usuais
(ou seja, diferentes dos 20 residuos essenciais, mostrados no Apéndice A) e a glicosilagao

dessas macrobiomoléculas.



A gramicidina S, isolada por Gause e Brazhnikova em 1944 (GAUSE;
BRAZHNIKOVA, 1944), foi um dos primeiros peptideos antimicrobianos ciclicos que se tem
noticia, sendo muito investigada ainda hoje devido a sua robusta atividade antibidtica frente
cepas Gram-positivas e Gram-negativas de bactérias. Em abril de 2019, Guan e colaboradores
publicaram uma revisao sobre avangos recentes em analogos dessa biomolécula, que tem mais
de 70 anos na clinica (GUAN et al., 2019). J4 foram realizadas varias modifica¢des na estrutura
primaria da Gramidicina S, desde a substituicdo dos residuos presentes na cadeia peptidica
(TAMAKI et al., 2012), até a inser¢ao de estruturas fotossensiveis (BABII et al., 2014). O grupo
de Knaap propds, entre outras modificacdes, a substituicdo de um dos residuos aromaticos por

triazois 1,4-dissubstituidos (Figura 1-2) (KNAAP et al., 2011).

NH>
M H[:O T,
(e}
(0] (6]

BocHN

(KNAAP et al., 2011)

Figura 1-2. Representacao estrutural do ciclopeptideo gramidicina S e trés de seus andlogos obtidos via sintese
quimica empregando um residuo de propargilglicina para obtengao de triazois. Adaptado de KNAAP et al.,

2011.



Ap0ds a troca do residuo de D-fenilalanina em uma das dobras-f da estrutura por 1,2,3-
triazdis com diferentes substituintes, pode-se observar mudangas na atividade bioldgica da
molécula, em compara¢do com a precursora. O resultado mais expressivo foi a redu¢ao do
MICso (concentracdo minima necessaria para matar ou inativar metade das cepas) em quatro
vezes do produto 2¢ (MICsp = 4 pg.mL™), quando comparado a gramidicina S (MICso = 16
pg.mL™1), mostrando que o triazol substituido pode ser um bom grupo bioisostero para o anel
aromatico naquela por¢ao do peptideo.

A inser¢do de unidades ndo usuais no esqueleto peptidico também ¢ interessante na
combinacao dessas a diversas outras moléculas e polimeros bioativos, permitindo a modulagao
da atividade antimicrobiana do conjunto. Ferreira e colaboradores estudaram os efeitos da unido
entre a ubiquicidina e a cumarina (em rosa), através de um /ink triazélico (em azul) (Figura 1-

3) (FERREIRA et al., 2015).

HNYNHz
NH - OH
)
0 y O y O y O
H,N N N N NH,
N N N N
0 0 0 0
HN NH 07 "NH,
NH
HN)\NHz 2 HN)\NHQ
Ubiquicidina
—
/N
HN_NH
0 Y
0 NH S/ OH
N
Y h O h O h O hw O
N N N N N NH,
" N N N N
o] o] o] o] o]
HN NH 0”7 "NH,
NH
HNZ NH, 2 HN)\NHZ
Hibrido Ubiquicidina-Cumarina

Figura 1-3. Representacao estrutural do peptideo Ubiquicidina e seu andlogo Ubiquicidina-Cumarina, obtido via

sintese quimica. Adaptado de FERREIRA et al., 2015.




Essa hibrida¢do forneceu um produto mais ativo do que o peptideo original frente as
duas cepas de fungos testadas. Muito desse resultado se deve a conhecida atividade antifingica
do triazol, amplamente explorada pela comunidade cientifica.

Também se mostra relevante o estudo de peptideos glicosilados, uma vez que essa classe
de compostos esta presente em alguns medicamentos disponiveis no mercado. A vancomicina
(Figura 1-4), por exemplo, ¢ um glicopeptideo aplicado no tratamento de cepas

multirresistentes de Staphylococcus aureus.

WNHCHS

Vancomicina

Figura 1-4. Representacio estrutural da Vancomicina, com o dissacarideo em destaque.

Além disso, a glicosilagdo de peptideos é uma estratégia para melhorar a
biodisponibilidade destes, aumentando, por exemplo, a estabilidade metabolica do composto
(COSTA et al., 2013; MORADI et al., 2016). A telavancina (Figura 1-5) ¢ um derivado
semissintético da familia da vancomicina, ja empregada na clinica. Esta molécula teve grupos
hidrofilicos e hidrofobicos inseridos em sua estrutura a fim de otimizar a agdo contra cepas ja
resistentes a vancomicina. A inclusdo da por¢ao hidrofobica (assinalada em azul) é responsavel

pelo aumento da atividade antimicrobiana, enquanto a porc¢ao hidrofilica (assinalada em rosa)



promove uma melhora em pardmetros farmacocinéticos, como absorc¢do, distribuigdo,

metabolismo e excre¢do do farmaco (BINDA; MARINELLI; MARCONE, 2014).

Telavancina

OH

WNHCH;

ot
Iz

Figura 1-5. Representac@o estrutural da telavancina, com as por¢des hidrofobicas e hidrofilicas inseridas

quimicamente em destaque. Adaptado de BINDA; MARINELLI; MARCONE, 2014.

1.1.2. Peptideos antimicrobianos e sua aplicagdo como antibidticos

O desenvolvimento de novos antibidticos ¢ um assunto cada vez mais urgente, visto a

crescente resisténcia microbiana aos farmacos disponiveis no mercado. Em 2014, a

Organizagdo Mundial da Satde (OMS) publicou seu primeiro relatorio sobre o assunto

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014), alertando para uma possivel era pos-

antibidticos, onde simples ferimentos e infecgdes podem ser fatais. Nesse cenario, o uso de

peptideos no combate de micro-organismos danosos a saide pode ser considerado uma

alternativa promissora.



Os mecanismos de agdo dessas macrobiomoléculas sdo divididos em duas classes
principais: a que causa a morte direta do micro-organismo e a que faz a modulagdo do sistema
imune do hospedeiro (ULM et al., 2012). Na morte direta por ruptura da membrana celular —
cujos principais modelos sdo o barril de aduelas, tapete, poros toroidais e detergente (Figura 1-
6) (KUMAR; KIZHAKKEDATHU; STRAUS, 2018) — observa-se que ndo ¢ necessaria a
interagcdo ou ligacdo do peptideo a um receptor especifico. Assim, a grande vantagem do
emprego dos peptideos antimicrobianos (PAMs) na clinica ¢ o dificil desenvolvimento de
resisténcia microbiana, por ter a membrana como alvo. Além disso, cerca de 50% das proteinas
humanas possuem uma unidade glicosidica (APWEILER; HERMJAKOB; SHARON, 1999), e
estudos mostram que a glicosilagdo de peptideos e proteinas ¢ determinante na estrutura,

atividade e estabilidade térmica desses (SILVA et al., 2012).

Figura 1-6. Representacdo esquematica dos principais modelos de agdo dos peptideos antimicrobianos,
que envolvem a morte direta por ruptura da membrana celular: (A) barril de aduelas, (B) detergente, (C) poro
toroidal e (D) tapete ou carpete. Em vermelho, a parte hidrofilica do peptideo e, em azul, a hidrofobica. Imagens
retiradas e adaptadas de (TRAVKOVA; MOEHWALD; BREZESINSKI, 2017) com autorizacao da Elsevier
(Anexo C).

Modificagdes estruturais na hilaseptina-1 (HSP-1) empregando a quimica click ja foram
estudadas pelo grupo de pesquisa do presente trabalho (JUNIOR et al., 2017), e se mostraram
promissoras, uma vez que foi observado um aumento significativo na atividade antifingica em

relagdo ao peptideo nativo, embora a atividade antibacteriana ndo tenha sofrido alteracdes



significativas. Dessa forma, foram planejados dois analogos de um dos peptideos analisados

por Junior e colaboradores (JUNIOR et al., 2017), conforme mostrado na Figura 1-7.
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Figura 1-7. Esquema geral de modificagdes estruturais propostas baseadas no peptideo 1,4-GrP[(p-OAc)Glc-
1,4-trz-A'THPS1-NHa, ja estudado pelo grupo.

As modifica¢des propostas podem influenciar na taxa de morte celular, no mecanismo
de acdo, e/ou também na forca de interagdo do PAM com a superficie da membrana do micro-
organismo. Em contrapartida, JUNIOR et al., 2017 mostrou que a presenca do 1,4-triazol ¢
relevante na inibicdo da biossintese do ergosterol, além disso, a presenga do agucar per-O-
acetilado aumenta a afinidade do peptideo pela membrana. A obtencdo do GtP analogo,
contendo um anel 1,5-triazolilco possibilitard a verificacdo de efeitos da regioquimica desse

heterociclo na atividade biologica. Além disso, a inser¢do do agucar desacetilado pode alterar
9



a forma de interacdo do peptideo com a membrana, uma vez que pode alterar no grau de
inser¢do do carboidrato na bicamada, bem como na disposi¢ao topologica da biomolécula na
interface membranar, que ¢ depende da polaridade de suas unidades formadoras (RESENDE et
al., 2014). Logo, o estudo das modificagdes estruturais propostas neste trabalho sdo relevantes,
uma vez que possivelmente trardo informagdes sobre a relagdo estrutura-atividade dessa classe
de compostos antimicrobianos e similares, permitindo o design racional de novos derivados de
PAMs.

E, assim como pontuaram Brogden e Brogden, os peptideos antimicrobianos
modificados apresentam caracteristicas e habilidades tnicas, podendo se tornar a proxima

geragdo de peptideos com grandes potenciais farmacéuticos (BROGDEN; BROGDEN, 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Sintetizar os peptideos inéditos 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JHSP1-NH, e 1,5-GtP[(p-
OAc)Glc-1,5-trz-A'JHSP1-NH, (Figura 2-1) e investigar suas atividades biologicas,

preferéncias conformacionais e interagdes com membranas.

0
H,N
2 \)J\I—L-D-A—I—K-A—I—A-K-A-A-G—NH2

AcO Y\
N
AcO QO N-N

AcO
ACO 4 5.GtP[(p-OAc)Glc-1,5-trz-A"JHSP1-NH,

(In

o)
H,N
2 \)J\I—L-D-A—I—K-A—I—A-K-A-A-G—NHz

N\
\E N
N

HQ
O \<OH
OH
OH
1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A"JHSP1-NH,

U

Figura 2-1. Estrutura das biomacromoléculas 1,4-GtP[Gle-1,4-trz-A'JHSP1-NH: ¢ 1,5-GtP[(p-OAc)Glc-1,5-trz-
A'THSP1-NHa, cujas sinteses sdo propostas neste trabalho.

2.2. Objetivos especificos

- Por sintese de peptideos em fase sélida, obter a [Pra'JHSP1-NH,-peptidil-resina (V);
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O II:moc
H
Q) N-G-A-A-K-A-I-A-K-I-A-D-L-]

[Pra’]HSP1-NH,
v)

Figura 2-2. Estrutura da peptidil-resina [Pra! JHSP1-NH: (V).

- Obter a 1,5-GtP[(p-OAc)Glc-1,5-trz-A'JHSP1-NH,-peptidil-resina (IV);

(0] Fmoc

H NH

QNG-A-AK-A-I-A-K-I-A-D-L-]

AcO =

AcO O N-N
AcO
AcO
1,5-GtP[(p-O-Ac)Glc-1,5-trz-ATJHSP1-NH,-peptidil-resina
(Iv)

Figura 2-3. Estrutura da 1,5-GtP[(p-OAc)Glc-1,5-trz-A' JHSP1-NH,-peptidil-resina (IV).

- Obter a 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JTHSP1-NH,-peptidil-resina (IIT);

O II:moc
H NH
Q-NGAAK-A-I-A-K-I-A-D-L-I
N\
\ \/N
N HO
O \<OH
1 - ) OH

1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A"JHSP1-NH,-peptidil-resina oH

()

Figura 2-4. Estrutura da 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JHSP1-NH:-peptidil-resina (ILI).

- Sintetizar e caracterizar o glicotriazol-peptideo 1,5-GtP[(p-OAc)Glc-1,5-trz-A'JHSP1-
NH; (IT) a partir de Espectrometria de Massas MALDI-TOF;

- Sintetizar e caracterizar glicotriazol-peptideo 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JHSP1-NH: (I)
por meio de Espectrometria de Massas MALDI-TOF, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE), Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) e Espectroscopia de Ressonancia
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Magnética Nuclear (RMN), por meio dos experimentos de TOCSY 'H-'H, NOESY 'H-'H,
HSQC 'H-13C e HMQC 'H-'°N sofast;

- Avaliar as conformagdes preferenciais e interacdes com membranas dos glicotriazol-
peptideos por espectroscopia de dicroismo circular;

- Investigar as atividades antifiingicas dos glicotriazol-peptideos.

13



3. METODOLOGIA

3.1. Esquema geral de sintese

O esquema geral de sintese dos dois produtos propostos ¢ mostrado na Figura 3-1.

Repetigdes de
acoplamento/desprotecao
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Figura 3-1. Esquema geral de sintese dos produtos propostos 1,5-GtP[p-OAc]Gle-1,5-trz-A'THSP1-NH: (I1).
1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JTHSP1-NH: (I).
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3.2. Sintese da [Pra'|HSP1-NH:-peptidil-resina

Mais de uma metodologia foi utilizada nas reagcdes de acoplamento dos Fmoc-residuos
de aminoacidos (cujas estruturas estdo no Apéndice B), devido a ineficacia de algumas reagoes.
Neste topico serdo apresentadas as metodologias de forma simplificada. Porém, no Apéndice
C, encontram-se tabelas com informacoes detalhadas da sintese.

A sintese da hilaseptina-1 amidada na porcdo carboxi-terminal, cujo residuo 1 foi
substituido por uma propargilglicina ([Pra!JHSP1-NH,), foi realizada usando a estratégia Fmoc
(9-fluorenilmetiloxicarbonila) de sintese de peptideos em fase solida, descrita por Chan e White
(CHAN e WHITE, 2000).

