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RESUMO

A Acetilcolinesterase (AChE) é a enzima que catalisa a hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina, acarretando o término da transmissao sinaptica. O
uso de inibidores de AChE tem sido associado a melhora dos sintomas
relacionados a Doenga de Alzheimer, sendo os farmacos de primeira escolha para
o tratamento dessa doenca. Avangos recentes no conhecimento estrutural e
funcional da AChE tém impulsionado a busca por novos inibidores mais potentes e
que possam atuar em regides vitais da enzima relacionadas ao processo patoldgico
da doenga. Entre os compostos relatados como inibidores dessa enzima, diversos
sao glicosideos de arila. Dessa forma, tendo em vista a necessidade de farmacos
mais eficazes para o tratamento sintomatico e modificador da Doenca de
Alzheimer, objetivou-se nesse trabalho o planejamento racional por modelagem
molecular, sintese e avaliagdo biolégica de glicosideos com potencial atividade
inibitéria da AChE. Inicialmente, foi realizada a triagem virtual por ancoragem
molecular de uma série de O- e S-glicosideos apresentando em C-6 grupos
hidroxila, amino e piperidino. Doze moléculas foram selecionadas para serem
sintetizadas. Para essas moléculas, foram planejadas duas rotas sintéticas. Os
derivados selecionados, exceto um, foram obtidos com rendimentos que variavam
entre 24 e 95%. No total, 10 substéncias inéditas foram sintetizadas e
caracterizadas. De acordo com os resultados de docking, os S-glicosideos
apresentaram os menores valores de AGigy entre os derivados 6-hidroxilados e a
substituicado do grupo hidroxila de C-6 de 3a e 3b por grupos amino e piperidino

aumenta a interacao do ligante com a enzima.

Palavras-chave: acetilcolinesterase; sintese orgéanica; carboidrato; ancoragem

molecular



ABSTRACT

Acetylcholinesterase (AChE) is the enzyme that catalyses the hydrolysis of the
neurotransmitter acetylcholine, terminating synaptic cholinergic transmission. The
use of AChE inhibitors have been associated with the improvement of the symptoms
related to Alzheimer’s Disease and are the first choice drugs to treat the disease. The
recent advances in the knowledge of the structure and function of AChE has inspired
the search for new and more potent inhibitors, capable of binding to sites of the
enzyme that are crucial to the pathology of the disease. Among the compounds
already described as AChE inhibitors several are aryl glycosides. Thus, in view of the
great need for more effective drugs for the symptomatic treatment and as disease-
modifier, the aim of the present work was the rational design using molecular
modeling, the synthesis and the biological evaluation of glycosides as potential AchE
inhibitors. First, the virtual screening of a series of O- and S-glycosides bearing
hydroxyl, amino or piperidino group at carbon-6 was performed by molecular
docking. Twelve molecules were selected for synthesis. Two synthetic routes to
these molecules were devised. All the selected compounds but one were obtained in
yields ranging from 24 to 95%. Ten new compounds were prepared and
characterized. According to the docking studies the S-glycosides showed the lower
values of AGjy among the 6-hydroxy derivatives and that the replacement of the 6-
hydroxyl group by amino or piperidino group enhances the interaction of the ligand

with the enzyme.

Keywords: acetylcholinesterase; organic synthesis; carbohydrate; molecular docking.
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24

1 INTRODUCAO

O envelhecimento populacional é um fenbmeno mundial e que vem atingindo o
Brasil nos ultimos anos. Em 2010, 7,4% da populacéo brasileira era constituida por
individuos com 65 anos ou mais de idade, correspondendo a um contingente de
mais de 14 milhées de pessoas dentro dessa faixa etaria (IBGE, 2011). Segundo
projecdes realizadas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2009),
espera-se que essa porcentagem dobre até 2030 e alcance um valor de 30% em
2050, o que representaria uma populagdo de 64 milhdes de idosos. No mundo,
acredita-se que a populacédo seja composta atualmente por mais de 800 milhdes de
idosos, projetando-se um aumento desse valor para dois bilhdes até 2050, o que
representaria 22% da populagdo mundial (BLOOM et al., 2011).

Em meio a tendéncia de envelhecimento populacional, o perfil de doencas
prevalentes na populagao tende a mudar, sendo esperado o aumento das doencas
ligadas a senescéncia. Entre essas, a deméncia tem se mostrado a mais
incapacitante, apresentando uma elevada taxa de incidéncia entre pessoas com
mais de 60 anos (OMS, 2003; FERRI et al., 2005; PRINCE, 2007). No estudo Delphi
(FERRI et al., 2005) estimou-se que 24 milhdes de pessoas apresentavam alguma
forma de deméncia em 2005 por todo 0 mundo, sendo a doenca de Alzheimer (DA)
a forma de deméncia mais comumente observada (PRINCE, 2007).

1.1 Doenca de Alzheimer: aspectos epidemioldgicos, clinicos e
neuropatologicos

A DA é uma doenca neurodegenerativa, caracterizada basicamente por deterioracéo
cognitiva e perda de meméria, que ocorre de forma insidiosa, lenta e progressiva
(WANNMACHER, 2005). A progressao da doenca é geralmente dividida em trés
estagios. O estagio de DA leve pode perdurar por um a trés anos e nele observa-se
preservacdo das habilidades sociais e conversacionais, porém a habilidade em
aprender e em memorizar coisas recentes fica prejudicada, a passividade tende a

aumentar e a espontaneidade torna-se diminuida. Na DA moderada, os problemas
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relacionados a linguagem passam a ser bem evidentes. Observam-se com
frequéncia problemas comportamentais, sintomas psiquiatricos e agitacao nesse
estagio, que normalmente dura por dois a dez anos. Ja na DA severa, os déficits de
memoria e linguagem intensificam-se ainda mais, sendo constatada a perda da
capacidade em falar, comer e se locomover. Em geral, o paciente vem a ébito em
oito a dez anos apos diagnostico (GREEN, 2001; GALLUCCI NETO et al., 2005).

Nos Estados Unidos, avaliou-se que cerca de 5,4 milhdes de pessoas apresentam
DA, sendo esta a sexta causa de morte no pais (ALZHEIMER’S ASSOCIATION,
2011). Apesar de essas estimativas serem bem estabelecidas para paises
desenvolvidos, ainda sdo poucos os estudos em que foi registrada a prevaléncia de
DA em paises em desenvolvimento (KALARIA et al., 2008). Com relagé&o ao Brasil,
apenas estudos locais e regionais tém sido realizados (SCAZUFCA et al., 2008;
RAMOS-CERQUEIRA et al., 2005; BOTTINO, 2007; HERRERA et al, 2002) e, com
base nesses estudos, Kalaria e colaboradores (2008) estimaram que a prevaléncia
de DA na populacao brasileira acima de 65 anos é de 2,7%, correspondendo a mais
da metade dos casos de deméncia observados. Quanto a taxa de incidéncia dessa
doenga, observam-se valores que variam de 7,7 casos/1000 pessoas/ano, no caso
de estudo realizado em municipio de Sao Paulo (NITRINI et al., 2004), até 14,8
casos/1000 pessoas/ano, de acordo com dados referentes a determinado grupo de
idosos de Porto Alegre (CHAVES et al., 2009).

Devido ao carater incapacitante das deméncias, os custos sociais relacionados aos
cuidados necessarios a esses pacientes tém chamado atencdo. De acordo com
World Alzheimer Report, em 2010, por todo mundo foram gastos aproximadamente
US$ 604 bilhdes com cuidados a pacientes com deméncia. Os gastos com cuidados
informais (cuidados familiares e perda de oportunidade de trabalho) contribuem com
grande parcela desse valor, enquanto os gastos relativos a cuidados médicos sdo
bem menos expressivos (WIMO & PRINCE, 2010). Sé nos Estados Unidos, nesse
mesmo ano, os cuidados dispensados pelos membros da familia com esses
pacientes somaram dezessete bilhdes de horas, o0 que corresponderia a
aproximadamente US$ 202 bilhdes, caso esse tempo fosse convertido em horas de
trabalho (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2011).
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Além da idade, outros fatores de risco sdo comumente associados a DA. Fatores
genéticos como mutacdes sdo relacionados ao desenvolvimento da doenca,
verificando-se ainda um aumento de risco consideravel para pessoas com histéria
familiar de deméncia (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2011). Alteragbes nos genes
do precursor da proteina amildide (cromossomo 21), da apolipoproteina E (APOE)
(cromossomo 19), e das presenilina-1 (cromossomo 14) e 2 (cromossomo 1) sao
considerados importantes fatores de risco para o desenvolvimento de DA
(APRAHAMIAN et al., 2009; IRIE et al., 2008). Ainda, tem-se observado que fatores
de risco cardiovasculares, como hipertensdo, hipercolesterolemia e tabagismo,
podem elevar o risco de desenvolvimento de deméncia e DA em pessoas portadoras
do alelo ¢4 do gene APOE (RUSANEN et al.,, 2010; HELZNER et al., 2009). Em
geral, pessoas do sexo feminino apresentam maior tendéncia ao desenvolvimento
de DA em relacédo as do sexo masculino (GAO et al., 1998). Ja a escolaridade foi
considerada um fator protetor associado a DA, sendo levantada a hipétese de que
uma “reserva neuroldgica” retardaria o aparecimento dos sintomas nesses
individuos (GREEN, 2001).

Em relagdo a neuropatologia, a Doenca de Alzheimer caracteriza-se por acentuada
perda sindptica e intensa morte neuronial em areas envolvidas em fungdes
cognitivas, como cortex cerebral, sistema limbico e hipocampo (SELKOE, 2001;
HENNEMAN et al., 2009; DUARA et al., 2008; SLUIMER et al., 2009; FRANCIS et
al.,, 2010). Nos tecidos afetados, ocorre a formagédo de duas formas de agregados
protéicos muito caracteristicos. As placas amiloides ou senis sao depositos
esféricos, compactos e extracelulares, constituidos pelo peptideo B-amiloide. Ao
contrario das placas amiloides, os emaranhados neurofibrilares sdo agregados
intracelulares, compostos por formas hiperfosforiladas da proteina tau (LAFERLA e
ODDO, 2005; CASTELLANI et al.,, 2011; ARMSTRONG, 2009; TAPIOLA et al,
2009). Associa-se a clivagem da proteina precursora amiloide a agregacao de
peptideos B-amiloides e formagdo de placas senis (HARDY & HIGGINS, 1992).
Esses agregados proteicos contribuem para acelerar o processo de morte neuronial.
Além disso, o depésito de peptideos B-amiloides pode induzir a ativagdo de
microglias, astrocitos e diversas substancias pré-inflamatérias, que alteram a

homeostase ibnica neuronal e contribuem para que um estado de estresse oxidativo
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se instale, podendo também levar a morte das células atingidas (HARDY &
SELKOE, 2002; SU et al., 2008).