Primeiramente, 0,28726 g da resina Rink-Amide Chemmatrix® de grau de substitui¢io
0,52 mmol.g”! foi colocada em uma seringa com um filtro de poliuretano e expandida com
CH:Cl (2 x 30 min). Em seguida, esta foi lavada trés vezes alternadamente com DMF e

isopropanol (IPA) (3 x 3 mL cada) e duas vezes com DCM (2 x 3 mL).

3.2.1. Acoplamento dos Fmoc-residuos de aminodcidos

Para as oito primeiras etapas de acoplamento, empregaram-se 4 equivalentes dos Fmoc-
residuos de aminodcidos, bem como dos ativadores 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) e 1,3-
diisopropilcarbodiimida (DIC). Estes foram solubilizados em 3 mL de uma mistura de DMF
destilada/CH>Cl, 2:1 (v/v) e a reacdo se processou por 3 h a 450 rpm. Para os cinco residuos
seguintes, utilizaram-se 5 equivalentes de cada reagente, solubilizados em 3 mL de solvente
(mais detalhes no Apéndice B), durante 3h30 — 4h de reacdo a 450 rpm.

- Propargilglicina: O ultimo acoplamento foi realizado utilizando apenas 1,5
equivalente do Fmoc-residuo de aminoacido, bem como dos ativadores HOBt e DIC,
solubilizados em 3 mL de DMF destilada, devido ao seu prego elevado. A reacao se processou

por 4 h, a 450 rpm.
3.2.2. Desprotecio

As etapas de desprotegdo foram realizadas utilizando 5 mL de uma solugdo de 4-

metilpiperidina 20% em DMF destilada, em dois ciclos de 12 minutos.
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3.2.3. Lavagem
Ao final de cada etapa de acoplamento ou de desprotecdo (o que inclui a lavagem entre
os ciclos de 12 min), a peptidil-resina foi lavada trés vezes alternadamente com DMF e

isopropanol (IPA) (3 x 3 mL cada) e duas vezes com DCM (2 x 3 mL).

3.2.4. Teste de Kaiser
A eficacia dos acoplamentos e desprotecdes foi verificada por meio do teste Kaiser
(KAISER et al., 1970): de cinco a dez graos de resina foram transferidos para um tubo de ensaio
limpo, e adicionaram-se as seguintes solugdes:
- Uma gota de piridina a 2% (v/v) em solu¢do aquosa de cianeto de potassio (KCN) 1
mM;
- Duas gotas de fenol a 80% em etanol (v/v);
- Uma gota de ninidrina 5% em piridina (m/v).
Apd6s 5 min a 100°C, analisou-se se ocorreu a formagao do azul de Ruhemann conforme
a Tabela 3-1 e, quando necessario, a reacdo em questao foi repetida. Assim, sucessivas etapas

de acoplamento e desprotecao foram realizadas, até que a peptidil-resina de interesse fosse

obtida.

Tabela 3-1. Analise do resultado do teste de Kaiser.

Aspecto da peptidil-resina Conclusao

Grupo amino | Acoplamento completo
protegido Desprotegio incompleta

Coloragao amarela

Grupo amino | Acoplamento incompleto
desprotegido | Desprote¢do completa

Coloragao violeta
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Repeticdes de
acoplamento/desprotecéao

o HIHH |©Q o H| H_H
NH, Residuo de aminoacido N : 4-metilpiperidina N :
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X
[Pra1]HSP1-NH2-peptidiI-resina
W)

Figura 3-2. Esquema geral de sintese da [Pra' JHSP1-NH,-peptidil-resina (III).

3.3. Sintese da 1,5-GtP[(p-OAc)Glc-1,5-trz-A'|HSP1-NH:-peptidil-resina

Nessa etapa, foram utilizadas seis metodologias de sintese (metodologias a-f), a fim de
otimizar as reacdes de cicloadicao 1,3-dipolar catalisadas por ruténio. Todos os solventes foram
secos conforme descrito no Apéndice D, o azidoagucar (cuja sintese € descrita no Anexo A)
foi fornecido pelo Prof. Dr. Ricardo José Alves, Faculdade de Farmacia — UFMG e o catalisador
Cp*RuCl(PPh3), (Figura 3-3, cuja sintese ¢ apresentada no Anexo B) foi fornecido pela Prof.
Dra. Maria Helena Araujo, Departamento de Quimica — UFMG.

Cloro(pentametilciclopentadienil)
bis(trifenilfosfina)ruténio(ll)

\,

Figura 3-3. Estrutura do catalisador Cp*RuCI(PPhs), empregado na sintese.

Nas metodologias a-e, as reagdes foram feitas utilizando 50 mg de peptidil-resina,
sendo que o azidoagtcar foi empregado na metodologia a e azida de sodio (NaN3) nas
metodologias b-e, a fim de se investigar a eficiéncia das diferentes estratégias de sintese. Para
as metodologias b-e, a peptidil-resina foi pesada apos secagem sob fluxo de N2, a fim de

minimizar erros devido a presenca de solvente residual. Uma vez que com 0,28726 g de resina
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¢ possivel obter cerca de 0,2 g de peptideo, para os célculos posteriores considerou-se que cada
50 mg de peptidil-resina continha cerca de 20 mg de peptideo.
J4 a metodologia f envolve a reacdo entre a Fmoc-Pra e o azidoagtcar, objetivando-se

uma posterior etapa de acoplamento do Fmoc-residuo obtido a peptidil-resina.

As metodologias a-f, sumariadas na Tabela 3-2, serdo detalhadas abaixo.

Tabela 3-2: Resumo das condi¢des reacionais empregadas na sintese da 1,5-GtP[(p-OAc)Glc-

1,5-trz-A'JHSP1-NH,-peptidil-resina.

Metodologia Azida Alcino Solvente | Reacio (h)
a Azidoagtcar | [Pra']JHSP1-NH,-peptidil-resina THF 96
b NaN3 [Pra'JHSP1-NH,-peptidil-resina DMF 72
c NaNj3 [Pra'JHSP1-NH,-peptidil-resina DMF 72
d NaN3 [Pra' JHSP1-NH,-peptidil-resina DCM 72
e NaN3 [Pra'JHSP1-NH,-peptidil-resina DCM 72
f Azidoacgucar Fmoc-Pra DCM 120

3.3.1. Metodologias baseadas na peptidil-resina [Pra' [HSP1-NH;

- Metodologia a: Primeiramente, a peptidil-resina foi colocada em um frasco tipo
Schlenk com valvula para alto vacuo, seguindo-se adicdo de 0,0091 g (1,7 mol eq.) de
azidoacucar e 0,0032 g (25% mol) de Cp*RuCl(PPhs),, juntamente com cerca de 4 mL de THF
anidro. A reacdo foi mantida sob agitacdo magnética por 96 h. Ao término desta, a peptidil-
resina foi transferida para uma seringa com filtro de poliuretano e lavada com metanol (2 x 3

mL), seguido do protocolo de lavagens descrito no item 3.2.3.
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[Pra']HSP1-NH,-peptidil-resina
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1) Cp*RuCI(PPhs), | 2) MeOH (2 x 3 mL)

0 3) Lavagem com IPA, DMF
AcO DCM
g\cc/)me’ ©
AcO
(0] II:moc
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O—N-G-A-A-K-A—I—A-K—I—A—D-L—I
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AcO N-N
AcO
AcO

1,5-GtP[(p-O-Ac)Glc-1,5-trz-A"JHSP1-NH,-peptidil-resina
()

Figura 3-4. Esquema geral de sintese da 1,5-GtP[(p-OAc)Gle-1,5-trz-A'JHSP1-NH.-peptidil-resina.

- Metodologias b — e: A fim de verificar o escopo da reagdo, realizaram-se testes
substituindo o azidoagucar por azida de s6dio. Em dois casos, fez-se o tratamento prévio da
peptidil-resina por 60 minutos com DCM, no intuito de verificar a influéncia da expansdo da
resina na reagao.

Assim, foiusada a mesma condi¢do reacional: para cada mol de V, se empregou 1,7 mol
de NaN3 e 10% mol de catalisador. A reagdo foi deixada sob agitagdo magnética por 72h, e as

condi¢des sao mostradas na Tabela 3-3.

Tabela 3-3. Resumo das condi¢des b - e empregadas na sintese da Sintese da 1,5-GtP[(p-
OAc)Glc-1,5-trz-A'THSP1-NH,-peptidil-resina.

Metodologia Tratagl élll\flo oM I Solvente 1;,)2(;?: ((; Cp*Ru((fgl)(PPh:.)z
b Nao DMF 0,0095 0,0014
c Sim DMF 0,0092 0,0036
d* Nao DCM 0,0110 ok
e¥ Sim DCM 0,0109 ok

* A azida de sodio ndo se solubilizou no solvente escolhido

** Nao foi possivel pesar com precisdo a massa de catalisador, devido a instabilidade da balanga.

Apos o tempo previsto de reacdo, a peptidil-resina foi transferida para uma seringa e

lavada de forma analoga a descrita na Metodologia a.
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3.3.2. Metodologia usando o residuo Fmoc-Pra

- Metodologia f: Primeiramente, 0,10074 g de propargilglicina foi colocada em um frasco

tipo Schlenk com valvula para alto vacuo, seguido de 0,11090 g (1,0 mol) de azidoagucar e

cerca de 10 mg (10% mol) de Cp*RuCIl(PPh3),, juntamente com cerca de 5 mL de DCM

anidro. A reagdo foi mantida sob agitacdo magnética por 120 h e, ao término desta, o produto

foi concentrado sob pressdo reduzida e purificado.

O Fmoc O Fmoc
HO NH Cp*RuCl(PPh3), HO NH
\ AcO o AcO =
X G
A&eo Ns AONCZ QNN
. . . AcO C
Propargilglicina AcO
v Acido (S)-2-{[((Fmoc)amino]-3-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-1-
desoxi-b-D-glicopiranose)-1H-1,2,3-triazol-5-il} propanéico
(Vi

Figura 3-5. Esquema geral de sintese do acido (S)-2-{[((Fmoc)amino]-3-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-1-
desoxi-f-D-glicopiranose)-1H-1,2,3-triazol-5-il} propanoico (VII).

Uma vez obtido VII, esse pode ser empregado na décima quarta etapa de acoplamento

utilizando-se metodologia de SPFS, para obtencao de IV (Figura 3-6).
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O II:moc
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1) 4-metilpiperidina | 2) Lavagem com IPA,
(2 x 12 min) | DMF e DCM

(0]
H
O—N-G-A-A-K-A—I—A-K—I—A-D-L)j/\Niz

1) HOBt | 2) Lavagem com IPA,
DIC | DMF e DCM

AR
AcO
Produto VII

O  Fmoc

H
Q-NG-A-AK-A-I-A-K-I-A-D-L-I
AcO “ N

AcO
AcO

1,5-GtP[(p-O-Ac)Glc-1,5-trz-A"JHSP1-NH,-peptdil-resina
(IV)

Figura 3-6. Esquema geral de sintese da 1,5-GtP[(p-OAc)Glc-1,5-trz-A1THSP1-NH:-peptidil-resina
(IV) a partir do acido (S)-2-{[((Fmoc)amino]-3-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-1- desoxi-f-D-glicopiranose)-
1H-1,2,3-triazol-5-il} propandico (VII).

3.4. Sintese da 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'|HSP1-NH;-peptidil-resina

Primeiramente, a peptidil-resina (V) foi seca sob fluxo de N». Pesou-se 0,20756 g desta,
que foi colocado em uma seringa com um filtro de poliuretano. Em seguida, foram succionadas
as solugodes, na seguinte ordem:

- 0,04303 g do azidoagucar desprotegido (1,5 mol; fornecido pelo Prof. Dr. Ricardo José
Alves, Faculdade de Farmacia — UFMGQG) solubilizado em 2 mL de tetraidrofurano (THF)/agua
ultrapura 1:3 (v/v);

- 0,00995 g de CuSO4.5H:0 (0,5 mol) solubilizado em 0,5 mL de agua ultrapura e

- 0,00921 g ascorbato de sodio (0,6 mol) solubilizado em 0,5 mL de agua ultrapura.
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A mistura reacional, inicialmente amarelo-amarronzada, foi deixada em agitacdo por 96
h, a 450 rpm. Ao término da reagdo, evidenciado pela descoloragcdo dos graos de resina, a
glicotriazol-peptidil-resina resultante foi lavada por duas vezes com 2 mL de uma preparagdo
contendo 25% de NaOH e 10% de EDTA (v/v), seguida de protocolo de lavagens descrito no
item 3.2.3.

(0] Fmoc
H NH
QN-G-A-AK-A-I-A-K-I-A-D-L-I
S
1 T .
[Pra']HSP1-NH,-peptidil-resina
v)

1) CuS0,4.5H,0
Ascorbato de sédio

2) Solugdo aquosa de
25% NaOH/10% EDTA

HO (m/v) (2x2mL)
l—ww N5 | 3)Lavagem com IPA, DMF
0 o e DCM
O Emoc
H NH
Q-NG-AAK-A-I-AK-I-A-D-L-I

N,
| 'N
NH

') OH
OH
OH

1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A1]JHSP1-NH,-peptidil-resina
(1)

Figura 3-7. Esquema geral de sintese da 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JHSP1-NHz-peptidil-resina.

3.5. Clivagem e liofilizacao
A cada 1,0 g da peptidil-resina em questdo, empregaram-se 10 mL de solugcdo de
clivagem. As proporg¢des dos reagentes sdo descritas abaixo:

- Clivagem da 1,5-GtP[(p-OAc)Gle-1,5-trz-A'|HSP1-NH:-peptidil-resina (IV):
Solugdo contendo 96% de TFA, 3% de TIS e 1% de 4dgua ultrapura.

- Clivagem da 1,4 GtP[Glc-1,4-trz-A'|HSP1-NH:-peptidil-resina (III): Solugio
contendo 95% de écido trifluoroacético (TFA), 2,5% de triisopropilsilano (TIS) e 2,5% de agua
ultrapura.