Alteracdes nos processos de neurotransmissao central também estao envolvidas na
neuropatologia da DA. Observa-se deficiéncia consideravel de acetilcolina no cortex
cerebral de individuos com DA (SCHLIEBS & ARENDT, 2011; FRANCIS et al., 1999;
FRANCIS et al., 2010), sendo esse fato atribuido a degeneracao principalmente de
neurdnios colinérgicos do nucleo basal de Meynert, o qual confere inervacao
colinérgica a toda regiao cortical (WHITEHOUSE et al., 1982). Além disso, a redugéo
da atividade da colina acetiltransferase, enzima envolvida na sintese da acetilcolina,
foi relacionada a perda cognitiva observada por pacientes com DA. Diante desses
achados, foi desenvolvida uma “hipétese colinérgica”, mostrando a intima relagéao de
perda da fungdo colinérgica central com o diagnéstico de DA (CONTESTABILE,
2011; FRANCIS et al., 1999; GALLAGHER e COLOMBO, 1995; PERRY et al., 1978;
ROBBINS et al.,, 1997; TERRY & BUCCAFUSCO, 2003; WHITEHOUSE et al.,
1982). Tem sido relatada também a participacdo, de forma conjunta a via
colinérgica, da via glutamatérgica no desenvolvimento da DA. Isso se deve a
participacdo do glutamato em processos de aprendizagem e memobdria e a
constatagcdo de que ha uma relacdo entre o declinio de fungcdes cognitivas em
pacientes com DA com danos neuroniais decorrentes da hiperativacédo de receptores
NMDA (N-metil-D-aspartato) por glutamato (FRANCIS, 2008).

1.2 AChE como alvo terapéutico

Nesse contexto, o estudo de alvos moleculares com fins terapéuticos envolvidos
principalmente na transmissdo colinérgica ganhou grande importancia, com
destaque para a enzima acetilcolinesterase (AChE). A AChE (EC 3.1.1.7) € uma
serina hidrolase, associada as membranas sinapticas e encontrada em grandes
concentracbes no cérebro, nervos e hemacias, que cataliza a hidrdlise de
acetilcolina a acido acético e colina, acarretando o término da acédo desse
neurotransmissor (GOODMAN & GILMAN, 2007; PATOCKA et al., 2004). A hidrélise
da acetilcolina pode ser catalisada por outra colinesterase chamada
butirilcolinesterase (BChE; EC 3.1.1.8) ou pseudocolinesterase, porém essa enzima
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apresenta menor especificidade por esse substrato. A BChE pode ser encontrada no
plasma sanguineo, pancreas, musculos esqueléticos, intestinos, figado, coracédo e
massa branca do cérebro (PATOCKA et al., 2004).

A inibicdo da AChE promove o acumulo de acetilcolina nas proximidades das
terminacdes nervosas colinérgicas, o que prolonga a duracdo da acao desse
neurotransmissor sobre receptores colinérgicos (GOODMAN & GILMAN, 2007).
Mediante esse fato, inibidores dessa enzima passaram a ser inseridos no tratamento
farmacoldgico de diversas doencgas associadas a anormalidades da via colinérgica,
como Myastenia gravis, glaucoma do angulo aberto e atonia dos tratos
gastrointestinal e urinario. Tendo em vista o importante déficit colinérgico envolvido
na fisiopatologia da DA (SCHLIEBS & ARENDT, 2011; FRANCIS et al., 1999;
FRANCIS et al., 2010; FOTIOU et al., 2009), os inibidores de AChE foram propostos
como tratamento sintomatico dessa doenca e atualmente vém sendo amplamente
recomendados e utilizados (GOODMAN & GILMAN, 2007; SAS/MS, 2010; HORT et
al., 2010).

No momento, cinco farmacos sdao aprovados em diversos paises para o tratamento
sintomatico da DA. Desses cinco, quatro sao inibidores da acetilcolinesterase e o
outro, a memantina (I) (Namenda®), atua como antagonista de receptores NMDA e
foi aprovada para uso nos Estados Unidos, pelo FDA (Food and Drug
Administration), em 2003 (Figura 1). O primeiro medicamento aprovado foi a tacrina
() (Cognex®) em 1993. Porém graves efeitos adversos apresentados pelos
individuos em uso desse farmaco, como hepatotoxicidade, limitam seu uso
atualmente. Posteriormente a tacrina, outros trés inibidores de AChE foram
aprovados — donepezila (lll) (Aricept®) em 1996, rivastigmina (IV) (Exelon®) em
2000 e em galantamina (V) (Reminyl®) em 2001, todos para o tratamento de
pacientes que apresentem DA de leve a moderada (VAN MARUN, 2008; BALLARD
et al., 2011). No Brasil, a Portaria SAS/MS n® 491, de 23 de setembro de 2010, que
estabelece o Protocolo Clinico e as Diretrizes Terapéuticas para a Doenca de
Alzheimer, determina que o tratamento medicamentoso dessa doenga seja feito
utilizando os inibidores de AChE donepezila, rivastigmina ou galantamina, a fim de
permitir a melhora das fungdes cognitivas intensamente afetadas nessa doenca
(SAS/MS, 2010).
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Figura 1 - Estruturas dos farmacos utilizados no tratamento sintomatico da Doenca de
Alzheimer.
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Em geral, nos estudos clinicos percebe-se que os trés inibidores de
acetilcolinesterase em uso possibilitam a melhora moderada das fungdes cognitivas,
do comportamento e das capacidades funcionais de pacientes com DA leve e
moderada (WILCOCK et al., 2000; HANSEN et al, 2008; BIRKS & HARVEY, 2006;
LOY & SCHNEIDER, 2006; BIRKS et al., 2009; BIRKS, 2006; TAKEDA et al., 2006).
Em alguns trabalhos ainda percebe-se que a donepezila pode trazer beneficios em
pacientes na fase severa da doenca (BIRKS & HARVEY, 2006; WINBLAD et al,
2006; CUMMINGS et al., 2010). O uso desses farmacos tem-se mostrado seguro,
sendo os principais efeitos adversos relacionados aos efeitos periféricos de inibicao
da AChE (TAKEDA et al., 2006; HANSEN et al., 2008).

1.3 AChE: aspectos estruturais e funcionais

O interesse como alvo para o tratamento de vérias enfermidades permitiu um grande
avancgo no conhecimento funcional e estrutural da AChE. Basicamente, essa enzima

organiza-se sob a forma de oligbmeros homoméricos simples de subunidades
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cataliticas ou associacdes heteroméricas de subunidades cataliticas com
subunidades estruturais. As formas homoméricas apresentam de uma a quatro
subunidades que podem ser espécies solUveis na célula ou associadas a membrana
celular externa por glicosilfosfatidilinositol (SMALL et al., 1996; SILMAN e
FUTERMAN, 1987). As formas heteroméricas diferem das homoméricas por estarem
ancoradas as membranas por subunidades nao cataliticas. A AChE na forma
heteromérica dispde-se como tetrdmeros de subunidades cataliticas unidas por
ligagbes dissulfeto a uma subunidade ancorada a membrana celular ou como
espécies contendo trés tetrdmeros (doze subunidades cataliticas) ligadas a uma
calda de colageno (SMALL et al., 1996).

A primeira estrutura cristalogréfica de AChE elucidada foi obtida a partir de Torpedo
californica em 1991 (SUSSMAN et al., 1991). Conjuntamente a outras enzimas,
como a lipase de Geotrichum candidum e a serina carboxipeptidase I, elucidadas na
mesma época, a AChE foi incluida em uma superfamilia de proteinas, cujo modelo
estrutural é a prega a,B-hidrolase (CYGLER et al., 1993; OLLIS et al.,, 1992).
Posteriormente, as estruturas cristalograficas de AChE de Drosophila (HAREL et al.,
2000), de rato (BOURNE et al., 1995) e humana (KRYGER et al., 2000) também
foram obtidas e estudadas. Em busca recente ao banco de dados de estruturas
cristalograficas PDB (Protein Data Bank), foram identificadas 142 estruturas

referentes a acetilcolinesterase, obtidas a partir de 6 organismos diferentes.

No trabalho de Kryger e colaboradores (2000), foi observada grande similaridade
estrutural entre as enzimas humana e de T. californica, sendo relatada identidade
sequencial de 53% entre elas. J& quando comparados os residuos do sitio ativo da
AChE desses dois organismos, observou-se identidade em 84% dos residuos
(GONGCALVES et al.,, 2006). Dessa forma, as estruturas obtidas a partir de T.
californica vém sendo amplamente utilizadas como modelo de estudo da

organizagao estrutural da AChE em vertebrados.

A estrutura cristalografica origindria de T. californica revelou uma caracteristica
inesperada para tal: o sitio ativo localiza-se proximo a base de um pogo estreito e
profundo, com aproximadamente 20 A de comprimento (SUSSMAN et al., 1991).

Assim, essa regido recebeu o nome de “garganta do sitio ativo” (do inglés, active-
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site gorge). Na Figura 2, esta exposto um esquema da garganta. No Torpedo
californica, o sitio catalitico € constituido pelos residuos SER200, HIS440 e GLU327
(SUSSMAN et al., 1991). A presenca de uma triade catalitica € uma caracteristica
marcante das serino proteases. Entretanto, em geral, essas enzimas apresentam
como terceiro residuo um aspartato no lugar do glutamato (STEITZ e SHULMAN,
1982). Esses trés residuos constituem o sitio esterasico.

Foi relatada ainda a presenca de um subsitio catalitico, denominado sitio aniénico,
formado pelos residuos TRP84, PHE330 e GLU199 (SUSSMAN et al., 1991), sendo
o residuo de triptofano responsavel por desenvolver interagdo do tipo cation-t com o
grupo quaterndrio da acetilcolina e com grupos carregados positivamente de ligantes
que os apresentem (HAREL et al., 1993; HAREL et al., 1996; COLLETIER et al.,
2006). A importancia desse residuo para a catélise foi demonstrada no estudo de
Ordentlich e colaboradores (1993), observando-se que a mudanga do triptofano por

uma alanina reduziu substancialmente a afinidade pelo substrato.

Outra regiao também essencial para a catélise é conhecida como alga do oxianion, a
qual é composta pelos residuos GLY118, GLY119 e ALA201. Esses residuos
formam ligacdes de hidrogénio com o oxigénio carbonilico do substrato,
estabilizando o intermediario tetraédrico que se forma (HAREL et al., 1996).
Trabalhos teoricos ressaltam a importancia em termos energéticos dessa regiao
para que a catalise se proceda (IGARASHI et al., 2003; ZHANG et al., 2002).