O preparo das solucgdes foi feito de forma andloga em ambos os casos. Os reagentes

foram adicionados a um béquer na seguinte ordem: Primeiro a 4gua, seguida do TIS e, por fim,
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o TFA. A respectiva solugdo foi succionada na seringa e a reagdo foi deixada a 450 rpm durante
2h - 2h30.

Ao término, a solucdo resultante foi transferida para um tubo para centrifuga tipo Falcon
de 50 mL, lavou-se a resina com TFA (2 x 2 mL) e o conteudo do tubo foi deixado sob fluxo
de nitrogénio até que o volume se mantivesse constante. Em seguida, o produto foi precipitado
utilizando éter previamente gelado e levado a centrifuga (5 min, 6000 rpm). O sobrenadante foi
descartado e o procedimento repetido quatro vezes. Por fim, o excesso de éter foi retirado sob

fluxo de No.

(0] Emoc
NH

R

H
Q-NGA-AK-A-I-A-K--A-D-L]

Acido trifluoroacético
Triisopropilsilano

0
H,N
2 \i)kl—L-D-A—I—K-A—I—A-K-A-A-G—NHz

ondeR= X __N ou o~
\[ N AcO O\\(\-N
N AR N
(o) OH AcO
OH
OH

Figura 3-8. Esquema simplificado de clivagem das peptidil-resinas.

Os produtos obtidos foram solubilizados em uma mistura agua ultrapura/acetonitrila
(ACN) nas proporgdes de 1:1 (produto I)) ou 1:2 (produto II) e liofilizados por 24h - 48h. Antes
da purificagdo, estes foram caracterizados por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF,
usando um espectrometro Bruker Daltonics® Autoflex III SmartBeam, usando 4cido 2,5-
diidroxibenzdico (DHB) ou 4cido a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA) como matriz e laser

com poténcia de 40%, a fim de comprovar se a sintese foi eficaz.

3.6. Purificacgao

Quando conveniente, a purificagdo foi feita usando um cromatdgrafo Varian

ProStar®210, equipado com colunas semipreparativas de fase reversa Kinetex® C18 5 um (250
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x 10,0 mm, Phenomenex, Torrance, EUA) e Pursuit® C18 5 um (250 x 10,0 mm Agilent, Santa
Clara, EUA). A elui¢do foi realizada com gradiente linear de 4dgua ultrapura acidificada com
0,1% de TFA (fase A) e acetonitrila grau CLAE/UV com 0,08% de TFA (fase B) e os
respectivos peptideos foram detectados a 214 nm (detector na regido do ultravioleta, modelo

ProStar® 330).

- Produto VII: Apos uma elui¢do em escala analitica, empregando um gradiente de 60
min iniciado em 35% de ACN e injecdo de 200 uL de solugdo a 1 mg.mL"' 35% ACN (v/v), os
parametros foram otimizados. Assim, em escala semipreparativa, foram realizadas inje¢des de
1 mg.mL", com fluxo de 2,5 mL.min"' (0 — 20 min, gradiente de 35 — 60% B; 20 — 25 min,
gradiente de 60 — 100% B; 25 — 30 min, gradiente de 100 — 35% B). Todas as amostras foram

coletadas manualmente.

- Produto I: Apds uma eluicdo em escala analitica, empregando um gradiente de 60
min iniciado em 30% de ACN e inje¢do de 200 uL de solucdo a 1 mg.mL"! 30% ACN (v/v), 0s
parametros foram otimizados. Assim, em escala semipreparativa, foram realizadas injegoes de
3 mg.mL"!, com fluxo de 3,0 mL.min!'(0 — 5 min, gradiente de 30 — 35% B; 5 — 15 min,
gradiente de 35 — 55% B; 15 — 18 min, gradiente de 55 — 100% B; 18 — 21 min, gradiente de

100 — 30% B). Todas as amostras foram coletadas manualmente.

3.7. Elucidacio estrutural

A caracterizagdo das substancias sintetizadas foi realizada por meio das seguintes

técnicas:

3.7.1. Espectroscopia no Infravermelho
Quando conveniente, os espectros na regido do infravermelho foram adquiridos em um
aparelho Perkin Elmer Spectrum® RX I da, na faixa de 4000 a 400 cm™, com resolucdo de 2,0
cm’!, empregando-se reflectancia total atenuada (ATR-FTIR), e os dados foram analisados com

a ajuda do software EssentialFTIR.
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3.7.2. Espectroscopia de Dicroismo Circular
Para os ensaios empregando TFE, foram preparadas amostras com proporg¢des variadas
de 2,2,2-trifluoroetanol (TFE)/agua (0:100; 10:90; 20:80; 30:70; 50:50 e 60:40), contendo de
0,1 mg.mL"! de cada peptideo analisado, separadamente. Utilizou-se uma cubeta de 1,0 mm de
caminho Optico para as andlises. J& para os ensaios empregando vesiculas unilamelares, estas
foram preparadas a partir dos fosfolipidios POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina) e POPG (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol), juntamente com

ergosterol, na razado molar de 3:1:1 (POPC:POPG:ergosterol).

/WW ﬁl
0/\(\0“ P-~o _~ N

/

o

-
S

1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC)

Ergosterol

Figura 3-9: Representacio estrutural dos fosfolipideos 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina) e POPG

(1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol) e também do ergosterol.

Para as preparagdes, os respectivos fosfolipidios foram diluidos em CH>Cl», que foi logo
removido por evaporacdo rotativa a pressdo reduzida, resultando em um filme fino, o qual foi
hidratado com 4gua ultrapura. Para a obtencdo das LUVs, submeteu-se a suspensdo para
extrusdo (cerca de 11x) através de uma membrana de policarbonato de 100 nm em um mini-

extrusor (Avanti®, Polar Lipids Inc., AL, EUA).
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Os experimentos foram realizados a 25 °C, em um espectropolarimetro Jasco J-815®
acoplado a um sistema de controle de temperatura Peltier Jasco PTC-423L". Os parametros
para a aquisi¢ao dos espectros foram: janela espectral de 190 — 260 nm, velocidade de varredura
10 nm.min’!, intervalo de coleta de dados de 0,2 nm, 1 nm de largura de banda, tempo de
resposta de 1 s e quatro acumulagdes. Em todas as andlises, os espectros foram subtraidos dos
respectivos brancos para correcao de linha de base. Os espectros, adquiridos e processados com
a suite de softwares Spectra Manager® (Jasco) e analisados com o software CDPro® (Sreerama

& Woody, 2004; Sreerama & Woody, 2000).

3.7.3. Ressondncia Magnética Nuclear

Os experimentos de RMN, executados pelo Prof. Dr. Jarbas Magalhaes Resende
(Departamento de Quimica — UFMG), forma realizados a 20 °C em um espectrometro Bruker
Avance Neo 600, equipado com uma sonda multinuclear de 5 mm de tripla ressonancia ('H/X)
com bobina para aplicagdo de pulsos de gradiente de campo. Essas analises foram realizadas
no Laboratorio de Ressondncia Magnética de Alta Resolucdo (LAREMAR) da UFMG. Entre
1,2 — 1,8 mg dos peptideos foram solubilizados em 600 ou 800 pL de TFE-d>/H20 (50:50%,
v/v), contendo 2,2-dimetil-2-silapentano-5-sulfonato de sddio (DSS — referéncia interna) a 1
mmol.L!.

Experimentos de TOCSY (Total Correlation Spectroscopy) foram realizados usando-se
a sequéncia de pulsos DIPSY-II com o emprego de excitation sculpting por pulsos de gradiente
de campo para supressao de agua (HWANG; SHAKA, 1995; SHAKA; LEE; PINES, 1988). Os
parametros empregados foram: largura espectral de 6250 Hz (10,4140 ppm), 512 incrementos
em ¢ com 16 transientes de 4096 pontos totais.

Experimentos de NOESY (Nuclear Overhauser Spectroscopy) foram adquiridos com
diferentes tempos de mistura (100, 150, 200 e 300 ms), com o objetivo de se avaliar difusdo de
spin. Utilizou-se janela espectral de 6250 Hz (10,4140 ppm), 512 incrementos em #; com 32
transientes de 4096 pontos totais para cada FID. Para supressdo de agua, utilizou-se uma
sequéncia de pulsos com o emprego de excitation sculpting por pulsos de gradiente de campo
(HWANG; SHAKA, 1995).

Experimentos de 'H-'*C HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) foram
adquiridos com janelas espectrais F1 e F2 de 27932,96 Hz (185,08 ppm) e 6250 Hz (10,4140

ppm), respectivamente, e foram usados 360 incrementos em ¢ coletados com 80 transientes de
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2048 pontos totais. Os experimentos foram adquiridos com edicdo de fase, de forma que as
correlagdes de CH e CH3 apresentem fase positiva e as de CH» fase negativa (BOYER;
JOHNSON; KRISHNAMURTHY, 2003; WILLKER et al., 1993).

Uma sequéncia de pulsos de RMN rapida (sofast) foi utilizada para aquisicdo dos
experimentos de 'H-'>’N HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) (SCHANDA;
BRUTSCHER, 2005). Os seguintes parametros foram empregados: janelas espectrais em F1 e
F2 de 2128,56 Hz (35,00 ppm) e 6250 Hz (10,4140 ppm), respectivamente, € 128 incrementos

em ¢, foram coletados com 2400 transientes de 1024 pontos totais para cada FID.

3.8. Testes Biologicos

Os ensaios antifungicos, realizados pela Profa. Dra. Helen Rodrigues Martins
(Faculdade de Farmacia — UFVIM), seguiram o método de referéncia para testes de dilui¢ao
em caldo para determinacdo da sensibilidade de leveduras a terapia antifingica. Foram
utilizadas as cepas Candida tropicalis do fabricante American Type Culture Collection ATCC®
28707, Candida parapsilosis ATCC® 22019 e Candida krusei ATCC® 34135.

Para os testes de sensibilidade utilizou-se o meio sintético RPMI-1640 (com glutamina,
sem bicarbonato e com indicador vermelho de fenol) e solugao tampao de MOPS [acido-3-(V-
morfolino)propanosulfonico] a 0,165 mol/L e pH 7,0.

Para a preparagdo dos indculos, as cepas C. tropicalis ATCC® 28707, Candida
parapsilosis ATCC® 22019 e Candida krusei ATCC® 34135 foram replicadas em tubos estéreis
com agar Sabouraund dextrose e incubadas a 35 °C. O indculo foi preparado escolhendo-se trés
colonias com didmetro de aproximadamente 1 mm de cultura de 24 horas para espécies de
Candida de 48 horas. As colonias foram suspensas em 5 mL de solugdo salina estéril 0,145
mol.L! (8,5 g.L"! NaCl; salina a 0,85%). A suspensdo resultante foi submetida a agitacio em
vortex durante 15 segundos e a densidade celular, ajustada com espectrofotometro Multileitora
Spectramax Paradigm (Molecular Devices), acrescentando-se solucdo salina suficiente para
obter a transmitancia equivalente de uma solugdo-padrao da escala de McFarland 0,5 em
comprimento de onda A de 530 nm. Esse procedimento forneceu uma suspensido-padrao de
levedura contendo 1 x 10° a 5 x 10° células por mL. A suspensdo de trabalho foi diluida 1:50
seguida de outra diluicdo de 1:20 da suspensdo-padrio com meio liquido RPMI-1640,
resultando em concentragio de 5,0 x 10% a 2,5 x 10° células por mL em placas de 96 pogos

estéril de poliestireno cristal transparente em fundo de 350 uL. As placas de culturas foram
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incubadas em 35°C por 48 horas na presenca das amostras testadas em absorbancia no
comprimento de onda de 595 nm, e como controle utilizou-se a anfotericina B Sigma-Aldrich®.
O valor do MICso foi definido como a menor concentragdo em que se observa 50% da
diminui¢do da turbidez do pogo controle (isento de droga), e para realizacdo do calculo do

MICso utilizou-se o software Prism 5.0 com os testes realizados em triplicatas.
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4. RESULTADOS

4.1. Sintese do glicotriazol-peptideo 1,5-GtP[(p-OAc)Gle-1,5-trz-A'|[HSP1-NH;

4.1.1. Metodologia a
A fim de avaliar se a reagdo de 1,3-cicloadicdo catalisada por ruténio empregando o
catalisador Cp*RuCl(PPh3), ocorreu conforme planejado, realizou-se a caracterizagdo do
produto por meio de espectrometria de massas (Figura 4-1).
A mistura reacional, alaranjada devido a coloracdo do catalisador, escureceu levemente
apos as 96 h de reacdo. A coloracao da resina também mudou apos a reacdo. Esta, inicialmente

amarela palida, apresentava-se marrom mesmo depois do protocolo de lavagem (sec¢io 3.2.3).
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Figura 4-1. Espectro de massas completo do produto obtido por meio da metodologia a, mostrando também a
expansdo na regido entre m/z 1340-1580, juntamente com a representacdo estrutural da 1,5-GtP[(p-OAc)Glc-1,5-
trz-A'JHSP1-NH: e sua massa tedrica. Andlise feita usando CHCA como matriz e laser SmartBeam® com

poténcia de 40%.

Os trés primeiros picos observados no espectro de massas sdo referentes,
respectivamente, as massas dos adutos de préton, sédio e potassio do peptideo [Pra'JHSP1-NH,
(Figura 4-2), ou seja, o resultado da clivagem da peptidil-resina original IIT (Figura 3-2),

tendo-se a remocao dos grupos protetores Fmoc e das cadeias laterais, conforme mostrado na
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Tabela 4-1. Portanto, esses picos mais intensos nao estdo relacionados a formac¢ao do produto

de interesse II.
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~N

[Pra]HSP1-NH,

Figura 4-2. Composto VIII, obtido empregando a metodologia a.

Tabela 4-1. Comparag¢do entre as massas teodricas de VIII e as observadas nos espectros

mostrados na Figura 4-1.