Além dessas regides, observa-se também a presenca de um “bolso acilico”, formado
pelos residuos PHE288 e PHE290. Tem sido mostrado que essa regidao determina a
especificidade da enzima pelo grupo acetila, o que explicaria a alta seletividade da
AChE pela acetilcolina em relagéo a butirilcolina (HAREL et al., 1992; KRAUT et al.,
2000; VELLOM et al., 1993). A troca desses residuos por residuos nao aromaticos
leva a perda de especificidade da AChE pela acetilcolina. Observa-se ainda que a
enzima passa a hidrolisar a butirilcolina de forma eficiente e esta tem sua entrada ao
sitio ativo favorecida (HAREL et al., 1992).
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Figura 2 - Principais residuos formadores da garganta do sitio ativo da enzima
acetilcolinesterase de T. californica, extraido do arquivo PDB 1W6R (GREENBLATT et al.,
2004).
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Alguns estudos envolvendo cinética de reagao ja propunham a presenca de outro
sitio “aniénico” na macromolécula (CHANGEUX, 1966; KITZ et al., 1970), hip6tese
que teve suporte pelo estudo de Mooser & Sygman (1974) e comprovagao da
existéncia pelo trabalho de Taylor & Lappi (1975), os quais utilizaram sondas
fluorescentes para a busca de tal sitio. Estudos envolvendo a mutagéo de diversos
residuos permitiram constatar que o sitio anidénico periférico (PAS) é constituido
pelos residuos aromaticos TYR70, TYR121, TRP279 e TYR334 e pelo residuo &cido
ASP72, os quais estao localizados na entrada da garganta do sitio ativo (BARAK et
al., 1994; SHAFFERMAN et al., 1992; WEISE et al., 1990). A andlise do modo de
acao de inibidores do PAS permitiu constatar que a inibicdo pode ocorrer por
bloqueio estérico, que impede a entrada e saida de moléculas da garganta, e/ou por
alteragbes alostéricas proximas ao sitio ativo (BERMAN et al., 1981; RADIC et al.,
1995; SZEGLETES et al., 1999). No trabalho de Ordentlich e colaboradores (1993),
estudos de mutagénese da AChE humana recombinante permitiram observar que a
troca do residuo TRP86 (correspondente ao TRP84 de T. californica) por uma

alanina resultou em perda de acao inibitéria do propidio, inibidor que interage
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seletivamente com o PAS da AChE (TAYLOR & LAPPI, 1975), sugerindo-se uma
conexao desse residuo com o sitio periférico. Em outro estudo, envolvendo agora a
troca do residuo TYR133 (correspondente ao TYR130 de T. californica) por alanina,
observou-se que o residuo TRP86 adquiriu uma conformacao que bloqueava o sitio
ativo, sendo esse efeito de maior relevancia para a inibicdo da enzima que o efeito
proporcionado pelo propidio (ORDENTLICH et al., 1995). Ja no trabalho de Barak e
colaboradores (1995), a troca de ambos os residuos por alanina gerou uma maior
resisténcia da enzima a inibicdo por propidio, propondo-se que 0 mecanismo
alostérico envolve basicamente a mudanga de conformagédo desses residuos. A
mudanga de conformagcdo do residuo TRP86 promove a desestabilizagdo do
complexo ndo covalente formado no sitio ativo (ORDENTLICH et al.,, 1995).
Mediante os resultados obtidos, foi sugerido que essa mudancga ocorresse devido a
movimentacao da alca émega (CYS69-CYS96) como um todo, na qual esta incluso
o TRP86 (BARAK et al., 1995; VELAN et al., 1996).

Uma caracteristica marcante dessa enzima € a presenca de quatorze residuos
aromaticos ao longo da garganta, os quais correspondem a aproximadamente 40%
da superficie interna desse poco (SUSSMAN et al., 1991). Muitos deles apresentam
funcbes bem definidas, como TRP84 e PHE330, que compdem o sitio anidnico
(HAREL et al., 1993, 1996; COLLETIER et al., 2006), TRP279, TYR70, TYR121 e
TYR334, que participam do sitio periférico (BARAK et al., 1994; SHAFFERMAN et
al.,, 1992; WEISE et al., 1990), e PHE288 e PHE290, que formam o bolso acilico
(HAREL et al.,, 1992). Inicialmente, foi proposto que a acetilcolina e ligantes
carregados positivamente eram captados pela garganta devido a presenga de
cargas negativas nessa regido (NOLTE et al.,, 1980). Poréem, a elucidagédo da
estrutura tridimensional da AChE permitiu constatar que a enzima apresenta poucos
residuos acidos préximos a regido catalitica. Entretanto, um grande numero de
residuos aromaticos foi observado proximo ao sitio esterasico e também ao longo da
garganta. Baseado nisso, foi sugerido um mecanismo de “orientagdo aromatica”
(aromatic guidance), o qual facilitaria o deslocamento da acetilcolina ao longo do
poc¢o, por meio de interagdes do tipo cation-n, direcionando o ligante até a regido do
sitio ativo (SUSSMAN et al.,, 1991). Essa hip6tese teve como embasamento o
trabalho de Dougherty & Stauffer (1990), no qual foi observado que a interagédo
cation-n é favorecida entre a AChE e o substrato.
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A hidrélise da acetilcolina ocorre em dois passos, como descrito na Figura 3. Na
etapa de acilagao, ocorre a transferéncia de um préton da SER203 (correspondente
a SER200 em T. californica) para o grupo imidazol da HIS447(correspondente a
HIS440 em T. californica), seguida do ataque nucleofilico da serina a acetilcolina. Na
etapa de desacilagdo, observa-se a hidrélise da acil-enzima, regenerando a AChE
(IGARASHI et al., 2003). O modo de participacdo do residuo GLU334
(correspondente a GLU327 em T. californica) ndao € bem estabelecido. Porém, ha
indicios de que haja a formagdo de uma interacao eletrostatica do carboxilato de
GLU334 com o cation imidazodlico, estabilizando o estado de transicdo e o
intermediario tetraédrico (FUXREITER & WARSHEL, 1998).

Figura 3 - Mecanismo de reacéo da hidrdlise de acetilcolina catalisada pela AChE. Os
residuos descritos se referem a enzima de rato, que apresentam os residuos do sitio
esterasico com mesma numeracao que a enzima humana (Adaptada de ZHANG et al., 2002)
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1.3.1 Funcoes nao classicas da AChE

Além da funcdo “classica” apresentada pela acetilcolinesterase de hidrolisar a
acetilcolina na fenda sinaptica (GOODMAN & GILMAN, 2007), diversos trabalhos
tém procurado comprovar a acdo dessa enzima em outros processos bioquimicos e
fisiolégicos. Ja foi demonstrada a participacdo da AChE no processo de
neuritogénese (LAYER et al., 1993; SHARMA et al., 2001). Além disso, similaridades

estruturais com proteinas de adesao tém levado alguns pesquisadores a atribuirem
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as colinesterases participacdo nesse mecanismo de interacao célula-célula e célula-
moléculas (LEONE et al, 2010; SCHOLL & SCHEIFFELE, 2003). Foi observado
também que essa ultima funcdo pode estar relacionada a capacidade de regulagcéao
do desenvolvimento neuronal (SHARMA et al., 2001). Tem sido atribuida ainda a
essas enzimas atividade hematopoiética, observando-se intensa expressao da
AChE associada ao desenvolvimento hematopoiético (DEUTSCH et al.,, 2002;
GRISARU et al., 2001).

Entre todas as fungbes ndo classicas citadas na literatura, a participagdo da AChE
na aceleragcdo do depdsito de peptideos B-amiloides no cérebro de pacientes com
doenca de Alzheimer tem recebido especial atencao nos ultimos anos (INESTROSA
et al., 2008; INESTROSA et al, 2005; BERSON et al., 2008; BARTOLINI et al., 2003;
DE FERRARI et al., 2001; INESTROSA et al., 1996; REYES et al., 1997). Alguns
trabalhos tém mostrado associagdo da enzima com placas amiloides, a qual gera um
complexo responsavel por maior neurotoxicidade que as placas amiloides isoladas
(INESTROSA et al.,, 2008; INESTROSA et al.,, 2005; ALVAREZ et al.,, 1998;
DINAMARCA et al., 2010; OPAZO & INESTROSA, 1998). Estudos demonstram que
nao se observa a formacao desse complexo na presenca de inibidores que atuam no
sitio aniénico periférico da enzima, o que mostra a importante participacdo dessa
regido da enzima na evolugcdo da DA e a torna de extremo interesse no
desenvolvimento de novos inibidores (INESTROSA et al., 2005; BARTOLINI et al.,
2003; DE FERRARI et al., 2001; INESTROSA et al., 1996).

1.4 Glicosideos como inibidores da AChE

Em estudos recentes tem sido relatada a atividade inibitéria da AChE por derivados
sacaridicos. Esses compostos, em geral, sdo de origem natural ou derivados que

foram preparados com o objetivo de otimizar a atividade dos protétipos.

No trabalho de Wen e colaboradores (2008), foi avaliada a acdo de derivados de
helicid (Vla), um alosideo natural obtido a partir de plantas do género Helicia, como

inibidores de AChE. Com o objetivo de melhorar a atividade demonstrada pelo
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protétipo, para o qual se observou valor de Clsp na faixa de milimolar, foram
sintetizados e testados varios derivados, que apresentavam variedade estrutural
quanto ao acucar e aglicona. Observou-se um incremento de atividade e
seletividade em relacdo a BChE com todas as mudancas e um perfil de inibicao
mista para os derivados VIb, Vic e VId, os quais foram os mais ativos. Entre as
principais conclusdes relatadas pelos autores nesse trabalho, ressalta-se a
importante contribuicdo da por¢édo sacaridica para a atividade desses compostos, ja
que, em triagens realizadas por esses mesmos pesquisadores, a aglicona do helicid,
4-hidroxibenzaldeido, apresentou Clso de 37,8 mM, enquanto o glicosideo do 4-
hidroxibenzaldeido apresentou Clso de 0,45 pM. A porgao sacaridica contribuiria com
interagdes de hidrogénio entre o composto e os residuos da enzima e com o melhor
posicionamento da aglicona no sitio ativo, de forma a otimizar sua interagdo com a
enzima. Quando os diferentes derivados sacarideos, na sua forma acetilada, foram
testados, observou-se inibi¢cdo significativa da enzima apenas pelos derivados de D-
glicose, D-galactose, D-ribose e de D-xilose, enquanto os derivados de lactose e de
alose nao apresentaram atividade expressiva. Além disso, os derivados acetilados e

benzoilados foram menos ativos que aqueles desacetilados e desbenzoilados.
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Em outro estudo, os componentes majoritarios das espécies Viburnum opulus e
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Viburnum lantana foram submetidos a avaliagdo de atividade inibitéria da AChE,
sendo observada uma inibicdo de 34,5% dessa enzima pelo glicosideo salicina (VII),
na concentragdo de 70 mM (ERDOGAN-ORHAN et al., 2011).
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No trabalho de Min e colaboradores (2010), cinco flavonoides, dois desses em suas
formas galactosiladas, foram isolados de brotos de Cleistocalyx operculatus e
testados, sendo demonstrada por todos os compostos a agao inibitéria da AChE na
faixa de micromolar. O galactosideo Vllla foi o composto mais ativo entre os
estudados, com valor de Clso de 19,9 uM, enquanto que para o galactosideo VllIb foi
obtido um valor de Clsy de 37,8 uM. Analisando as estruturas desses dois derivados
sacaridicos, nota-se que eles diferem apenas em relacdo a posicao 5 da porgéao
flavonoidica, a qual se apresenta hidroxilada em Vllla e metoxilada em Vlllb. Com
base nisso, é possivel sugerir que a hidroxila em 5’ de Vllla seja um importante
grupo doador de ligagdo de hidrogénio na interagdo do composto com a enzima, o
que leva a um incremento na sua atividade em relacao ao galactosideo Vllib.