[M+H]* [M+Na]* [M+K]*
Teérico 1348,83 1370,81 1386,79
Observado 134887 1370,86 1386,84

Entretanto, também foi identificado um pico de menor intensidade de m/z = 1570,91.
Como esse ndo corresponde a massa esperada, foram calculadas as massas tedricas de produtos
analogos que poderiam ser compativeis com o observado, levando em consideragao, inclusive,
o uso de um azidoagucar incorreto na reacao.

Foram analisadas estruturas com diferentes agucares. No primeiro, considerou-se a
adicao incorreta de N-acetilglicosamina acetilada no meio reacional, em substituicao ao agucar
p-O-acetilado. Outras propostas estruturais envolviam a remocao de um ou todos grupos acetila
dos agucares, pois pensou-se que seria uma possivel reagdo paralela no meio reacional. Também
foram avaliados produtos onde VIII estivesse complexado ao catalisador, substituindo o atomo
de cloro, ou ao 6xido de ruténio (subproduto da catalise, de cor escura — o que explicaria a
coloragdo da resina apds a reagdo), sem sucesso. Por fim, ndo foi possivel atribuir a diferenca
de massa observada (A(m/z) = 222,05) a nenhum composto. Assim, concluiu-se que a sintese
ndo foi eficaz.

Pode-se explicar esse resultado pelo uso da resina como suporte, que reduz a mobilidade
das cadeias peptidicas (em compara¢cdo com um peptideo ndo ligado ao suporte s6lido) e impede
a aproximacdo do catalisador, muito impedido estericamente, impossibilitando que a reagao
aconteca. A ineficacia da reagdo também pode ser devida ao emprego de condi¢des reacionais
inadequadas, como solvente e tempo de reagdo (trabalhos anteriores mostram que o uso de
azidas secunddrias acarreta num maior tempo reacional (BAHIA, 2016)), ou até mesmo a
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integridade do catalisador, que ¢ extremamente reativo em presenga de oxigénio ou agua. Uma
vez que, durante a SPFS, utiliza-se DMF destilada apenas na etapa de acoplamento, dgua
residual pode ter comprometido a eficacia da reagdo, bem como a presenga de oxigénio residual
nos solventes empregados na reagao click (que foram apenas secos, e ndo degaseificados). Além
disso, o catalisador utilizado ja havia sido sintetizado e, mesmo com a armazenagem correta,

parte deste pode ter degradado e se convertido em 6xidos de ruténio.

4.1.2. Metodologias b-e

Uma vez que o produto de interesse nao foi obtido empregando a metodologia a,
decidiu-se testar a viabilidade da reacdo modificando, principalmente, a azida usada. Assim, as
metodologias b-e usaram azida de s6dio ao invés do azidoagucar. O tempo de reacao foi menor
do que na metodologia a, uma vez que foi utilizada uma azida primaria.

Também se variaram os solventes, dando preferéncia aqueles ja utilizados durante a
sintese do peptideo de partida. Por fim, em dois casos, a resina foi tratada previamente com
DCM, a fim de verificar se este influenciaria na reagao.

Assim como na reacdao anterior, em todos os casos, a mistura reacional, alaranjada
devido a coloragao do catalisador, escureceu levemente apds as 72 h de reagdo, assim como a
coloragdo da resina, que se apresentou marrom mesmo depois do protocolo de lavagem. Depois

de clivado da resina, fez-se a analise do produto por espectrometria de massas (Figura 4-3).
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Figura 4-3. Espectro de massas completo do produto obtido por meio da metodologia b, mostrando também a
expansio na regido entre m/z 1340-1580, juntamente com a representagio estrutural da [trz-A'JHSP1-NH: (IX) €

sua massa teorica. Anélise feita usando CHCA como matriz e laser SmartBeam® com poténcia de 40%.

Mais uma vez, o espectro de massas obtido para o produto obtido por meio da
metodologia b indica que obteve-se o VIII (mostrado em 4.1.1, Figura 4-2), onde os picos
observados na expansao do espectro de massas correspondem, respectivamente, as massas dos

adutos de proton, sddio e potassio do peptideo de partida, conforme a Tabela 4-3.

Tabela 4-2. Comparacdo entre as massas teodricas de VIII e as observadas nos espectros

mostrados na Figura 4-3.

[M+H]* [M+Na]* [M+K]*
Teérico 1348,83 1370,81 1386,79
Observado 1348,68 1370,70 1386,68

Por fim, nas duas vezes em que empregou-se DCM como solvente, a azida de sddio ndo
se solubilizou, devido a grande diferenca de polaridade entre o substrato (polar) e o solvente

(apolar). Contudo, a reacdo foi mantida, pois esperava-se que, ao longo da reacdo, fatores
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cinéticos (como a estabiliza¢do do estado de transi¢do pelo solvente) favorecessem a formagao
do produto.

Nao houve a formagdo do produto de interesse em nenhuma das reagdes sguindo as
metodologias b-e ¢ os espectros de massas relacionados aos produtos obtidos apds a clivagem
encontram-se no Apéndice E. Mais uma vez, atribuiu-se a ineficacia da reacdo, principalmente,
ao grande impedimento espacial das espécies (peptideo e catalisador), e aos fatores ja discutidos

anteriormente.

4.1.3. Metodologia f
A ultima tentativa de sintese do Produto II envolveu a reagdo entre a Fmoc-Pra e o
azidoagucar, a fim de minimizar os efeitos espaciais causados pelo suporte solido e pelo
peptideo. Apos as 120 h de reagdo, a solugdo, inicialmente alaranjada, apresentava-se mais
escura. Depois de concentrar o produto sob pressdo reduzida, fez-se a analise desse por

espectrometria de massas (Figura 4-4).
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Figura 4-4. Espectro de massas completo do produto obtido por meio da metodologia f, mostrando
também a expansio na regido entre m/z 600-750, juntamente com a estrutura Acido (S)-2- {[((Fmoc)amino]-3-
(2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-1-desoxi-f-D-glicopiranose)-1H-1,2,3-triazol-5-il } propanoico (VII) e sua razao

massa/carga tedrica. Analise feita usando DHB como matriz e laser SmartBeam® com poténcia de 40%.
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Assim como nas reagdes anteriores, nao foi possivel identificar o pico referente a massa
do aduto de proton do produto de interesse. Logo, as massas de estruturas andlogas (incluindo
seus adutos) foram calculadas (Tabela 4-3), a fim de tentar identificar o produto correspondente
as massas observadas no espectro, imaginando que os grupos OAc pudessem ter reagido com

o ruténio presente no meio reacional.

Tabela 4-3. Comparacao entre as massas teoricas de diversas estruturas similares a inicialmente

proposta, a fim de identificar os picos de massa m/z = 608,23 e m/z = 730,33, observados na

Figura 4-4.
Estruturas consideradas [M+H]" |[M+Na]"| [M+K]"
Fn?oc O
HN —on
AcO _\(\N 709,24 731,22 747,19
AcO O N-y
AcO
AcO
Fn|10c O
HN —on
AcO _\(\N 667,23 689,21 705,18
AcO O N~y
AcO
OH
Fn}oc O
HNE on
HO _\(\N 540,19 563,18 579,15
HO O N-N
HO
HO

Percebe-se que o aduto de sdédio de uma das estruturas consideradas apresenta m/z muito
proximo ao observado no espectro de massas. Como € incomum que o pico base seja um aduto
de sodio, durante o processamento do espectro pode-se ter descontado, de forma erronea, a
massa de um proton, levando ao resultado observado.

Uma vez existem quatro atomos de nitrogénio na estrutura, seguindo a Regra do
Nitrogénio (PAVIA et al., 2016), espera-se que a massa do produto seja par, o que ¢
incompativel o resultado da subtragdo da massa atomica um atomo de sddio do pico base
observado no espectro de massas. Dessa forma, concluiu-se que a sintese o produto foi obtido
com sucesso, porém, devido a um possivel erro de processamento, a razdo massa carga do

produto ndo foi obtida de forma acurada.
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Assim, prosseguiu-se com a purificacao de VII, a fim de se pudesse prosseguir com a
sintese. O perfil cromatografico do produto bruto apresenta trés bandas de maior intensidade,
nomeadas de Fragao 1 (#: = 12,31 min), Fracao 2 (¢, = 20,56 min), ¢ Fracao 4 (¢ = 25,22 min),
Essas, juntamente com a banda de menor intensidade, nomeada de Fracao 3 (¢# = 23,56 min),

foram coletadas manualmente e enviadas para a liofilizacao (Figura 4-5).
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Figura 4-5. Perfil de CLAE do produto bruto da sintese do acido (S)-2-{[((Fmoc)amino]-3-(2,3,4,6-
tetra-O-acetil-1-azido-1- desoxi-f-D-glicopiranose)-1H-1,2,3-triazol-5-il} propandico (VII). Amostra injetada
(1000 uL de uma solugdo a 1 mg.mL™") em coluna Pursuit® C18 5 um (250 x 10,0 mm) equilibrada com TFA a
0,1 %. Elui¢do: solugio de acetonitrila/TFA 0,1% em um fluxo de 2,5 mL.min"!. Absorbancia monitorada em

Amix = 214 nm.

Ap0s a liofilizagdo dos compostos purificados, devido a quantidade minima de amostra
obtida, foi invidvel a realizagdo de novas andlises a fim de confirmar a estrutura dos produtos
resultantes da reacdo, como a caracterizacdo por meio de RMN. Dessa forma, nio foi possivel
concluir a da sintese do 1,5-GtP[(p-OAc)Glc-1,5-trz-A'JHSP1-NH,. Contudo, é de interesse do
grupo de pesquisa, em investigacdes futuras, a otimizagdo da sintese desse residuo Fmoc-1,5-
glicotriazdlico, para que o mesmo seja entdo empregado na rotina de sintese de peptideos em

fase solida, objetivando-se a obten¢do do 1,5-GtP de interesse.
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4.2. Sintese do glicotriazol-peptideo 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'|HSP1-NH;

4.2.1. Sintese e purificacdo

Apbs a sintese em fase solida da [Pra' JHSP1-NH,-peptidil-resina por meio da estratégia
Fmoc-SPFS e de sua caracterizagdo durante as tentativas de sintese de I1, prosseguiu-se com a
sintese do glicotriazol-peptideo (I) por meio da reagdo de cicloadigdo 1,3-dipolar, empregando-
se CuS04.5H>0/ascorbato de sodio.

Antes da adicao dos reagentes, a peptidil-resina apresentava leve colora¢do amarela. Ao
adicionar os reagentes, os graos de resina tornaram-se marrons, provavelmente devido a
acumulacdo dos azidoacucares na superficie da resina. Contudo, com a evolu¢ao da
glicosilagdo, a peptidil-resina volta a sua cor inicial. No espectro de massas do produto obtido

apos a clivagem (Figura 4-6) observa-se a formagao de diversos subprodutos durante a sintese.
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Figura 4-6. Espectro de massas completo do produto obtido através da por meio CuAAC, mostrando também a
expansio na regido entre m/z 1550-1625. Analise feita usando DHB como matriz e laser SmartBeam® com

poténcia de 40%.

Os dois primeiros picos mostrados na expansdo do espectro de massas da Figura 5-6 se

referem aos ions [1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JHSP1-nu, + H]" e [1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JHSP1-NH,
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+ Na]", indicando que o peptideo desejado foi obtido com sucesso por meio da cicloadi¢do
catalisada por cobre. Ja o terceiro e quarto picos sdo referentes, respectivamente, ao ion
molecular e ao aduto de sddio do analogo 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A',D°JHSP1-xn,, onde o residuo

de alanina (A) na posigdo 5 foi substituido por um residuo de acido aspartico (D) (Figura 4-7).
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Figura 4-7. Estruturas referentes aos dois principais picos observados no espectro de massas apds a clivagem

dos produtos formados na glicosilagdo catalisada por cobre, juntamente com suas relacdes massa/carga tedricas.

Pode-se explicar a formagao do subproduto uma vez que o teste de Kaiser ¢ um método
qualitativo de avaliagdo das reagdes de acoplamento e desprotecdo. Assim, o acoplamento da
Fmoc-Ala-5 ndo se deu de forma completamente eficaz, e, na etapa seguinte, um residuo de
acido aspartico a substituiu na posicdo 5 da cadeia peptidica. A sua repeticdo no subproduto
deve-se, provavelmente, a adi¢ao incorreta de solucao de desprotecao (4-metilpiperidina) por
alguns minutos antes da etapa de reacoplamento, necessaria uma vez que o teste de Kaiser
indicou que a primeira tentativa de acoplamento do residuo nao havia sido eficaz. Além disso,
a caracterizagdo do agucar de partida empregando de Espectroscopia na Regido do
Infravermelho (Apéndice F) evidenciou que a reagdo de remocdo dos grupos acetila (m/z =
43,02) se deu de maneira completa, uma vez que o espectro ndo apresenta nenhuma banda na
regido 1750-1735 cm’, tipica de ésteres ndo conjugados. Logo, a diferenca de massa observada
(A(m/z) = 44,00) deveria ser, exclusivamente, de algum residuo incorreto na cadeia peptidica.
Vale mencionar que as bandas observadas entre 2358-2338 cm™! correspondem ao CO; presente

no ar, ndo descontado durante a analise do branco.
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Os outros picos de menor intensidade (mostrados no Apéndice F, Figura F-1) sao
referentes a reagdes incompletas e seus adutos, como por exemplo, m/z = 1142,48, que
corresponde ao peptideo DDIKAIAKAAG-NH, € m/z = 1370,79, que corresponde ao aduto de
sodio do peptideo (Pra)ILDAIKAITAKAAG-NH,.

A reagdo de formagdo do espagador triazolico entre o peptideo e a glicose também se
confirma na analise do espectro de massas obtido na fragmentag¢ao do pico de maior intensidade
referente a [M + Na]". Nesse, € possivel identificar o ion de m/z = 1413,62, que indica a perda
da unidade glicosidica, bem como o pico de m/z = 1385,63, cuja diferenga de massa para o pico
base (A(m/z) = 190,06) equivale a fragmentagdo do triazol, com perda de glicose e N> (Figura

4-8).
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Figura 4-8. Espectro de massas obtido na fragmentagio do ion de m/z 1575,6886, mostrando os fragmentos
mais relevantes, de m/z=1413,83 (perda de glicose) e m/z=1385,92 (perda de glicose e N»). Anélise feita usando

DHB como matriz e laser SmartBean® com poténcia de 40%.

Com a confirmag¢do da obtencdo do produto de interesse, prosseguiu-se com a
purificacdo. O perfil cromatografico do produto bruto apresenta duas bandas de maior
intensidade, nomeadas de Fracdo 1 (# = 6,75 min) e Fracdo 2 (# = 12,65 min). Essas,
juntamente com as bandas de menor intensidade indicadas em vermelho e azul, foram coletadas

manualmente e enviadas para caracterizacdo empregando EM (Figura 4-9).
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Figura 4-9. Perfil de CLAE do produto bruto da sintese do peptideo 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JHSP1-NH..
Amostra injetada (800 pL de uma solugdo a 3 mg.mL™!) em coluna Pursuit® C18 5 um (250 x 10,0 mm)
equilibrada com TFA a 0,1 %. Elui¢do: solugio de acetonitrila/TFA 0,1% em um fluxo de 3 mL.min"'.

Absorbancia monitorada em Amsx = 214 nm.

Inicialmente, esperava-se que uma das bandas mais intensas fosse referente ao
subproduto 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A',D3JHSP1-n1,. Contudo, as fragdes 1 e 2 apresentaram picos
referentes a espécies com massas praticamente iguais na caracterizacdo por MALDI-TOF,
como ¢ possivel perceber na Figura 4-10, enquanto o subproduto 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-
A!,D°THSP1-NH, ndo foi identificado em nenhuma das fragdes coletadas (que inclui as Fracdes
1 e 2, juntamente com as identificadas em vermelho (1-B) e verde (2-B), mostrados na Figura
4-9). Os espectros de massas das bandas de menor intensidade assinaladas encontram-se no

Apéndice F (Figuras F-3 e F-4).
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Figura 4-10. Espectro de massas completo das fragdes 1 e 2 coletados na purificacdo, mostrando também a
expansdo na regido entre m/z 1550-1600, juntamente com a representacdo estrutural da 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-
A'IHSP1-NH; e sua massa tedrica. Analise feita usando DHB como matriz e laser SmartBeam® com poténcia de

40%.

Tabela 4-4. Comparagao entre as massas teorica do Produto I e as massas observadas nos

espectros mostrados na Figura 4-8.

[M+H]* [M+Na]* [M+K]*
Produto I* 1553,90 1575,88 1591,86
Fracio 1** 1553,76 1575,77 1591,74
Fraciio 2%* 1553,72 1575,73 1591,70

* massa teorica
** massa observada

Este resultado sugere fortemente a formagao de dois isdmeros, conforme ja constatado
em sinteses de peptideos, onde resultados similares (substancias com mesma massa molecular
apresentando tempos de retencao distintos em andlises cromatograficas) foram obtidos (REIS
et al., 2018). A fim de confirmar se foram realmente obtidos dois isomeros ¢ nao duas fragdes
correspondentes a0 mesmo produto, mas eluidas em dois tempos de retencdo distintos, decidiu-
se realizar alguns testes.

A fim de se garantir que a detencdo de dois picos com tempos de eluicao distintos para

produtos que levam a ions com mesma m/z ndo esteja relacionada a possiveis processos de
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agregacdo (oligomerizagdo), optou-se pela realizagdo de outros dois tipos de andlise
cromatografica. Em um primeiro ensaio, injetou-se uma aliquota da amostra bruta diluida 30
vezes (Crina = 0,1 mg.mL), além do que, em uma outra proposta de anélise, as fragdes 1 e 2,
puras, coletadas do ensaio mostrado na Figura 4-9, foram analisadas separadamente, sem terem

sido concentradas previamente. Os resultados obtidos sdo presentados na Figura 4-11.
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Figura 4-11. Em preto, perfil de CLAE do produto bruto da sintese do peptideo 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JHSP1-
NHo, injetado com concentragdo 30 vezes menor (0,1 mg.mL") que na purifica¢do original. Sobrepostos em azul
e rosa, respectivamente, os perfis das fracdes 1 e 2, purificadas. Amostras injetadas (200 pL de solugdes a 0,1
mg.mL"), em coluna Pursuit® C18 5 um (250 x 10,0 mm) equilibrada com TFA a 0,1 %. Elui¢do: solugio de

acetonitrila/TFA 0, 1 % em um fluxo de 3 mL.min"'. Absorbancia monitorada em Amsx = 214 nm.

Tabela 4-5. Comparagao entre os tempos de retencao da amostra bruta, diluida e das fragdes

purificadas.
Tempo de retencio (min)
Fracao 1 Fracao 2
Amostra bruta 6,75 12,65
Amostra diluida 6,97 12,58
Fracao 1 6,44 -
Fracao 2 - 12,52
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Mesmo com a diluicdo, o perfil cromatografico da amostra bruta se manteve
(cromatograma em preto). Dessa forma, descartou-se a possibilidade de que a agregacao do
peptideo levou ao aparecimento de duas bandas no cromatograma. Além disso, as bandas de
maior intensidade do produto bruto, quando injetadas separadamente, foram coletadas em
tempos de retengdo distintos (Tabela 4-5). Esses resultados indicam que as fragdes 1 e 2
(Figura 4-9) s3o substancias distintas e, pelas fragdes apresentarem as mesmas massas
moleculares, se tratam de um par de isomeros (Figura 4-10). Logo, concluiu-se que, durante a
sintese, houve a isomerizacao de algum dos residuos de aminoécido, uma vez que o diferente
enovelamento dos peptideos na presenca de H2O/ACN influencia nos seus tempos de retencao.
A essas amostras peptidicas correspondentes aos dois isdmeros sao entdo atribuidas os nomes
de 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JHSP1-nH, A e 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JHSP1-nw, B.

Os dois isdmeros foram coletados em tubos separados e liofilizados por 48h, sendo o
rendimento total da purificacdo de 20%. O baixo rendimento pode estar associado a diversos
fatores, como o tamanho de poro do filtro de seringa utilizado (0,22 pum), que pode ser
incompativel com a amostra. Também houve a necessidade de reutilizar o filtro. Assim, ao
longo dos usos, o acimulo de amostra na superficie do filtro pode ter impediu uma filtragao
eficaz, diminuindo a concentragdo de produto na amostra a ser injetada. Ou, por fim, pode ter
ocorrido perda de parte da amostra no loop de injegao.

Essa classe de biomoléculas, glicotriazol-peptideos, teve sua sintese originalmente
proposta concluida em trabalho desenvolvido em parceria entre nosso grupo de pesquisas na
UFMG e o grupo de pesquisa do professor Rodrigo Moreira Verly da UFVJM (JUNIOR et al.,
2017), todavia os GtPs obtidos no referido trabalho (também derivados da hilseptina 1)
utilizaram de agticares per-O-acetilados na etapa da reagdo CuAAC, tendo sido os GtP contendo
a glicose e a N-acetilglicosamina per-O-acetiladas obtidas (1,4-GtP[(p-OAc)Glc-trz-A'JHSP1-
NH, e 1,4-GtP [(p-OAc)GIcNAc-trz-A'JHSP1-NH,). Os resultados obtidos no atual trabalho,
indicam o uso de azido-actcares desprotegidos ndo leva a complica¢des na obtengao do produto
na reagdo click (o que ja era esperado), bem como ndo levam a problemas de degradagdo do
produto na etapa de clivagem do GtP da resina, sendo entdo uma informagao nova para a sintese
dessa classe de moléculas. Ressalta-se que o uso do azido-acticar sem protecdo das hidroxilas
¢ factivel via a estratégia aqui apresentada, quando esse ¢ inserido na ultima etapa da SPFS,
uma vez que, caso se deseje inserir o residuo em outra posi¢do, reagdes laterais durante etapas

de acoplamento podem vir a acontecer nesses grupos hidroxilas livre.
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4.2.2. Espectroscopia de Dicroismo Circular

Na literatura (CIUMAC et al., 2019; KUMAR; KIZHAKKEDATHU; STRAUS, 2018;
TRAVKOVA; MOEHWALD; BREZESINSKI, 2017) ¢ relatado que a primeira etapa no
mecanismo de ac¢do de peptideos envolve mudangas conformacionais na estrutura destes,
relacionada a uma interagdo preferencial do peptideo com a membrana microbiana. Além disso,
fez-se necessaria a andlise dos isdmeros através de espectroscopia de dicroismo circular, a fim
de investigar se diferem entre si no quesito de perfis de estruturacao, justificando a realizacao
de experimentos de ressonancia magnética nuclear, bem como a identificagdo das melhores
condigdes para os mesmos. Dessa forma foram, inicialmente, realizados experimentos de CD
para os peptideos na presenga de solugdes com proporgoes de 2,2,2-trifluoroetanol (TFE):H>O
variadas, e os espectros obtidos sao mostrados na Figura 4-12. Os espectros em agua pura (em
preto) de ambos os isOmeros sao caracterizados por um minimo em aproximadamente 198 nm,
tipico de peptideos que ndo apresentam conformacao preferencial. Com o aumento gradativo
da concentracao de TFE no meio, nota-se também um aumento na estruturagao dos peptideos,
com a intensificacdo dos dois pontos de minimo proximos a Amin= 208 nm € Amin = 222 nm €
um ponto de maximo proéximo a Amix = 192 nm, caracteristicos de conformagdes a-helicoidal
(GUSMAO et al., 2017). Este ¢ um comportamento tipico de PAMs, que tendem a adquirir
conformagdes bem definidas em contato com a superficie da membrana, diferente do observado

para meios contendo apenas agua.
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Figura 4-12. Espectros de CD obtidos para os isdmeros A ¢ B em diferentes propor¢des de TFE:H,O
Utilizando-se programas apropriados, os teores de estruturacdo em hélice podem ser
obtidos através da deconvolugdo dos espectros, o que foi feito com o auxilio do suite de
softwares CDPro. Os dados de %H obtidos por meio da deconvolugdo, juntamente com a
andlise dos espectros, os peptideos ndo apresentam estruturas definidas em agua (0% TFE),
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devido a interacdo preferencial dos residuos carregados (neste caso, lisinas (K) e acido aspartico
(D)) com as moléculas de solvente, em comparacao as ligagdes de hidrogénio intramoleculares
que a biomacromolécula pode estabelecer. Entretanto, com a adi¢ao de TFE, ocorre a mudanga
da constante dielétrica do meio, favorecendo as intera¢des intramoleculares. Dessa forma, se
utilizado em proporgdes corretas em combinagdo com a agua, pode-se obter um meio que
mimetiza o ambiente de membrana, favorecendo a estabilizagdo das estruturas secundarias de
peptideos com tendéncia a estruturagio (SONNICHSEN et al., 1992).

O perfil obtido para o GtP A ¢ discordante dos dados gerados na deconvolucao, ja que
o espectro de CD indica que a maior estruturagdo do peptideo se deu em 30% de TFE, uma vez
que esta porcentagem corresponde ao grafico contendo pontos de maximo e minimos mais
intensos (em azul); enquanto a deconvolugado indica a saturacao no teor helicoidal (58% H) foi
em 50% TFE (em magenta). Vale ressaltar que ¢ aceitavel um erro de até 5% na deconvolugao,
devido a margem de erro dos algoritmos utilizados no processo. Além disso, uma vez que estes
sdo peptideos modificados estruturalmente, o banco de dados da suite de softwares pode nao
ser suficiente para uma analise muito acurada. Os dados obtidos sugerem que A seja
correspondente ao isomero nao usual, devido ao menor rendimento na purificagdo e menor
estruturacao quando comparado a B.

A analise dos espectros e das porcentagens de hélice do GtP B indica a saturacdo em
64% do teor a-helicoidal, em 50% de TFE. No espectro, a partir de 30% de TFE, obtém-se
teores de hélice semelhantes, assim como na deconvolucao. Este isdmero apresentou quase duas
vezes mais %H em baixas porcentagens de TFE, além de necessitar de quantidades menores de
TFE para adquirir uma estruturagao significativa (20% de TFE (em verde), comparado aos 30%
necessario para a estruturagdo do isomero A).

Nenhum dos espectros apresentou um ponto isodicréico proximo a Amax = 202 nm,
indicando a presenga de outras estruturas além da a-hélice. Por fim, uma vez que a
deconvolucao indicou que o maior teor a-helicoidal se da em 50% de TFE, esta concentragao
foi a propor¢do escolhida para a realizacdo dos experimentos de RMN. Ademais, essa
concentragdo possibilitard uma comparagdo direta com a estrutura tridimensional do peptideo
nativo HSP1, que foi previamente determinada em condigdes similares por estudos de
espectroscopia de RMN (PRATES et al., 2004).

Devido a sua elevada acuracia e versatilidade, as vesiculas unilamelares (LUVs) sao
amplamente empregadas como meios biomiméticos de membrana (EEMAN; DELEU, 2010).

Assim, foi de suma importancia analisar o comportamento dos isdmeros também nesse meio,
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uma vez que estes dados reproduzem com mais fidelidade os observados em meio biolégico,
quando comparados as analises em TFE. A Figura 4-13 mostra os espectros obtidos em
diferentes concentracdes de LUV e, de modo analogo ao observado anteriormente, os espectros
em agua pura (em preto) de ambos os isdmeros apresentam um minimo em aproximadamente
198 nm, tipico de peptideos que ndo apresentam conformacao preferencial. Com o aumento
concentragdo de LUVs no meio, nota-se também um aumento na estruturacdo dos peptideos,
com a intensificacdo dos pontos caracteristicos de motivos estruturais de a-hélice (minimos em
Amin= 208 nm € Amin = 222 nm € Maximo em Amax= 192 nm), que apresentam valores em modulo
ainda maiores, quando comparados aos espectros obtidos em TFE, indicando uma maior
estruturacdo quando se empregam LUVs.