A atividade anticolinesterasica do extrato metandlico de Mentha arvensis foi
demonstrada no trabalho de Oinonen e colaboradores (2006). Com o objetivo de se
identificar as substancias responsaveis pela atividade, o extrato foi submetido a um
microfracionamento utilizando-se CLAE. O efeito inibitério de 53,1% foi relacionado a
uma substancia correspondente a 6% do extrato. A caracterizagdo da substancia
isolada permitiu a identificacao da linarina (acacetin-7-O-B-D-rutenosideo) (IX) como
o composto ativo de Mentha arvensis. Os autores relatam ainda que em testes
posteriores de avaliacdo da atividade da linarina pura, esta mostrou atividade
seletiva, dose dependente e duas vezes superior a da galantamina, padrdao de
comparacao utilizado. Além disso, a acacetina, aglicona da linarina, na sua forma
livre ndo foi capaz de inibir a enzima nas concentragcdées usualmente avaliadas, o

que sugere a importante participacao da porgao rutenosidica na inibicdo enzimatica.
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Estudos de triagem virtual a partir de um banco de dados de substancias de origem
natural possibilitaram a selecdo da escopoletina (Xa) e seu glicosideo (Xb) como
potenciais agentes anticolinesterasicos. Os compostos foram entdo isolados da
espécie Scopolia carniolica e submetidos a testes de avaliagdo enzimatica. No teste
in vitro, a escopoletina apresentou Clsp de 168,6 uM, enquanto seu glicosideo
apresentou inibicdo de apenas 30,1% na concentracdo de 1000 pM. Tais
substancias também foram submetidas a um teste de avaliagdo da eficacia em
intensificar a transmissao colinérgica central, por meio do aumento da concentracao
extracelular de acetilcolina no cérebro de ratos. Ambos os derivados cumarinicos, na
concentracdo de 2 pM, induziram aumento da concentragdo extracelular de
acetilcolina em relagdo ao nivel basal, mantendo tais niveis por periodos mais
longos que o padrdo galantamina. Porém, contrariamente aos resultados dos
ensaios in vitro, 0 aumento proporcionado pelo glicosideo da escopoletina foi cerca
de duas vezes maior que o apresentado pela aglicona livre e pela galantamina, o
que poderia ser atribuido a diferencas farmacocinéticas apresentadas por essas
substancias, o que afetaria suas concentracées no local de acdao (ROLLINGER et
al., 2004).
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No trabalho de Urbain e colaboradores (2008), diversas xantonas foram isoladas da
espécie Gentianella amarella ssp. acuta e avaliadas como inibidoras de AChE. Entre
as substancias testadas, apenas o triptexantosideo C (Xl) apresentou atividade

inibitéria significativa, sendo observada uma Clso de 13,8 uM.

Em outro estudo, diversos glicosideos fenilpropanoides encontrados em Rhodiola
rosea L. foram isolados, alguns derivados foram propostos, sintetizados e avaliados

como inibidores de AChE. O glicosideo fenilpropanoide (Xlla) mostrou inibicdo da
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enzima de apenas 16% na concentragdo de 5 mM. A introducdo de um grupo
hidroxila na posicao 3 do anel aromatico dos derivados Xllb e Xllc levou a um
aumento significativo da atividade, os quais apresentaram Clso de 7,62 uM e 10,3
MM, respectivamente. Os compostos dissacaridicos Xlld, Xlle, Xlif e Xllg isolados da
planta foram os que apresentaram maior poder de inibicdo enzimatica, com valores
de Clso de 1,72 uM, 3,71 uM, 4,23 uM e 2,05 uM, respectivamente. Esses resultados
demonstram que a introdugado de mais um monossacarideo na estrutura poderia, da
mesma forma que observado em outros trabalhos, atuar como importante doador de
ligacdes de hidrogénio, por meio das hidroxilas, na interagdo ligante-enzima (LI et
al., 2011).
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Jung e colaboradores (2010) avaliaram a atividade anticolinesterasica de
constituintes da planta Nelimbo nucifera Stamens. Entre eles, dois glicosideos
destacaram-se pela potente inibicdo da AChE. O vanilosideo (Xllla) apresentou Clsg
igual a 4,55 pM e inibicdo seletiva da AChE em relacdo a BChE. Ja o nuciferosideo
(XIlb) foi ativo como inibidor tanto da AChE quanto da BChE, com Clsy para AChE
de 3,20 uM. Ambos os compostos, em estudos de cinética enzimatica, apresentaram

perfil de inibicdo n&do competitivo.

Em uma triagem realizada entre cem plantas medicinais da Coréia, Sancheti e
colaboradores (2010) constataram que o exirato de frutos da Terminalia chebula

Retz. apresentava potente atividade inibitoria da AChE. A partir desses frutos, foi
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isolada a substancia 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-B-D-glicose (XIV), a qual demonstrou
efeito inibitério da AChE e BChE, com Clso de 29,9 uM e 27,6 uM, respectivamente.
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1.5 Modelagem molecular aplicada ao planejamento de farmacos

Os avangos ocorridos nas ultimas décadas nas areas de cristalografia de raios X,
quimica computacional e biologia molecular bem como a evolugdo dos recursos
computacionais possibilitaram um aumento da abordagem da modelagem molecular
no planejamento racional de novos farmacos. A aplicagdo de técnicas
computacionais possibilita o estudo de propriedades especificas de um composto,
capazes de influenciar na interacdo deste com um determinado alvo molecular
(STENTA & DAL PERARO, 2011; GEROMICHALQOS, 2007). O conhecimento das
relagbes e interagbes existentes entre ligante e macromolécula permite, entao, a
projecdo de um modelo farmacoférico e, a partir dele, a proposta de ligantes cada
vez mais seletivos (LUNNEY, 2001). Nesse sentido, grandes sao os esforcos para
obtencado de informagdes a respeito da estrutura tridimensional de macromoléculas
potenciais alvos terapéuticos, as quais podem ser de grande auxilio na descoberta
de novas substancias bioativas. Essas informagdes podem ser obtidas diretamente,
por exemplo, de estudos de cristalografia de raios X ou ressonancia magnética
nuclear, ou indiretamente, por meio de estudos de modelagem por homologia
(SANT'ANNA, 2009).

Atualmente, os custos para a descoberta de um novo composto com atividade
biol6gica sdo imensos, sendo estimados valores na faixa de bilhdes de ddlares.

Além disso, o tempo necessario para se alcancar tal feito pode chegar a décadas.
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Diante desse cenario, os estudos de triagem virtual emergiram como uma opg¢ao de
selecao inicial de moléculas com maior probabilidade de apresentarem a atividade
biol6gica de interesse (KUKOL, 2011). Esses estudos podem ser baseados na
estrutura de compostos com atividade j& demonstrada, a partir dos quais se pode
desenvolver um modelo farmacoférico para a proje¢cdo de novas moléculas, ou
baseados no alvo molecular, a partir da avaliacdo da interacdo ligante-
macromolécula (ZOETE et al., 2009). Para tal avaliagdo, a ancoragem molecular ou
docking tem sido uma técnica auxiliar de grande importancia. Por meio de seu uso,
busca-se prever a conformacdo mais provavel de interacdo de um determinado
ligante em seu sitio de ligagdo em uma macromolécula, bem como a energia
envolvida nesse processo (GONCALVES, 2008). As simulagdes de docking podem
ser divididas em duas etapas. A primeira envolve o docking propriamente dito, sendo
necessario um método de busca para explorar o espaco conformacional disponivel
para o sistema. A segunda etapa constitui-se na etapa de classificagdo ou scoring,
para a qual se aplica um campo de forca capaz de avaliar a energia de cada
conformacao (MAGALHAES et al., 2007; GONCALVES, 2008).

1.5.1 AutoDock

Hoje podem ser encontrados diversos programas capazes de realizar calculos de
docking. Entre eles, o AutoDock tem sido amplamente utilizado, por ser um
programa de livre acesso e que tem apresentado bons resultados na classificacao
das moléculas comparativamente aos dados obtidos a partir de testes biolégicos
(GAl et al., 2010; ADINARAYANA & DEVI, 2011; TIWARI et al., 2009).

Para obtencdo da conformacdo e posicdo de menor energia de ancoragem do
ligante no alvo molecular, o AutoDock aplica os métodos de busca estocastica ou
randémica, 0s quais incorporam o conceito de aleatoriedade. A partir da técnica de
Simmulated Annealing, submete-se um determinado sistema em estudo a
aquecimento até que este alcance o equilibrio a altas temperaturas. Quando esse
equilibrio é alcangado, o sistema é submetido entdo a um resfriamento gradual, com
o qual a energia cinética do sistema € removida, permitindo que trajetérias locais se
ajustem em conformagdes locais de energia minima (SANT'ANNA, 2002). A principal

deficiéncia apresentada por essa técnica é que sé se obtem um bom desempenho
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quando o ligante apresenta oito ou menos ligacdes passiveis de rotacdo (MORRIS
et al., 1998). O Algoritimo genético (AG) € outra técnica de busca conformacional
disponibilizada pelo AutoDock e que se baseia na teoria da evolugao de Darwin, ou
seja, alguns dos melhores individuos da populagdo sao selecionados para
sobreviver, sendo passados para a proxima geragdao sem modificagdes. No caso do
docking molecular, um determinado arranjo do ligante e macromolécula pode ser
definido por um conjunto de valores que descrevem a translagdo, rotacdo e
conformacdo do ligante em relagcdo a macromolécula, sendo cada um desses
parametros uma variavel de estado do ligante e, contextualmente, um gene. O
estado do ligante corresponde ao genétipo, a partir do qual é gerado um fendtipo, as
coordenadas atébmicas do substrato. Nesse caso, a “capacidade de sobrevivéncia” é
avaliada a partir da energia total de interacdo do ligante com a macromolécula,
calculada por meio de uma funcao de energia. Os individuos sdo randomicamente
divididos em pares, os quais sofrem crossover, durante o qual novos individuos
herdam genes de ambos os pais. Alguns descendentes, de forma randémica, sofrem
ainda mutacgao, processo que leva a mudanga de um gene por outro. A selecao dos
descendentes da atual geracdo se da de acordo com a capacidade de cada
individuo: o individuo melhor adaptado (menor energia) ao ambiente se reproduz,
enquanto que o pouco adaptado (alta energia) morre (MORRIS et al., 1998). Em
versdes mais recentes do AutoDock, pode-se ainda encontrar uma forma modificada
do AG conhecida como algoritmo genético Lamarckiano (AGL), que se baseia na
teoria de Lamarck, que diz que mudangas adquiridas por um individuo durante sua
vida sao transmitidas aos seus descendentes. Trata-se de um método hibrido que
une caracteristicas do AG com as do método de busca local (LE et al., 2009). A
principal diferenca entre AG e AGL consiste no fato de que o ligante sofre uma
minimizacao energética pelo método de busca local e a préxima geracdo do
algoritmo é constituida por esses individuos otimizados (GONGCALVES, 2008).