A incorporagao do ergosterol, composto constituinte da membrana celular de fungos, as
LUVs garante uma maior similaridade entre o modelo e o meio bioldégico, uma vez que
trabalhos anteriores do grupo mostraram uma maior atividade bioldgica (e consequente
interag¢ao) do peptideo de referéncia 1,4-GtP(p-OAc) frente a cepas de fungos (JUNIOR et al.,
2017).
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Figura 4-13. Espectros de CD obtidos para os isdbmeros A e B em diferentes propor¢des de LUVs
(POPC:POPG:Ergosterol 3:1:1):H,O

Em ambos os casos, a maior estruturacdo se deu em 2,0 mM de LUVs e, em
concordancia com o observado em TFE, o GtP B apresenta um espectro com pontos
caracteristicos de a-hélice mais intensos. Além disso, a deconvolucio dos espectros indicou que
o maior teor helicoidal do GtP A se deu 0,25 mM (38% H), frente a 45% H que o GtP B
apresentou em 2,0 mM de vesicula. Esses dados indicam que, muito provavelmente, o produto
B ¢ correspondente ao isdmero padrdo, que apresenta uma rede de interagdes intramoleculares
mais coesa (em especial de ligagcdes de H “i,i+4” CO---HN entre o oxigénio da carbonila da
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posicdo i, com o hidrogénio amidico do quarto residuo de aminoacido subsequente, i+4),
gerando um peptideo mais estruturado (Figura 4-14). Resultado similar foi obtido por Reis e
colaboradores (REIS et al., 2018), sendo que os estudos de RMN indicaram que o isdmero
padrao do peptideo estudado por eles, LyeTx-B, ¢ aquele com maior estruturacdo, tendo esse
ainda apresentado maior atividade e interacdes com membranas mais fortes que o outro

isOmero.

Carboxi terminal

.r_\'? ¢. () carbono

Hidrogénio

@® Mitrogénio

@ Oxigénio

@ Cadeias laterais
== ligacdo simples

RIEEEES Ligac8c de hidrogénio
== ligacdes C-Ce C-N na
estrutura da alfa-hélice

0,54 nm = 3,7 residuos de aminoacido

Amino terminal

Figura 4-14. A a-hélice. As ligagdes em preto representam as pertencentes ao esqueleto do peptideo. As linhas
pontilhadas representam as ligagdes de hidrogénio, que conectam a carbonila de um residuo de aminoacido com
o hidrogénio da amina logo. Imagens retiradas e adaptadas de FEHER, 2016 com autorizagdo da Elsevier

(Anexo D).

Existem diversos mecanismos que levam a isomerizagao de peptideos (KEMP, 1979) e
um deles ¢ inversdo do centro quiral vizinho a carbonila, devido a presenga de um 4tomo de
hidrogénio de carater acido que, ao ser capturado por uma das bases presentes no meio reacional
(como a 4-metilpiperidina, empregada durante a etapa de desprote¢do, ou a propria agua
residual dos solventes destilados), pode levar a isomerizacdo de um ou mais centros quirais

presentes na molécula, como mostrado na Figura 4-15.
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Figura 4-15. Mecanismo de formagédo de isomeros em aminoacidos

A inversdao de um dos centros quirais da biomacromolécula pode enfraquecer uma ou
mais ligacdes de hidrogénio responsaveis pela estabilizagdo da estrutura secundaria do
peptideo, devido a possivel repulsdo causada pela proximidade com outras cadeias laterais.
Logo, espera-se que o isdmero incomum apresente uma estruturagdo menor. Contudo, somente

a obtencao das estruturas por RMN pode confirmar essa hipotese.

4.2.3. Espectroscopia de Ressondncia Magnética

Para se obterem mais dados que confirmem que as duas fragdes coletadas dos 1,4-GtPs
se tratam de dois isdmeros distintos, foram entao preparadas solugdes das respectivas amostras
em TFE-d>/H20 (50:50%, v/v), tendo sido realizados experimentos de RMN das mesmas a 20
°C. Os espectros unidimensionais de RMN de 'H sdo apresentados a seguir na Figura 5-15. As
diferencas relativas as composi¢des quimicas das amostras sdo nitidas pela inspe¢ao desses
espectros unidimensionais. Diferengas bem consideraveis de perfis espectrais nas regides de
menor deslocamento quimico sao constadas (Figura 4-16, faixa de ¢ de 0,80 a 5,55 ppm), bem
como nas regides de deslocamentos quimicos de hidrogénios amidicos e aromatico, conforme
expansao mostrada na regido expandida da Figura 4-17, o que confirma que essas amostras
tratam de um par de isomeros. Nas regides de maiores deslocamentos quimicos, os sinais
relativos aos hidrogénios triazdlico e anomérico sdo prontamente reconhecidos, uma vez que
suas frequéncias de ressonancia estao conectadas as respectivas frequéncias de ressonancia dos
4tomos de carbono diretamente ligados nos mapas de contornos 'H-'*C HSQC (Figura F-6, e
maior destaque na expansao apresentada na Figura F-10, Apéndice F). Neste contexto, os
sinais de ressonancia do H anomérico e do H triazélico de 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A1JHSP1-xH, A
sdo observados em 5,73 e 8,21 ppm, enquanto que os de 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A1JHSP1-xH, B
sdo observados em 5,56 e 8,20 ppm. Os sinais dos hidrogénios triazdlicos sao observados como
simpletos, ao passo que os sinais dos hidrogénios anoméricos sdo dupletos, devido ao
acoplamento de trés ligagdes com o hidrogénio vizinho do anel glicosidico. Ainda, para os GtPs

A e B, os sinais de ressondncia do carbono hidrogenado do anel triazolico sdo observados nos
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respectivos mapas de contornos 'H-'3C HSQC em 124,5 e 125,3 ppm, ao passo que os dos

respectivos carbonos anoméricos sao observados em 87,7 e 87,6 ppm
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Figura 4-16. Espectros de RMN de 'H das amostras do (A) 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JHSP1-NH, A e (B) B em TFE
d2:H20 (50:50), a 20 °C, (600 MHz).
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Figura 4-17. Espectros de RMN de 'H parciais das amostras do (A) 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A1JHSP1-NH, A ¢ (B) B

em TFE-d2:H20 (50:50), a 20 °C, (600 MHz). Regido de ressonancias de hidrogénios amidicos e aromatico
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A excegio do sinal do respectivo hidrogénio triazélico, os demais sinais da Figura 4-
17 sdo relacionados a hidrogénios amidicos e apresentam distribui¢cdes de frequéncias de
ressonancias distintas para as duas amostras, o que confirma que as mesmas se tratam de um
par de isomeros, conforme se constata pela superposicdo dos dois mapas de contornos na
Figura 4-18 apresentada a seguir. Sdo observados perfis espectrais distintos, com diferencas de
deslocamentos quimicos de ambos os nicleos (‘H e '°N), o que refor¢a a diferenca da

composi¢do quimica das duas amostras.
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Figura 4-18. Sobreposi¢do dos mapas de contornos 'H-'>N HMQC das amostras de 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-
A'THSP1-NH; A (vermelho) € B (azul) em TFE-d>:H,O (50:50), a 20 °C, (600 MHz).

Os respectivos mapas de contornos 'H-'>N HMQC sio apresentados sem sobreposi¢io
na Figura F-8 do Apéndice F. Em ambos os espectros sdo observadas quinze correlagdes bem
definidas, sendo as duas de menor deslocamento quimico de hidrogénio (entre 6,9 e 7,4 ppm)
associadas as ressonancias da amidacdo C-terminal e as outras treze correlagdes estdo
associadas aos acoplamentos entre os hidrogénios amidicos dos residuos de Ile-2 a Gly-14.
Esses resultados indicam que os peptideos apresentam significativo grau de estruturacao,
estando esses hidrogénios amidicos interagindo por ligacdo de hidrogénio com outros dtomos
da estrutura e, portanto, ndo estando envolvidos em processos de troca quimica rapida, o que

impediria a detecgdo dessas correlacdes (RESENDE et al., 2008; WUTHRICH, 1986). A
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detec¢do do niimero de sistemas de spins de aminoacidos esperada ¢ mais uma evidéncia da
obtencdo do par de isdmeros glicotriazol-peptidicos, conforme evidenciado anteriormente por
analises de espectrometria de massas ¢ CLAE.

Na Figura 4-19 sdo apresentadas superpostas secdes dos mapas de contornos TOCSY .
Na dimens3o F2, as frequéncias de ressondncias abaixo de 6,0 ppm correspondem aos
hidrogénios anoméricos dos isdmeros, sendo as respectivas correlagdes referentes aos sistemas
de spins das unidades de glicose. Ja as frequéncias de ressondncia acima de 7,5 ppm
correspondem as ressonancias dos hidrogénios amidicos e as respectivas correlagdes sao
referentes aos sistemas de spins dos residuos de aminodcidos. Conforme constatado
anteriormente, sao nitidas as diferencas de deslocamentos quimicos dos hidrogénios amidicos.
Ademais, sdo as diferencas de deslocamentos quimicos de outros nicleos, como hidrogénios o
e [ dos residuos de aminoacidos o que confirma, indubitavelmente, que as amostras em questao

se tratam de um par de isdmeros
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Figura 4-19. Sobreposi¢do dos mapas de contornos TOCSY parciais das amostras de 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-
A'THSP1-NH; A (vermelho) € B (azul) em TFE-d>:H,O (50:50), a 20 °C, (600 MHz).

Os mapas de contornos NOESY dos dois GtPs sdo apresentados na Figura 4-20.
Quando esses espectros sdo comparados aos respectivos mapas de contornos TOCSY (nos quais
se observam as correlacdes associadas aos sistemas de spins dos aminoacidos), constata-se a
presenca de inumeras correlagdes cruzadas, o que indica contatos entre residuos de aminoacidos
distintos e, por conseguinte, estruturagio dos GtPs (RESENDE et al., 2008; WUTHRICH,
1986). Destacam-se as varias correlacdes entre hidrogénios amidicos (regides de deslocamento
quimico entre 6,4 e 8,8 ppm), que caracterizam contatos entre residuos de aminodacidos
espacialmente vizinhos. As correlacdes entre os hidrogénios anoméricos e outros hidrogénios

do anel da glicose estdo destacadas em retangulos verdes. Correlacdes que ainda merecem
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destaque, sdo as entre os hidrogénios anoméricos e triazolicos nos dois mapas de contornos,
destacadas em circulos vermelhos, indicando as respectivas proximidades espaciais do residuo
glicotriaz6lico. Ademais, sdo observadas outras correlacdes entre os hidrogénios triazolicos e
outros hidrogénios do anel da glicose, destacadas em retangulos vermelhos, que indicam a
conexao entre o anel triazolico e o glicosidico (ressalta-se que os deslocamentos quimicos dos
sistemas de spins dos anéis de glicose foram caracterizados pelo mapa de contornos TOCSY).
Percebem-se ainda, destacados em retangulos azuis, a correlagdo entre hidrogénios do anel da
glicose com hidrogénios de sistemas de spins de aminoacidos, o que confirma a proximidade
espacial do residuo glicotriazdlico a outros residuos de aminoacidos da cadeia polipeptidica
(ressalta-se que os deslocamentos quimicos dos sistemas de spins dos residuos de aminoacidos
foram caracterizados pelo mapa de contornos TOCSY). Para o 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JHSP1-
NH, A (Figura 4-20), ainda observa-se correlagdao entre o hidrogénio triazolico e hidrogénio do
sistema de spins dos residuos de aminoacidos, destacadas em retangulos magenta. Vizinhangas
espaciais entre residuo glicotriazélico e outros aminoacidos foram previamente observadas pelo
nosso grupo de pesquisa, em estudos estruturais da [(p-OAc)Glc-trz-A'*]PS-2, um GtP derivado
do peptideo filoseptina-2
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Figura 4-20. Mapas de contornos NOESY das amostras de (A) 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A1]JHSP1-NH: A e (B) B em
TFE-d>:H,0 (50:50), a 20 °C, (600 MHz). Correlagdes entre os hidrogénios anoméricos e triazolicos estao

destacadas em circulos vermelhos; entre os hidrogénios triazélicos e outros hidrogénios do anel da glicose estao
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destacadas em retangulos vermelhos; entre hidrogénios do anel da glicose e de residuos de aminoacidos sdo
destacadas em retangulos azuis; entre hidrogénio triazolico e hidrogénios de residuos de aminoacidos sao
destacadas em retangulos magenta; entre os hidrogénios anoméricos e outros hidrogénios do anel da glicose

estdo destacadas em retangulos verdes

Na literatura sdo relatadas sinteses de peptideos, nas quais um par de isomeros foram
obtidos. No trabalho de Reis e co-autores (REIS et al., 2018), foi proposta a sintese do peptideo
antimicrobiano LyeTxI-b, tendo sido obtidos no cromatograma da sintese duas fracdes
diferentes que apresentavam a mesma massa molecular. Essas fracdes apresentaram atividades
bioldgicas distintas, tendo sido obtidas a estrutura tridimensional de RMN do isdmero mais
ativo. Embora nado tenha sido determinada a estrutura tridimensional do peptideo com menor
atividade nesse trabalho, significativas diferencas foram observadas entre os conjuntos de
espectros de RMN, tendo-se entdo confirmada a existéncia de dois isOmeros.