No AutoDock, utiliza-se um campo de for¢ca semi-empirico para a realizagdo da
busca conformacional do ligante no sitio de interagcdo (HUEY et al., 2007). O campo
de forgca semi-empirico avalia a interagdo entre macromolécula e ligante em dois
passos. Inicialmente, ligante (L) e macromolécula (M) encontram-se em
conformacgdes nao ligadas. Na primeira etapa, avalia-se a energia intramolecular da

transicdo entre o estado néo ligado (EX:t g pMM ) para a conformacéo

nao —ligada nio—ligadz
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em que o ligante e macromolécula irdo adotar quando complexados

(BiE.. e EXE.). Na segunda etapa, avalia-se a energia intermolecular do ligante e
macromolécula quando em conformag6es ligadas (Ej;.q.)- Por fim, a energia livre

de interagédo (4G;;,,) € estimada como sendo a diferenga entre a energia do ligante e
da macromolécula quando em conformagdes néo ligadas e a energia do complexo
ligante-macromolécula, somando-se ainda a entropia conformacional perdida apds
ligacdo (4S..r) (1). Para calculos que consideram a macromolécula em sua forma
rigida e o ligante flexivel, o termo diferenca entre a energia intramolecular da

macromolécula em suas formas ligada e nao ligada é nulo.

Cada parametro utilizado no célculo de energia inclui as contribuicdes energéticas
por dispersdo/repulsdo (interagdo de van der Waals) (E,qw), ligacdo de hidrogénio
(Euign), interag@o eletrostatica (E...) e dessolvatagdo (E.ss.), ponderadas por uma
constante W, a qual é obtida a partir de uma série de dados experimentais de
complexos macromolécula-ligante (2). A entropia conformacional é proporcional
(ponderada por W,,,) ao numero de liga¢des rotacionais no ligante (N,) (3) (HUEY
et al., 2007). A funcdo matematica utilizada para célculo da afinidade entre ligante e
macromolécula é conhecida como fungdo scoring, sendo essa utilizada pelo
algoritmo de busca para classificacao das conformagdes de interagdo do ligante com
macromolécula e, em algumas situagdes, para estimar a constante de afinidade

macromolécula-ligante.

AG,, =(EL L —EXE Y+ (ER —EMM Y+ (ENE +AS,,.0) (1)

ligada ndo-ligada ligada ndo-ligada ligada

EM-L =W Evow *Wianr Etr ¥ Wi B ¥ W E

ligada v elet  elet dessol " dessol (2)

AS = Wconf N tors (3)

conf

A energia livre de interacdo 4G, é utilizada no calculo da constante de formagéo do
complexo enzima-inibidor, conhecida como constante de inibicdo K. Para tanto, usa-
se a equacao (4), na qual R é a constante dos gases e T € a temperatura absoluta,
assumida como temperatura ambiente. Em andlise de dados, o valor de K; pode
ainda ser transformado pK; utilizando-se a equecao (5).
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AG,, =RTInKi (4)

lig

pKi = —log Ki (5)

O programa AutoDock 4.0 utiliza grades de energia (grid), geradas pelo programa
AutoGrid 4.0, que proporcionam uma reducdo do custo computacional. Para a
construcdo dessa grade de energia, realiza-se um pré-calculo da contribuicdo
energética da macromolécula, sendo representada na forma de uma rede de pontos,
a qual é lida no momento da avaliacdo de energia intermolecular do ligante e
macromolécula. (KITCHEN et al., 2004; MAGALHAES et al., 2007).

Para realizacdo dos devidos célculos, diversos parametros de busca relacionados
aos algoritmos utilizados devem ser estipulados de forma a permitir que o programa
consiga prever as conformagdes de menor energia que mais se assemelhem com os
dados reais, como aqueles obtidos por cristalografia. Uma das formas de se avaliar
se os valores estabelecidos para esses parametros sdao adequados para o estudo
proposto é a realizacdo de simulacdes de redocking e crossdocking. O redocking
consiste na simulacdo de docking do ligante cristalografico em sua estrutura de
origem, permitindo avaliar se as simulacbes sao capazes de reproduzir a
conformagao original desse ligante (MAGALHAES et al., 2007). Considera-se que se
obtém boa predicdo com os parametros de trabalho escolhidos quando as solugées
de menor energia previstas apresentam RMSD menor que 2 A (GANI, 2007). Os
estudos de redocking consistem na forma mais comum de se avaliar a predi¢gdo do
método adotado, porém, como as estruturas das macromoléculas sao
cristalografadas em diferentes conformagdes, tal estrutura rigida pode néo se
encontrar na conformagédo adequada de ligagcado com o ligante, o que é uma situagao
esperada durante os calculos de interagdo da enzima com ligantes ainda nao
estudados. Isso implicaria em uma maior dificuldade para os algoritmos de busca em
encontrar a conformagao mais adequada do ligante. Uma maneira de se avaliar os
valores dos parametros de busca quanto essa situacao € a realizacao de estudos de
crossdocking. Por meio desse tipo de estudo, ligantes complexados com diferentes
estruturas de uma mesma enzima sao ancorados em estruturas nao originais,

possibilitando que se avalie se as principais interacfées com a enzima de origem sao
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mantidas. No trabalho de MAGALHAES e colaboradores (2007), foi considerado
como sucesso de previsdo valores de RMSD menores que 2,5 A para as

conformacgdes de menor energia.
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando a importante contribuicdo do fator etario para o desenvolvimento
dessa doenga e a tendéncia observada de envelhecimento populacional, a
prevaléncia de individuos com DA deve crescer ao longo dos proximos anos. A
perda das fungdes cognitivas gera um quadro de incapacidade muito caracteristico,
afetando o dia-a-dia do doente e de todas as pessoas ao seu redor, gerando altos
custos sociais diretos e indiretos relacionados aos cuidados dispensados ao

paciente.

Apesar dos beneficios sintomaticos proporcionados pelos inibidores de
acetilcolinesterase em comercializagdo, o uso de anticolinesterasicos tem hoje como
desvantagem o alto custo. Considerando as posologias convencionais (VALE et al.,
2011) para o tratamento da DA, o custo mensal variaria de R$ 100,00 a R$ 400,00,
representando um alto valor no orcamento de pessoas que desenvolvem a doenca,
as quais, em geral, fazem uso de outros medicamentos e se mantém com precarias
aposentadorias. Mesmo que evidéncias pré-clinicas mostrem certo efeito dos
medicamentos disponiveis como modificadores da doenga, ou seja, capazes de
alterar o curso natural do processo patologico (REES & BRIMIJOIN, 2003; LANE et
al., 2004; MUNOZ-TORRERO, 2008), a indicagdo deles ainda é atribuida quase

unicamente aos efeitos sintomaticos proporcionados.

Atualmente, com o0s avangcos no conhecimento estrutural e funcional das
colinesterases e da neuropatologia da DA, muitos trabalhos tém sido desenvolvidos
visando a busca de inibidores cada vez mais seletivos para a AChE, que consigam
bloquear regides vitais da enzima relacionadas a patologia dessa doenga e que
apresentem caracteristicas fisico-quimicas que os permitam atingir concentracao
ideal para agdo no sistema nervoso central. A relagdo dessa enzima com o
desenvolvimento das placas amiloides (INESTROSA et al., 2008; INESTROSA et al,
2005; BERSON et al., 2008; BARTOLINI et al., 2003; DE FERRARI et al., 2001;
INESTROSA et al., 1996; REYES et al., 1997), as quais estao relacionadas com os
efeitos neurotdxicos da doencga, faz com que ela se torne um alvo em potencial

também para o tratamento do processo neuropatoldgico. Além disso, 0
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conhecimento de que a acdo proagregante da AChE reside no sitio anidnico
periférico (INESTROSA et al., 2005; BARTOLINI et al., 2003; DE FERRARI et al.,
2001; INESTROSA et al.,, 1996) permite que novos inibidores capazes de agir
diretamente sobre essa regido da enzima ou sobre os sitios periférico e ativo sejam
propostos. Dessa forma, conseguir-se-ia teoricamente melhor desempenho dos
farmacos em relacdo a Doenga de Alzheimer, permitindo uma melhora da qualidade

de vida desses pacientes.

Em trabalhos na literatura tem sido demonstrado o potencial uso de glicosideos
como inibidores da acetilcolinesterase, os quais apresentam valores de Clso variando
de milimolar a submicromolar (ERDOGAN-ORHAN et al., 2011; Ll et al., 2011; JUNG
et al., 2010; MIN et al., 2010; SANCHETI et al., 2010; URBAIN et al., 2008; WEN et
al., 2008; OINONEN et al., 2006; ROLLINGER et al., 2004). No trabalho de Wen e
colaboradores (2008), € mostrado que os compostos com maior atividade inibitéria
apresentaram, em estudos de cinética enzimatica, perfil de inibicdo mista. Nao foi
possivel encontrar na literatura dados de cristalografia ou modelagem molecular que
demonstrem a forma de interacao desses ligantes com a enzima. Porém, € possivel
especular que além de atuarem no sitio ativo da enzima, esses inibidores possam
apresentar algum ponto de interacdo com o sitio aniénico periférico, o qual possui
atividade alostérica sobre a AChE. Caso essas especulacdes sejam verdadeiras,
pode-se sugerir que tais inibidores possam bloquear tanto as fungdes classicas da
enzima, responsaveis pelos sintomas caracteristicos da doenga, quanto as néo
classicas, reduzindo também a formacdo das placas amiloides e,

consequentemente, a evolugéao dessa enfermidade.