A caracterizagdo dos sinais de ressonancia do anel triazolico, por si so, confirmam a
efetivacao da reagdo click e obtengdo dos glicotriazol-peptideos, conforme observado por
espectrometria de massas. Nao obstante, foram reconhecidos com auxilios dos mapas de
contornos HMQC e posterior andlise dos mapas de contornos TOCSY, os respectivos sistemas
de spins dos anéis glicosidicos nos dois isomeros. Nos mapas de contornos TOCSY ainda foram
reconhecidas as regides de deslocamentos quimicos que definem os sistemas de spins dos
residuos de aminoacidos, tendo sido vizinhangas especiais entre esses sistemas de spins, bem
como vizinhangas dos mesmos com o sistema de spins do residuo glicotriazdlico reconhecidas.
A realizacao dos experimentos de RMN neste projeto de mestrado teve como objetivo principal
a obten¢do de mais um indicio experimental da formagao de dois isdmeros na sintese do 1,4-
GtP[Glc-1,4-trz-A1JHSP1-NH,. As atribui¢des inequivocas dos sinais de ressondncia e a
obtencdo das estruturas tridimensionais dos GtPs demanda um trabalho de significativa
complexidade (WUST, 2017; WUTHRICH, 1986) e estdo fora do escopo do projeto de
mestrado original. Portanto, tais estudos ndo foram realizados durante a execucao das atividades
desta dissertacdo. Entretanto, ¢ objetivo de trabalhos futuros do nosso grupo de pesquisa a
interpretacdo detalhada dos espectros de RMN desses dois GtPs, a fim de se obterem as
respectivas estruturas tridimensionais, que sdo parametros importantes para uma compreensao

da interagdo com membranas ¢ da atividade antimicrobiana dessas moléculas.
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4.2.4. Testes biologicos

As atividades antifiingicas (Tabela 4-6) dos isomeros 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JHSP1-
NH, A e B foram analisadas contra fungos Candida spp. Testes similares foram feitos para o
peptideo HSP1-NH, e para o glicotriazol-peptideo per-O-acetilado 1,4-GtP[(p-OAc)Glc-1,4-trz-
A'THSP1-NH, (estruturas mostradas na Figura 4-21), sintetizados e caracterizados por Junior e

colaboradores (JUNIOR et al., 2017), e ao farmaco controle, Anfotericina B.

0
H,N
2 EJJ\I—L-D-A—I—K-A—I—A-K-A-A-G—NH2

N
\E °N 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'|HSP1-NH,

OH
OH

0
H,N
2 EJJ\I—L-D-A—I—K-A—I—A-K-A-A-G—NH2

\EN‘\,N 1,4-GtP[(p-OAc)Gle-1,4-trz-A'[HSP1-NH,
Naco (JUNIOR et al., 2017)
0 \<QAc
OAc
OAc

0
H,N
2 JJ\I—L-D-A—I—K-A—I—A-K-A-A-G—NH2

HSP1-NH,

Figura 4-21. Comparacio entre as estruturas primdrias dos glicotriazdis-peptideos e peptideo empregados nos

testes antifiingicos.
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Tabela 4-6. Comparacdo entre a atividade fungicida do peptideo HSPI1-NH,, glicotriazol-
peptideo 1,4-GtP[(p-OAc)Glc-1,4-trz-A'THSP1-NH, (1,4-GtP(p-OAc)), 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-
A1JHSP1-NH; A e B e anfotericina B em Candida sp ATCC.

MICso (1M)*/ MFCs,"
Micro- . R ..
. HSP1-NH; | 1,4-GtP(p-OAc) | Isomero A | IsémeroB | Anfotericina B
organismo
Candida
tropicalis 143,90 46,27 74,01 87,13 85,30
ATCC 28707
Candida
parapsilosis 134,10 27,88 43,90 46,75 17,80
ATCC 22019
Candida krusei
ATCC 34135 139,90 30,3 71,96 85,53 32,72

? concentragdo minima inibitdria.
P concentragio fungicida minima.
As analises foram realizadas de acordo com as recomendagdes do NCCLS (NCCLS, 2002).

Em comparagao com o peptideo HSP1-NH,, a inser¢ao do anel triazélico e dos diferentes
sacarideos nas estruturas levou a um aumento significativo na atividade antifingica dos
compostos avaliados. Este ¢ um resultado esperado, uma vez que em trabalho anterior do grupo
foi mostrado que o triazol tem papel fundamental na inibi¢do da biossintese do ergosterol, um
dos componentes da membrana celular de fungos, além do que o carboidrato aumenta a
afinidade do GtP pela membrana, em comparacao ao peptideo e ao triazol-peptideo analogos
(JUNIOR et al., 2017).

Apesar do isomero GtP A apresentar MICs ligeiramente menores que os do GtP B contra
todos os fungos testados, ¢ observada diferenca expressiva entre suas atividades. Quando
comparados esses isomeros a Anfotericina B, atividades similares sao observadas no combate
a cepas de Candida tropicalis, todavia o controle se mostra mais ativo contra os outros dois
micro-organismos. Embora  varios peptideos atibidticos apresentem  atividades
significativamente maiores que os controles, esse resultado ndo € por si s6 surpreendente, uma
vez que, para se avaliar o efeito da insercdo da unidade glicotriazdlica, optou-se pela escolha
de um peptideo (HSP1-NH,) com atividades antibacteriana e antifingica moderadas (conforme
distcutido anteriormente em JUNIOR et al., 2017). De fato, ao se compararem as atividades dos
GtP A e B aos da HSP1-NH,, percebe-se uma melhora considerdvel do potencial antifingico

pela inser¢ao do residuo glicotriazdlico.
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Ao se compararem as atividades dos GtPs com as hidroxilas do carboidrato livres (1,4-
GtP[Glc-1,4-trz-A1JHSP1-NH, A e B) com a da espécie contendo a glicose per-O-acetilada
percebe-se a 1,4-GtP[(p-OAc)Glc-1,4-trz-A'JHSP1-NH, sendo muito mais ativa, tendo essa
atividade inclusive bem superior a do farmaco controle no combate & Candida tropicalis, sendo
similares a este em relagdo as outras cepas de Candida spp. Esses resultados confirmam que,
sem sombra de duvidas, a acetilagdo do carboidrato ¢ importante para as atividades antifiingicas
desses GtPs derivados da HSP1-NH.. Estudos de Ressondncia Plasmonica de Superficie (SPR)
indicaram que o carboidrato per-O-acetilado aumenta a afinidade do GtP pela membrana
(JUNIOR et al., 2017). Estudos andlogos ainda nao foram feitos com GtP contendo o agucar
com as hidroxilas livres, sendo que investigacdes futuras poderdo dar informacao relativas a
1sso. Sabe-se também que, tanto a estrutura tridimensional do peptideo, quanto sua topologia
de interacdo com membranas sdo fundamentais para o processo de interacdo peptideo-
membrana, de forma que a disposicao de residuos hidrofilicos ou hidrofobicos em posigdes
especificas podem aumentar ou diminuir a afinidade do peptideo por membranas (cf.
RESENDE et al., 2014). Neste contexto, ¢ possivel que o carboidrato per-O-acetilado estivesse
parcialmente inserido na membrana, sendo que a remocdo os grupos acetil possam estar
associados a mudangas a estruturais e/ou topologicas do GtP. E de interesse futuro do grupo de
pesquisa, trabalhos visando a obtencdo das estruturas tridimensionais e de topologia de
interagdo com membranas (feitos normalmente por RMN em solu¢do e de solidos,
respectivamente), a fim de se obterem informagdes em resolucdo atomica sobre o papel do
carboidrato para a interagdo peptideo-membrana. Estudos de SPR para os isomeros A e B serao
também importantes para se entender como a remocao dos grupos acetil interferem na constante

de afinidade GtP-membrana.
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5. CONCLUSAO

Este trabalho objetivou sintetizar as macrobiomoléculas 1,5-GtP[(p-OAc)Gle-1,5-trz-
A'JHSP1-NH; e 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JHSP1-NH,, empregando diferentes metodologias de
reagdo envolvendo cicloadi¢des 1,3-dipolar, catalisadas, respetivamente, por Ru(Il) e Cu(]).

O intermediario-chave [Pra'JHSP1-NH, (V) foi obtido por meio da estratégia Fmoc-
SPFS, tendo o mesmo sido usado em cinco metodologias de sintese, que visavam obter mais
informagdes acerca da viabilidade de obtencao de 1,5-triazol-peptideos, pelo emprego de
Cp*RuCl(PPh3), como catalisador organometalico. Por meio da analise dos espectros de
massas obtidos para essas metodologias, pdde-se concluir que essas foram ineficazes. Contudo,
o espectro de massas obtido para o produto formado empregando a sexta metodologia (f), que
envolveu a reagdo entre o residuo Fmoc-Pra e o azidoagucar p-O-acetilado, indica que esta foi
bem sucedida para a obtencdo do residuo Fmoc-1,5-glicotriazélico (VII), embora seja
necessario se otimizarem as condi¢des reacionais. A caracterizagdo do produto obtido por essa
ultima metodologia foi realizada apenas por espectrometria de massas, uma vez que outras
analises, como por espectroscopia de RMN, demandam maior quantidade de amostra. E de
interesse do grupo de pesquisa, em investigagdes futuras, a otimizagao da sintese desse residuo
Fmoc-1,5-glicotriazolico, para que o mesmo seja entdo empregado na rotina de sintese de
peptideos em fase sdlida, objetivando-se a obtengao do 1,5-GtP de interesse.

A sintese da 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-A'JHSP1-NH, utilizando sulfato de cobre
pentraidratado (CuSO4.5H>0), ascorbato de so6dio e um azidoagucar, forneceu um par de
isdmeros em pequenos rendimentos, devido a grande perda durante o processo de purificagdo.
Esses foram caracterizados por espectrometria de massas MALDI-TOF, sendo que andlises de
CLAE, CD e RMN que provaram, indubitavelmente, a formacao de dessas duas moléculas
isoméricas (A e B). Esses dois isomeros tiveram suas atividades biologicas avaliadas contra trés
espécies de fungos, sendo as mesmas confrontadas com as atividades antifungicas do peptideo
base HSP1-NH, e do respectivo GtP contendo a glicose per-O-acetilada. As atividades dos
isdmeros A e B sdo muito similares, todavia a inser¢do do residuo glicotriazolico na cadeia
peptidica gera um aumento significativo na atividade antifiungica dos 1,4-GtP, quando
comparados @ HSP1-NH.. Quando comparadas as atividades antifingicas de A e B as da 1,4-
GtP[(p-OAc)Glc-1,4-trz-A'THSP1-NH, (GtP contendo glicose per-O-acetilada), percebeu-se
uma diminui¢do significativa na atividade antifiingica, indicando que a acetilacio do

carboidrato estd associada a um papel importante para a agao antifingica dessa espécie. Estudos
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anteriores mostraram que a presenga do carboidrato per-O-acetilado aumenta a afinidade do
GtP pela membrana, sendo que ¢ possivel que, para o caso especifico desses GtP, a
desacetilagdo tenha levado a modificagdes topologico-estruturais e a uma menor afinidade.
Por fim, ¢ de suma importancia ressaltar que os resultados obtidos indicam que o
emprego de azido-agucares desprotegidos na sintese ¢ factivel, desde que estes sejam inseridos
na cadeia peptidica na ultima etapa da SPFS. A presenca destes agucares ndo leva a
complicagdes na obtencdo do produto na reagdo click ou degradacdo durante a etapa de

clivagem, levando a novas possibilidades de sintese envolvendo essa classe de compostos.
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APENDICE A

Aminoacidos essenciais e suas respectivas representacoes,
estruturais e massas.
o) o) o)
HO)H/NHZ HO NH, Ho)iNHz
OH
S\

Alanina Metionina Treonina Histidina
Ala (A) Met (M) Thr (T) His (H)
89,09 g.mol! 149,21 g.mol! 119,12 g.mol! 155,16 g.mol!

o) 0 0
Ho)j/\m-lz o NH, HOJK[NHZ
SH
Valina Fenilalanina Cisteina Lisina
Val (V) Phe (F) Cys (C) Lys (K)
117,15 g.mol’! 204,23 g.mol™! 121,16 g.mol’! 146,19 g.mol’!
(o) o) o)
o NH, Ho NH, Ho NH,
o
\
N NH,
H
Leucina Triptofano Asparagina Arginina
Leu (L) Trp (W) Asn (N) Arg (R)
131,18 g.mol! 204,23 g.mol! 132,16 g.mol! 174,20 g.mol!
o) o) (o)
|-|o)j/\Nj2 HO)K/ NH; HO NHz
07 "NH,

Isoleucina Glicina Glutamina Acido Aspartico
Tle (D) Gly (G) Gln (Q) Asp (D)
131,18 g.mol! 75,07 g.mol! 146,15 g.mol! 133,10 g.mol!

o o) o)
N NH NH
HO% HOJK[ 2 HO 2
OH
OH
Prolina Ser Tirosina Acido Glutimico
Pro (P) Ser (S) Tyr (Y) Glu (E)

115,13 g.mol’!

@ Hidrofobicos

105,09 g.mol!

@ Polares, sem carga

181,19 g.mol™!

147,13 g.mol™!

Figura A-1. Aminoacidos essenciais com suas representagoes, caracteristicas estruturais e massas.

carateristicas
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APENDICE B

Aminoacidos empregados na sintese, com seus respectivos grupos protetores e

massas.

0] I|=moc (0] I|=moc (0] I|=moc
NH NH NH
HOJ\r HO HO
Alanina Leucina Isoleucina
Fmoc-Ala-OH Fmoc-Leu-OH Fmoc-Ile-OH
311,33 g.mol’! 353,41 g.mol’! 353,41 g.mol’!
o) l|=moc
NH
HO
Glicina Lisina Acido Aspartico
Fmoc-Gly-OH Fmoc-Lys(Boc)-OH Fmoc-Asp(OtBu)-OH
297,31 g.mol! 146,19 g.mol! 411,45 g.mol!
o) l|=moc
NH
HO
X
Propargilglicina
Fmoc-propargyl-OH
411,45 g.mol!
o Hidrofobicos ® Polares, sem carga

Figura B-1. Representacao estrutural dos aminodcidos empregados na sintese, com seus respectivos

grupos protetores e massas.
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APENDICE C

Metodologia completa de sintese do peptideo [Pra'|HSP1-NH..

Primeiramente, empregou-se uma resina de grau de substituicio 0,74 mmol.g” e as

tentativas de acoplamento sdo descritas na tabela abaixo:

Tabela C-1. Dados da primeira tentativa de sintese da [Pra'JHSP1-NH,, utilizando uma resina

de grau de substitui¢do 0,74 mmol.g.

.| Pesado | HOBt | DIC | DMF|DCM | T¢™P? | Reacdo N
Residuo ) (@ (L) | (mL) | (mL) de~ efetiva Observacgoes
reacio

G 0,17901]0,09131| 92 2 1 3h Sim -

A 0,1846910,09189| 92 2 1 3h Sim -

A 0,1852410,09094| 92 2 1 3h Sim -

K 0,2782 | 0,0936 | 92 2 1 3h Sim -

A 0,18616]0,09216| 92 2 1 3h Sim -

| 0,2106410,09667 | 92 2 1 3h Sim -

A 0,1894710,09796 | 92 2 1 3h Nio -
A* 0,1858110,09195| 92 2 1 3h Sim -

K 0,2783110,09210| 92 2 1 3h Nio -
K* 0,2797310,09222 92 2 1 3h Nao 2 gotas de Triton®
K* [0,34906(0,12567| 115 2 1 4h Nao 5 eq. e 2 gotas de Triton®
K* [0,28140(0,09186| 92 2 1 3h Nao [ 31°Ce 2 gotas de Triton®
K* 0,2925310,09481 | 92 2 1 3h Nao 4 gotas de Triton®
K* [0,28232(0,09121| 92 3 - 4h Nao 0,3 mL de DMSO

*acoplamentos repetidos

Ap0s inumeras tentativas falhas de acoplamento da Fmoc-Lys(Boc)-7, onde variou-se
o nimero de equivalentes utilizado dos reagentes, tempo, temperatura, solvente e até a
quantidade de detergente adicionado, esta sintese foi abandonada e mudou-se o grau de
substitui¢do da resina. Concluiu-se que a agregacao das cadeias peptidicas, devido a sua grande
proximidade na resina com maior grau de substituicdo, impedia o prosseguimento da sintese.
Abaixo ¢ apresentada a Tabela C-2, que sumaria as informagdes sobre a sintese com o emprego

da resina de grau de substitui¢do 0,52 mmol.g™'.
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Tabela C-2. Dados da primeira tentativa de sintese da [Pra'JHSP1-NH,, utilizando uma resina

de grau de substitui¢do 0,52 mmol.g™.

Residug | Pesado | HOBt | DIC | DMF | DCM Te('i‘;p" Reagiio Observagbes
(8 (g |(uL)|(mL) | (mL) reagiio efetiva

G 0,17803 | 0,09130| 92 2 1 3h Sim -

A 0,1878 | 0,0964 | 92 2 1 3h Sim -

A 0,1887 | 0,0961 | 92 2 1 3h Sim -

K 0,281330,09520| 92 2 1 3h Sim -

A 0,19064 | 0,09305| 92 2 1 3h Sim -

I 0,2126 |0,09610 | 92 2 1 3h Sim -

A 0,187520,09428 | 92 2 1 3h Sim -

K 0,28911 | 0,09478 | 92 2 1 3h Sim -

I 0,21080 | 0,09457 | 92 2 1 3h Nio -

I* 0,26505|0,11449 | 115 | 2 1 3h30 | Nao 5eq.

I* 0,31680 | 0,13890 | 138 | 2 1 3h30 Sim 6 eq. e 2 gotas de Triton®
A 0,23171|0,11507 | 115 | 2 1 3h30 | Nao 5 mols

A* 10,20928 |0,10543 | 104 | 2 1 3h30 Sim [ 4,5 eq. e 2 gotas de Triton®
D 0,37150 [ 0,11495 | 115 2 1 3h30 Nao 5 eq. e 2 gotas de Triton®
D* ]0,30969|0,11861 | 115 | 3 - 4h Sim 5 eq.e 0,3 mL de DMSO
L 0,26683 | 0,11510 | 115 3 - 4h Sim 5 eq. e 2 gotas de Triton®

I 0,26443 | 0,11926 | 115 3 - 4h Sim 5 eq. e 2 gotas de Triton®
Pra |0,05620|0,03471 | 35 3 - 4h Sim | 1,5 eq. e 2 gotas de Triton®

*acoplamentos repetidos
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APENDICE D

Procedimento de secagem de solventes

Baseado em MORITA; ASSUMPCAO, 2007.

Tetraidrofurano

Inicialmente, secaram-se 40 g de CaCl, em estufa a 100°C por 12h, que em seguida foi
deixado em um dessecador até atingir a temperatura ambiente, ¢ adicionado diretamente em
uma garrafa recém aberta de THF. Apos 24 h, filtrou-se o CaCl, com o auxilio de um funil e
papel de filtro, recolhendo-se o solvente em um baldo de tamanho adequado. Foi feita uma
destilagdo simples deste, tomando-se o cuidado de descartar as fragdes iniciais e finais da
destilagdo. Com o auxilio da prensa, fez-se um fio de s6édio no baldo com o solvente recém-
destilado e acrescentaram-se 50,0 mg de benzofenona. Essa mistura foi submetida a refluxo sob

atmosfera de argonio e, ao apresentar uma coloragdo azulada, estava pronta para uso.

N,N-dimetilformamida

Inicialmente, o dobro da quantidade de peneira molecular 4 A necesséria para cobrir o
fundo do frasco onde o DMF serd armazenado foi ativada a aproximadamente 300 °C por 4
horas. Apos arrefecer até atingir 100 °C, esta foi deixada em um dessecador até que atingisse a
temperatura ambiente. Metade da quantidade de peneira ativada foi colocada em um frasco na
presenca de 100 mL DMF P.A. “overnight”, e no dia seguinte, transferiu-se o DMF para outro

frasco contendo o restante da peneira molecular.

Diclorometano

Inicialmente, 40 g de CaCl, foram mantidos por 12 h em estufa a 100 °C. Em seguida,
este foi deixado em um dessecador até atingir a temperatura ambiente e adicionado diretamente
em uma garrafa recém-aberta de diclorometano. Apds 24h, filtrou-se o CaClz utilizando funil e
papel de vidro, recolhendo-se o solvente em um baldo de tamanho adequado, onde se
acrescentaram 3,0 g de CaHa. O solvente foi submetido a refluxo por 4 - 5 h para garantir a

eficiéncia da secagem.
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APENDICE E

Espectros relacionados a sintese do glicotriazol-peptideo 1,5-GtP[(p-OAc)Glec-1,5-
trz-A'lHSP1-NH;

= 15000 N
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o =
L
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12000 - = . 2
& g i
o i
=
Lt
9000 - ©
o
6000 S
1350 - T a0 1390 110
3000 1
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1000 1500 2000 2500 3000 3500
m/z

Figura E-1. Espectro de massas completo do produto obtido empregando a metodologia ¢, mostrando também a
expansio na regido entre m/z 1340-1410. Analise feita usando DHB como matriz e laser SmartBeam® com

poténcia de 40%.
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Figura E-2. Espectro de massas completo do produto obtido empregando a metodologia d. Analise feita usando

Intens. a.u]

CHCA como matriz ¢ laser SmartBeam® com poténcia de 40%.
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Figura E-3. Espectro de massas completo do produto obtido empregando a metodologia e. Analise feita usando

CHCA como matriz e laser SmartBeam® com poténcia de 40%.
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A'HSP1-NH;

APENDICE F

Espectros relacionados a sintese do glicotriazol-peptideo 1,4-GtP[Glc-1,4-trz-
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Figura F-1. Espectro de massas completo do produto obtido através da reagdo CuAAC, mostrando também a

expansdo na regido entre m/z 1140-1420, cujos picos sdo referentes a reagdes incompletas, conforme discutido

na se¢do 5.2.1. Andlise feita usando DHB como matriz e laser SmartBeam® com poténcia de 40%.
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Figura F-2. Espectro na regido do infravermelho da azidoglicose com as hidroxilas desprotegidas, juntamente com a representagao estrutural do composto.

72



- 18000 -
™ o
o
(s3]
z g
15000 - o
()]
Liw]
=
12000
9000 - ©
w
s
6000 - 1
L] - T T T , ; . 1 —t i
E; 32 800 300 1000 1100 1200 1300 1400 1500
3 o
[{w] -
30004 £ 3
U T . T T T T
1000 1500 2000 2500 3000 3500
miz

Figura F-3. Espectro de massas completo da Fragéo 1-B coletada na purificagdo de I, mostrando também a
expansdo na regido entre m/z 700-1550. Analise feita usando DHB como matriz e laser SmartBeam® com

poténcia de 40%.
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Figura F-4. Espectro de massas completo de Frag¢do 2-B coletada na purifica¢do de I, mostrando também a
expansdo na regido entre m/z 700-1550. Analise feita usando CHCA como matriz € laser SmartBeam® com

poténcia de 40%.
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Figura F-5. Espectro de massas completo do produto obtido através da primeira reagio CuAAC (empregando-se
1,8 equivalentes de azidoagticar) mostrando também a expansio na regido entre m/z 1150-1625, cujos picos sdo
analisados de forma analoga aquela mostrada na se¢éo 4.2.1. Analise feita usando DHB como matriz e laser

SmartBeam® com poténcia de 40%.
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ANEXO A

Sintese do catalisador [RuCp*(PPhs):].

Metodologia de acordo com Tang e colaboradores (LIU et al., 2009), com algumas
modificagdes. Esta etapa do trabalho foi realizada pelas colaboradoras Samara Ben Berg

Bomjardim Bahia e Maria Helena de Aratjo — Departamento de Quimica, UFMG.

Para a preparagado do catalisador [RuCp*(PPhs).] foi utilizado o complexo [RuCLCp*]n
(160mg, 0,3120 mmol) e zinco metalico (250 mg, 3,82 mmol), que foram deixados sob vacuo
por 1 hora no baldo Schlenk de reacdo. Adicionaram-se 20 mL de EtOH desgaseificado sob
atmosfera inerte e, apos aproximadamente 15 minutos, observou-se uma mudanca de coloragao
da solucao de castanho avermelhada para castanho esverdeado. A trifenilfosfina em lentilhas
foi pulverizada e deixada a pressdo reduzida em um Schlenk por alguns minutos e foi
adicionada s6lida a mistura reacional tendo-se imediatamente observado a mudanca de cor para
o laranja. Apds 24 h sob agitagdo magnética a temperatura ambiente, filtrou-se a mistura da
reacdo e o produto ficou retido na placa sinterizada, juntamente com o zinco. Solubilizou-se o
composto com CH>Cl> anidro e desgaseificado para um baldo Schlenk. O solvente foi seco
utilizando-se pressdao reduzida, com auxilio de um trap auxiliar em linha dupla de
vacuo/argonio, o produto foi entdo lavado com éter seco 4 x 10 mL, e secado em linha de vacuo.

O produto foi armazenado em um Schlenk sob atmosfera inerte, e deixado no

congelador.
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ANEXO B

Sintese do azidoacucar 2,3,4,6-tetra-0-acetil-f-d-glicopiranosila.

Metodologia de acordo com FRANCO et al., 2015. Esta etapa do trabalho foi realizada
pelos colaboradores Lucas Lopardi Franco e Ricardo José Alves — Departamento de Farmacia,

UFMG.

Sintese do 1,2,3,4,6-penta-0-acetil-f-d-glicopiranose

Em um gral de vidro foram triturados 4 g de AcONa (48,76 mmol) e 5 g de d-glicose
(27,74 mmol). Transferiu-se o material para um baldo de fundo rendondo de 250 mL e
adicionaram-se 25 mL de Ac,0 (264,47 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo magnética
e aquecimento (100 °C) por 3 horas. O monitoramento da reacao foi feito por CCD (Hexano
6:4 AcOEt).

O produto bruto foi vertido em um béquer contendo cerca de 20 g de gelo picado e
mantido sob agitagdo magnética por 1 hora. Foi observada a formagao de um precipitado branco
que foi filtrado e recristalizado em EtOH. Foram obtidos 9,38 g de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-f-
d-glicopiranose (88%).

Sintese do brometo de 2,3,4,6-tetra-0O-acetil-f-d-glicopiranosila

Em um balao de fundo redondo 250 mL foram solubilizados 4 g (10 mmol) de 23 em
25 mL de CH>Cl, e, em seguida, adiconou-se uma solu¢do previamente preparada de HBr em
AcOH (25% v/v), gota a gota, a 0 °C. A solucdo foi mantida sob agitacdo magnética a 0 °C por
5 horas. O monitoramento da reagao foi feito por CCD (Hexano 7:3 AcOEt).

Ap0s observacdo do consumo completo da 1,2,3.4,6-penta-O-acetil-$-d-glicopiranose
verteu-se o material em um béquer contendo cerca de 20 g de gelo picado e foi feita trés
extracdes com 20 mL de CH>CL. A fase organica foi lavada com duas fragdes de 20 mL de
solucdo saturada de NaHCO3 e duas fragdes de 20 mL de dgua destilada. Em seguida a fase
organica foi secada com NaxSOyq, filtrada e concentrada em evaporador rotatorio. Foram obtidos
4 g de brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-f-d-glicopiranosila (95%) na forma de um so6lido

branco.
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Sintese da 2,3,4,6-tetra-0-acetil-1-azido-1-desoxi-f#-d-glicopiranose

Em um baldo de fundo redondo 100 mL foram adicionados 0,64 g de azida de sodio (9,6
mmol) em 8 mL de agua destilada e adicionaram-se uma solu¢do contendo 4,8 mmol de
brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-f-d-glicopiranosila em 10 mL de acetona. Manteve-se a
mistura sob agitagdo magnética a temperatura ambiente por cerca de 3 horas. O monitoramento
da reagao foi feito por CCD (Hexano 6:4 AcOEt).

Apbs observagdo do consumo do material de partida a acetona foi removida sob fluxo
de ar e o precipitado branco formado foi filtrado e lavado com agua gelada. Foram obtidos 1,48

g do produto (81%).
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