A primeira avaliacdo, os glicosideos citados apresentariam como principal
desvantagem baixo coeficiente de particdo, o que dificultaria sua absorcdo no
organismo e a sua penetracado de forma passiva no sistema nervoso central. Porém,
a presenca de hidroxilas livres na sua estrutura, passiveis de serem convertidas em
grupos acetila, permitiria que essas substancias pudessem ser administradas como
pro-farmacos (LAVIS, 2008). Além disso, sabe-se que o cérebro utiliza a glicose
como Unica fonte energética e, para atender a intensa demanda requerida por esse
6rgao, ao longo da barreira hematoencefalica, pode ser encontrado um grande
nuamero de transportadores de hexoses, conhecidos como GLUT (QUTUB & HUNT,
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2005). Alguns estudos tém mostrado que certas substancias neuroativas na sua
forma glicosilada sdo capazes de atingir concentracées superiores no sistema
nervoso central quando comparadas as formas livres, atribuindo-se a isoforma
GLUT1, a mais abundante na barreira hematoencefélica, o transporte desses
compostos (GARCIA et al., 2010; GYNTHER et al., 2009; DHANIKULA et al., 2008;
NEGRI et al., 1999). Assim, glicosideos capazes de inibir a AChE tanto por bloqueio
da interagdo do substrato natural com sitio ativo quanto alostericamente podem ser

uma interessante alternativa no tratamento da Doenga de Alzheimer.
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3 OBJETIVOS

Considerando os promissores resultados demonstrados por derivados glicosideos
como inibidores da acetilcolinesterase (ERDOGAN-ORHAN et al., 2011; LI et al.,
2011; JUNG et al., 2010; MIN et al., 2010; SANCHETI et al., 2010; URBAIN et al.,
2008; WEN et al., 2008; OINONEN et al.,, 2006; ROLLINGER et al., 2004) e a
necessidade de novos farmacos mais seletivos e eficazes para o tratamento
sintomatico e modificador da Doenca de Alzheimer, objetivou-se nesse trabalho
realizar o planejamento racional por modelagem molecular, sintese, caracterizacao e

avaliacao bioldgica de glicosideos, inibidores potenciais da AChE.

Objetivos especificos:

a) realizar simulagcdées de ancoragem molecular de O- e S-glicopiranosideos
de arila, substituidos em C-6 do anel sacaridico pelos grupos hidroxila, amino

e piperidino, em estruturas cristalograficas de AChE;

b) analisar os resultados obtidos a partir dos estudos de docking e selecionar
compostos com maior e menor potencial inibitério para fins de sintese e

avaliacao da predicao de tais estudos;

C) sintetizar e caracterizar os compostos selecionados a partir das simulagdes
de docking;

d) submeter tais compostos sintetizados a testes de avaliacdo da atividade
inibitéria da AChE.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Simulacoes de docking

A ancoragem dos potenciais inibidores e a AChE foi estudada pela técnica de
ancoragem molecular (docking), utilizando o programa AutoDock 4.0 (MORRIS et al.,
1998), o qual possibilitou a previsdo das conformacdes de ligacao do ligante flexivel

a macromolécula alvo na forma rigida.

Para a realizagdo das simulagdes, duas estruturas cristalograficas da enzima em
questéo foram obtidas a partir do banco de dados Protein Data Bank: cédigos PDB
1B41 (KRYGER et al., 2000), de origem humana e resolucéo de 2,76 A, e TW6R,
originaria de T. californica e com resolugdo de 2,05 A (GREENBLATT et al., 2004). A
estrutura PDB 1B41 corresponde a uma enzima recombinante humana complexada
com fasciculina-Il, inibidor ndo competitivo da AChE que interage com o sitio
anioénico periférico da enzima, em regido externa a enzima. Esse arquivo foi
selecionado por ser o modelo de enzima humana com maior resolugdo (2,76 A)
encontrada no banco de dados utilizado. O arquivo PDB 1W6R corresponde a
estrutura da AChE de T. californica complexada com a galantamina, um conhecido
inibidor competitivo dessa enzima. Esse arquivo foi escolhido por apresentar como
ligante cristalografico um inibidor competitivo, 0 que permitiria, comparativamente a
enzima humana, avaliar se os resultados de docking sao reprodutivos em modelos
de enzimas complexadas a ligantes com diferentes perfis de inibicdo. Estudos de
comparagao estrutural entre esses dois modelos foram desenvolvidos utilizando o
programa SwissPDBViewer (versdo 4.0.1). Entre os modelos de complexo AChE-
galantamina, o PDB 1W6R era o que apresentava maior resolucdo (2,05 A). Para a
execugdo dos estudos, os ligantes cristalograficos e as moléculas de agua foram
removidos das estruturas cristalograficas. Em seguida, essas estruturas foram
corrigidas no programa SwissPDBViewer (versao 4.0.1), para que alguns residuos
com atomos em falta fossem completados. O AutoDockTools, interface grafica que
auxilia no preparo e analise dos arquivos relacionados as simulagdes de docking
com AutoDock, foi utilizado para adi¢cdo de hidrogénios polares as macromoléculas e
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atribuicdo de cargas Gasteiger a cada atomo das estruturas. Apds essas
modificagdes, foi necessario o célculo dos mapas de grades de energia. Esses
mapas procuraram englobar toda a regido da garganta do sitio ativo, inclusive os
residuos formadores do sitio aniénico periférico. Dessa forma, haveria uma grande
regidao disponivel de ancoragem para os ligantes, permitindo avaliar em qual regido
da enzima eles interagiriam preferencialmente. Para a criacdo dos mapas, o
AutoDockTools foi aplicado na selegdo dos devidos parametros e os calculos foram
realizados pelo programa AutoGrid. A grade de energia referente a estrutura PDB
1B41 apresentou 50x64x50 pontos e foi centralizada no ponto de coordenadas xyz
118,724, 108,857 e -135,331; enquanto grade de energia da estrutura PDB 1W6R foi
construida com 60x60x60 pontos e centralizada no ponto de coordenadas 4,088;
64,664 e 64,024. O espacamento entre os pontos em ambas as situagdes foi de
0,375 A. Os seguintes tipos atdmicos permitidos para o ligante foram incluidos: P, C,
HD, AO, NA, AS, H, HS, A, N, NS, OS, F, S, |, BR, CL.

No programa HyperChem 7.5 (FROIMOWITZ, 1993), procedeu-se com o desenho
das estruturas dos 108 ligantes propostos, as quais foram submetidas a otimizagéao
da energia estérica utilizando o campo de forca AMBER (por mecéanica molecular,
com valor do gradiente de convergéncia de 0,05 Kcal/mol.A) e AM1 (por método
semi-empirico, com valor do gradiente de convergéncia de 0,01 Kcal/mol.A). Os
grupos acidos e basicos foram considerados ionizados. Todos os angulos torsionais
considerados pelo AutoDockTools foram mantidos flexiveis. Para os ligantes, foram

mantidas as cargas do tipo AM1 geradas durante otimizacao energética.

Com o auxilio do algoritmo genético Lamarckiano e de um campo de for¢ca semi-
empirico do AutoDock, realizaram-se os calculos de busca conformacional e de
energia de interacdo do complexo enzima-ligante. Para avaliacdo dos parametros
estabelecidos para calculo, foram utilizados os procedimentos de redocking e
crossdocking. Como a galantamina apresenta apenas 2 ligagdes rotacionaveis, para
avaliar a precisao do método em relagédo a substratos com maior nimero de angulos
torsionais, a estrutura PDB 1EVE (KRYGER et al., 1999), com resolucéo de 2,50 A,

foi utilizada no estudo de crossdocking envolvendo as duas enzimas inicialmente
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selecionadas. Esse modelo apresenta a AChE de T. californica complexada com
donepezila, um conhecido inibidor ndo competitivo da enzima. A donepezila
apresenta em sua estrutura seis ligacdes passiveis de rotagdo, agregando maior
dificuldade na busca da conformagdo de menor energia e permitindo melhor
avaliacao dos parametros propostos. Para a realizagdo das simulagdes de docking,
as estruturas da galantamina e da donepezila foram submetidas ao mesmo preparo
dos ligantes propostos. Para a estrutura PDB 1W6R foi realizado os estudos de
redocking e crossdocking e, para a PDB 1B41, somente os estudos de crossdocking.
A fasciculina-ll ndo foi submetida a estudo de redocking, pois se localiza em regiao
exterior a enzima e a area delimitada nos mapas de grade de energia. Para cada
ligante, sendo ele cristalogréafico ou em estudo, foram desenvolvidas 100 corridas de
busca com o algoritmo genético Lamarckiano, aplicando-se um numero maximo de
avaliacoes de energia de 15.000.000 e populagcdo de 150 individuos para um
maximo de 27.000 geragdes. Para outros parametros foram mantidos os valores
padroes. As solugbes foram ordenadas conforme a energia livre de ligagdo e
agrupadas em conjuntos (clusters), de acordo com o desvio quadratico médio
(RMSD), medido em relagdo a solucdo mais estavel de cada conjunto. O RMSD

méaximo estipulado por conjunto foi de 2 A.

Para que o programa AutoDock 4.0 seja executado no sistema operacional
Windows, foi necessaria a utilizagdo da interface Cygwin, que simula o ambiente
Linux. Para todos os calculos, foi utilizado um microcomputador acoplado com

processador Intel® Core™2 Quad e sistema operacional Windows.

4.2 Sintese dos compostos planejados

4.2.1 Plano de sintese dos compostos planejados

Para obtenc&o dos compostos selecionados a partir dos resultados de estudos de
docking, foram estabelecidas duas rotas de sintese. A rota apresentada na Figura 4
permitiria a obtencao dos glicosideos e tioglicosideos e os derivados modificados em

C-6 do anel sacaridico pelos grupos amino e piperidino. Ja a rota de sintese
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mostrada na Figura 5 foi proposta como alternativa para obtencao dos derivados 6-

amino.

Figura 4 - Rota de sintese para obtencdo dos glicosideos e tioglicosideos propostos.
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Figura 5 - Rota de sintese alternativa.
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i = CBry, PPhg, DMF; ii = NaNg, MeOH, DMF; iii = sol. ag. HCI 3M; iv = Ac,O, AcONa; v = HBr, AcOH; vi = BF3.Et,0, HXAr,
DCM; vii = HXAr, LIOH ou KOH, acetona; viii = KOH ou MeONa, MeOH; ix = PPh3, THF, H,O

4.2.2 Aparelhagem e materiais utlizados

As faixas de fusédo foram determinadas em aparelho Silbron-Thermolyne MP-12516,
no Laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da UFMG.

As determinagbes de poder rotatério especifico [a], foram realizadas em

polarimetro ADP 220, com caminho éptico de 0,5 dm, no Laboratério de Quimica
Farmacéutica da Faculdade de Farméacia da UFMG.

Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectrémetro Spectrum One
Perkin Elmer, no Laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade de Farmacia
da Universidade Federal de Minas Gerais.
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Os espectros de RMN de 'H e RMN de '*C foram determinados em aparelho Bruker
AVANCE DPX200 ou Bruker AVANCE DRX400, no Laboratério de Ressonancia
Magnética Nuclear de Alta Resolucdo (LAREMAR), no Departamento de Quimica da
UFMG, utilizando-se como padrao interno o sinal do préprio solvente utilizado.
Quando se fez necessario para a atribuicdo dos sinais de RMN e para algumas
substancias inéditas foram obtidos espectros de RMN bidimensionais (COSY,
HMQC). Para a atribuicdo das bandas no infravermelho e dos sinais de RMN foi
utilizado como referéncia SILVERSTEIN e colaboradores (2007).

Para cromatografia em camada delgada utilizou-se silica gel 60 G Merck e placa de

vidro com dimensdes de 5x10 cm. A espessura da camada de silica foi de 0,25 mm.

Para cromatografia em coluna foram utilizadas silica gel 60 (0,063-0,200 mm/70-230
mesh ASTM) Merck e silica gel 60 (0,040-0,063 mm/230-400 mesh ASTM).

4.2.3 Purificacao de solventes e reagentes

Diclorometano anidro: acondicionado por 24 horas com cloreto de calcio anidro.
Posteriormente, o solvente foi filtrado para outro frasco contendo peneira molecular
4 A,

N-bromosuccinimida (NBS): em um erlenmeyer contendo 20 g de N-
bromosuccinimida, foram adicionados 200 mL de agua fervente. Esperou-se por um
minuto dissolucdo do material e filtrou-se a mistura ainda quente para retirada de
qualquer impureza em suspensdo. O frasco contendo o filtrado foi mantido em
banho de gelo por 30 minutos para a precipitagdo da NBS na forma de cristais. Tais
cristais foram filtrados e lavados com agua fria (DAUBEN & MCCOY, 1959).

N,N-Dimetilformamida: acondicionada com peneira molecular 4 A.
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Ativagao da Resina Amberlite® IRA-400: em uma coluna de vidro, vedada com um
pedaco de algodao, foram vertidos 100 mL da resina (volume seco). Um volume de
150 mL de solugdo aquosa de NaOH 1 M foi vertido lentamente sobre a coluna, de
forma a permitir o fluxo homogéneo por toda a resina. Em seguida, a resina foi
lavada com quantidade de agua suficiente para retirar o excesso de base. Entéo,
verteu-se a resina em recipiente, o qual foi mantido em dessecador por 24 horas.

4.2.4 Solucoes reveladoras

Solugédo de acido sulfurico: solugdo a 15% v/v de acido sulfurico concentrado em

etanol.
Solucgéo de ninidrina: solucéo a 0,5% p/v de ninidrina em etanol.

Solugéo de 2,4-dinitrofenilidrazina: solugao a 2,5% p/v de 2,4-dinitrofenilidrazina em
etanol contendo 10% de acido cloridrico concentrado.

Vapores de iodo

4.2.5 Procedimento geral para sintese dos 2,3.4,6-tetra-O-acetil-B-D-
glicopiranosideos de arila (2a-2¢) (FISHER & MECHEL, 1916)

A um béquer, um equivalente molar de brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-

glicopiranosila (1), preparado a partir da técnica descrita por CONCHIE e
colaboradores (1957) foi adicionado e solubilizado em 10 mL de acetona. Em um
baldo de fundo redondo, foram solubilizados 3 equivalentes molares de hidréxido de
litio monoidratado em 20 mL de agua destilada. Em seguida, adicionaram-se 3
equivalentes molares do fenol ou naftol apropriado, mantendo-se a mistura sob
agitacdo magnética por 15 minutos para completa solubilizagdo. Posteriormente,
acrescentou-se a solucdo de 1 em acetona. A mistura reagente foi mantida sob
agitacao magnética a temperatura ambiente até o término da reacao, detectado por

CCD (eluente: hexano/acetato de etila 6:4 v/v; reveladores: iodo, solugdo de acido
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sulfarico, aquecimento a 120 °C). Entao, a acetona foi evaporada sob ventilagdo e a
mistura reagente extraida com 4 fracdes de 30 mL de diclorometano. Lavou-se a
fase organica com 3 fracées de 30 mL de solucédo de hidréxido de sédio 1 M e
fracoes de 50 mL de agua destilada até pH 7. A fase organica foi secada com sulfato
de sédio anidro, filtrada e concentrada em evaporador rotatério. O material bruto
recuperado foi recristalizado em etanol absoluto.

4.2.4.1 Dados de caracterizacao de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-g-D-glicopiranosideo
de 1-naftila (2a)

2a

Solido amarelo [9,67 g (20,38 mmol; 35%) a partir de 24 g (58,37 mmol) de 1]
F. M.: Co4Ho5010

M. M.: 474,45 g/mol

F.F.:173,6 —175°C [F. F.: 173 — 175 °C (BRETSCHNEIDER, 1948)]

[e], -70,9° (¢ 0,5, CHCI3) [[«], -71° (c 0,7, CHCIl3) (YAMAGUCHI, 1990)]

Tabela 1 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 2a

v(cm™) Atribuicao
2965 Deformagcéo axial de C-H de carbono sp®
1744 Deformacao axial de C=0 de éster
1631, 1598, 1581, 1508 Deformacao axial de C=C aromatico

1466, 1449 Deformagao angular assimétrica de C-H de carbono sp®

1395, 1365 Deformag&o angular simétrica de C-H de carbono sp®
1241 Deformacao axial assimétrica de C-O-C de éter aromatico
1208 Deformacao axial assimétrica de C-(C=0)-O

1071, 1034 Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de agucar
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Tabela 2 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 5) de 2a

é (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
8,11-8,06 m 1 - H-9
7,84-7,79 m 1 - H-6’
7,59 — 7,47 m 3 - H-4', H-7’e H-8’

7,37 t 1 7,6 (Jz2.3= Js4) H-3'
7,05 d 1 7,6 (L) H-2’
5,51 t 1 9,2 (Ji2=d2g) H-2
5,37 t 1 9,2 (Jsq=J2g) H-3
5,28 = 5,19 m 2 - H-1e H-4
4,35 dd 1 12,3 (F); 5,4 (F) H-6a
4,21 dd 1 12,3 (S); 2,4 (L) H-6b
3,99 — 3,92 m 1 - H-5
2,08 — 2,05 3xs 12 - OCOCH;

Tabela 3 - Dados de RMN de *C (50 MHz, CDCl,, 5) de 2a

d (ppm) Numero de carbonos  Atribuicao
169,65 — 170,80 4 OCOCH;
153,00 1 C-1’
134,69 1 C-5’
127,74 1 C-6’
126,86 1 C-7
126,21 1 C-8
125,93 1 C-10
125,67 1 C-3
123,26 1 C-4
121,82 1 C-9’
109,18 1 C-2
99,72 1 C-1
72,85 1 C-3
72,33 1 C-5
71,29 1 C-2
68,65 1 C-4
62,19 1 C-6
20,89 4 OCOCH;
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4.2.4.2 Dados de caracterizacao de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-g-D-glicopiranosideo
de 2-naftila (2b)

Solido branco [1,2 g (2,53 mmol; 26%) a partir de 4 g (9,73 mmol) de 1]
F. M.: C24H26010

M. M.: 474,45 g/mol

F.F.:132,0 - 132,5 °C [F. F.: 135 - 136 °C (KARASAWA, 1961)]

[e], -17,4° (¢ 0,9, CHCI3) [[«], -19° (c 0,9, CHCIl3) (KARASAWA, 1961)]

Tabela 4 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 2b

v(cm™) Atribuicdo
2937 Deformagcéo axial de C-H de carbono sp®
1745,1727 Deformacao axial de C=0 de éster
1629, 1601, 1508 Deformacao axial de C=C aromatico
1467, 1430 Deformacao angular assimétrica de C-H de carbono sp®
1377, 1366 Deformacdo angular simétrica de C-H de carbono sp®
1241 Deformacéo axial assimétrica de C-O-C de éter aromatico
1213 Deformacéao axial assimétrica de C-(C=0)-O

1052, 1033 Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de acgucar
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Tabela 5 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCl,, 5) de 2b

& (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
7,76 - 7,71 m 3 H-3', H-5' e H-8’
7,51 -7,40 m 2 H-6'e H-7’

7,34 d 1 2,4 (J) H-10’
7,19 dd 1 8,8 (J): 2,4 (S H-2’
5,37 - 5,15 m 4 H-1, H-2, H-3, e H-4
4,32 dd 1 12,2 (f); 5,4 (L) H-62
4,20 dd 1 12,2 (f); 2,6 (S) H-6b
3,99 — 3,90 m 1 H-5
2,08 — 2,05 3xs 12 OCOCHjs

Tabela 6 - Dados de RMN de *C (50 MHz, CDCls, 5) de 2b

& (ppm) Numero de carbonos Atribuicao
170,38 — 169,49 4 OCOCH;
154,78 1 C-1
134,25 1 C-9’
130,30 1 Cc-4
129,84 1 C-3
127,90 1 C-5 ou C-8
127,22 1 C-5 ou C-8
126,82 1 C-7
124,89 1 C-6’
118,99 1 c-2
111,63 1 C-10
99,28 1 C-1
73,03 1 C-3
72,23 1 C-5
71,36 1 C-2
68,59 1 C-4
62,17 1 C-6
20,77 4 OCOCH;
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4.2.5.3 Dados de caracterizacao de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-g-D-glicopiranosideo
de 4-formilfenila (2c)

Solido branco [2,5 g (5,53 mmol; 27%) a partir de 8,4 g (20,4 mmol) de 1]
F. M.: C21H24011

M. M.: 452,40 g/mol

F.F.: 142,1 —142,9 °C [F. F.: 142-143 °C (WEN et al., 2008)]

[e], -27,5° (¢ 0,5, CHCIs) [[«], -29,5° (c 0,5, CHCIls) (NARATANI, 1987)]

Tabela 7 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 2¢

v(cm”) Atribuicdo
2962 Deformagéo axial de C-H de carbono sp®
1734 Deformacao axial de C=0 de éster
1689 Deformacao axial de C=0 de aldeido aromatico
1598, 1504 Deformacao axial de C=C aromatico
1379, 1364 Deformag&o angular simétrica de C-H de carbono sp®
1219 Deformacao axial assimétrica de C-(C=0)-O

1081, 1034 Deformacéo axial de O-C-C e C-O-C de agucar




Tabela 8 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, ) de 2¢

é (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao

9,90 s 1H - CHO
7,83 d 2H 8,8 (J9) H-3' e H-5’
7,08 d 2H 8,8 (J9) H-2’ e H-6’

5,36 - 5,11 m 4H - H-1, H-2, H-3 e H-4
4,28 dd 1H 12,2 (J?), 5,4 (J°) H-6a
4,16 dd 1H 12,2 (J?), 2,2 (J°) H-6b

3,97 -3,88 m 1H - H-5

2,04 - 2,02 3xs 12H - 4 x OCOCHj

Tabela 9 - Dados de RMN de *C (50 MHz, CDCl,, 5) de 2¢

& (ppm) Numero de carbonos Atribuicao
190,83 1 CHO
170,60 — 169,36 4 OCOCH;
161,36 1 C-1
131,95 3 C-3,C-4 e C-5
116,90 2 C-2e C-¢
98,14 1 C-1
72,65 1 C-3
72,41 1 C-5
71,12 1 C-2
68,25 1 C-4
62,00 1 C-6
20,71 4 OCOCH;
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4.2.4.4 Dados de caracterizacao de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-g-D-glicopiranosideo
de 4-formil-2-metoxifenila (2d)

Solido branco [2,38 g (4,93 mmol; 48,3%) a partir de 4,20 g (10,21 mmol) de 1]
F. M.: CoHo5012

M. M.: 482,43 g/mol

F.F.:141,7 —142,3 °C [F. F.: 142-143 °C (THORPE, 1937)]

[e], -46,12 (c 1, CHCI3) [[e], -48,3° (c 1, CHCI3) (THORPE, 1937)]

Tabela 10 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 2d

v(cm™) Atribuicao

2944 Deformagcéo axial de C-H de carbono sp®
1753, 1737 Deformacao axial de C=0 de éster

1694 Deformacao axial de C=0 de aldeido aromatico

1591, 1510, 1475 Deformacéao axial de C=C aromatico

1421 Deformagdo angular assimétrica de C-H de carbono sp°
1377, 1318 Deformag&o angular simétrica de C-H de carbono sp®
1287, 1274 Deformacao axial assimétrica de C-O-C de éter

1209 Deformacao axial assimétrica de C-(C=0)-O

1082, 1057, 1028 Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de acgulcar
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Tabela 11 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 5) de 2d

& (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
9,87 s 1 - CHO
7,42 d 1 1,6 (J H-3’
7,40 m 1 - H-5’
7,20 d 1 8,6 () H-6'

5,32 - 5,08 m 4 - H-1, H-2, H-3 e H-4
4,27 dd 1 12,4 (f); 5,0 (L) H-62
417 dd 1 12,4 (f); 2,6 (S H-6b
3,92-3,80 m 1 - H-5
3,85 s 3 - OCHj
2,06 e 2,03 2xs 12 - COOCH;

Tabela 12 - Dados de RMN de *C (50 MHz, CDCl,, 5) de 2d

4 (ppm) Numero de carbonos  Atribuicao
191,06 1 CHO
170,66 — 169,40 4 OCOCH;
151,26 1 C-1’
151,14 1 C-2’
132,98 1 C-4
125,49 1 C-5
118,33 1 C-6’
110,96 1 C-3
99,87 1 C-1
72,53 1 C-3
72,40 1 C-5
71,17 1 C-2
68,41 1 C-4
62,03 1 C-6
56,26 1 OCH;
20,75 4 OCOCH;
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4.2.4.5 Dados de caracterizacao de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-g-D-glicopiranosideo
de 4-metoxifenila (2e)

Solido branco [0,61 g (1,35 mmol; 29%) a partir de 1,91 g (4,65 mmol) de 1]
F. M.: C21H26011

M. M.: 452,42 g/mol

F.F.: 96,0 —96,4 °C [P. F.: 98,5 °C (YAMAGUCHI, 1990)]

[e], -13,3% (c = 1 CHCI3) [[a], -14° (c = 1 CHCI3) (YAMAGUCHI, 1990)]

Tabela 13 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 2e

v(cm™) Atribuicado
2998, 2946 Deformacéo axial de C-H de carbono sp®
1741 Deformacao axial de C=0 de éster
1507, 1441 Deformagao angular assimétrica de C-H de carbono sp®
1366, 1329 Deformacdo angular simétrica de C-H de carbono sp®
1257 Deformacao axial assimétrica de C-O-C de éter
1211 Deformacao axial assimétrica de C-(C=0)-O

1058, 1030 Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de acguUcar




Tabela 14 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 5) de 2e

& (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
6,95 d 2 9,0 (S H-2 e H-6'
6,81 d 2 9,0 (S H-3 e H-5

5,33 — 5,11 m 3 - H-2, H-3 e H-4
4,95 d 1 7,0 () H-1
4,29 dd 1 12,2 (S); 5,0 (S) H-62
4,15 d 1 - H-6b
3,83 -3,77 m 1 - H-5
3,77 s 3 - OCHj
2,08 - 2,03 2xs 12 - OCOCH;

Tabela 15 - Dados de RMN de *C (50 MHz, CDCl,, 3) de 2e

& (ppm) Numero de carbonos Atribuicao
170,78 — 169,50 4 OCOCH;
155,98 1 C-1
151,08 1 Cc-4
118,90 2 C-2eC-¢
114,73 2 C-3eC-%
100,49 1 C-1
72,93 1 C-3
72,12 1 C-5
71,41 1 C-2
68,49 1 C-4
62,11 1 C-6
55,82 1 OCH3
20,79 4 OCOCH;
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4.2.6 Procedimento geral para sintese dos 5-aril-2-(2,3.4.6-tetra-O-acetil-p-D-

glicopiranosiltio)-1,3,4-oxadiazois (2f-2h) (Adaptado de ABDEL-MEGEID,

1977)

A um béquer, foi adicionado e solubilizado em 10 mL de acetona um equivalente

molar de brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glicopiranosila (1), preparado a partir

da técnica descrita por CONCHIE e colaboradores (1957). Em um baldo de fundo
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redondo, foram solubilizados 2 equivalentes molares de hidréxido de potassio em 20
mL de agua destilada. Em seguida, adicionaram-se 2 equivalentes molares do
derivado 5-aril-1,3,4-oxadiazol-2-tiol apropriado, mantendo-se a mistura sob agitacao
magnética por 15 minutos para completa solubilizacdo. Posteriormente,
acrescentou-se a solucdo de 1 em acetona. A mistura reagente foi mantida sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente por 2 horas, quando foi detectado o
término da reacao por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 1:1 v/v; reveladores:
iodo, solucdo de &cido sulfurico, aquecimento a 120°C). Entdo, a acetona foi
evaporada sob ventilagdo e a mistura reagente extraida com 4 fragées de 30 mL de
acetato de etila. Lavou-se a fase organica com 3 fracées de 30 mL de solugcédo de
hidréxido de so6dio 0,5 M e fragbes de 50 mL de agua destilada até pH 7. A fase
organica foi secada com sulfato de sédio anidro, filirada e concentrada em
evaporador rotatério. Por CCS (eluente: diclorometano/hexano 9:1 v/v), foram
isolados os tioglicosideos 2f, 2g e 2h, os N-glicosideos 16a, 16b e 16c e

recuperados mistura dos dois derivados em cada reagao.

4.2.6.1 Dados de caracterizacao de 5-fenil-2-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-
glicopiranosiltio)-1,3,4-oxadiazol (2f)

Solido branco [1,22 g (2,40 mmol; 49%) a partir de 2,0 g (4,86 mmol) de 1]
F. M.: ngH24N201oS
M. M.: 508,49 g/mol

F.F.:128,5—129,1 °C [P. F.: 120 °C (ABDEL-MEGEID et al., 1977)]



Tabela 16 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 2f

v (cm™) Atribuicdo
3038 Deformacao axial de C-H de carbono aromatico
2949 Deformagéo axial de C-H de carbono sp®
1751,1725 Deformacéao axial de C=0 de éster
1557, 1474 Deformacao axial de C=C aromatico
1448 Deformagcao angular assimétrica de C-H de carbono sp®
1367 Deformagao angular simétrica de C-H de carbono sp®
1232, 1204 Deformacéao axial assimétrica de C-(C=0)-O
1082, 1040 Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de agucar e C-O-C do

anel oxadiazélico

Tabela 17 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, &) de 2f

é (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuigao
8,00 d 2 5,4 () H-2” e H-6”
7,51 m 3 - H-2”, H-3" e H-5”
5,52 d 1 9,8 (S H-1
5,24 m 3 - H-2, H-3e H-4
4,28 dd 1 12,3 (f); 4,0 (S H-6a
4,11 d 1 12,3 (S) H-6b
3,89 m 1 - H-5

2,07 -2,02

4xs

12 - OCOCH;

68
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Tabela 18 - Dados de RMN de "*C (50 MHz, CDCls, 5) de 2f

& (ppm) Numero de carbonos  Atribuicao
170,73 — 169,52 4 OCOCH;
166,66 1 Cc-2
160,78 1 C-5
132,20 1 c-4”
129,30 2 C-3"e C-5”
126,94 2 C-2”e C-6”
123,41 1 C-1”
83,54 1 C-1
76,65 1 C-3
73,67 1 C-5
69,94 1 C-2
67,90 1 C-4
61,73 1 C-6
20,72 4 OCOCH;

4.2.6.2 Dados de caracterizacao de 5-fenil-3-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-
glicopiranosil)-1,3,4-oxadiazol-2-tiona (16a)

Sdlido branco [30 mg (0,06 mmol; 1,2%) a partir de 2,0 g (4,86 mmol) de 1]
F.M.: 022H24N201os
M. M.: 508,49 g/mol

F. F.: 223,6 — 224,0 °C [P. F.: 229 °C (ABDEL-MEGEID et al., 1977)]



Tabela 19 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 16a

v (cm™) Atribuicdo

3065 Deformacao axial de C-H aromatico
1742 Deformacéao axial de C=0 de éster
1620 Deformacao axial de C=N do anel oxadiazélico
1430 Deformagéo angular assimétrica de C-H de carbono sp°
1366 Deformagéo angular simétrica de C-H de carbono sp®

1324, 1251 Deformacéao axial de C=S
1216 Deformacéao axial assimétrica de C-(C=0)-O

1125, 1097, 1064, 1033  Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de acucar e C-O-C

do anel oxadiazélico

Tabela 20 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, 5) de 16a

é (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
7,95 d 2 6,4 () H-2” e H-6”
7,52 m 3 - H-4”, H-4” e H-5"
5,96 d 1 9,2 (S H-1
5,67 t 1 9,2 (Jr2 = Jog) H-2
5,42 t 1 9,2 (dog = J3.4) H-3
5,25 t 1 9,2 (Ja4-Jss) H-4
4,33 dd 1 12,3 (f), 4,8 (S) H-6a
4,17 d 1 12,3 () H-6b

4,03 -3,98 m 1 - H-5
2,09-1,95 4xs 12 - OCOCH,
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Tabela 21 - Dados de RMN de *C (50 MHz, CDCl,, 5) de 16a

d (ppm) Numero de carbonos  Atribuicao
178,14 1 c-2
170,77 - 169,11 4 OCOCH;
159,79 1 C-5
132,98 1 c-4”
129,37 2 C-3"e C-5”
126,99 2 C-2”e C-6”
122,12 1 C-1”
83,20 1 C-1
74,90 1 C-3
73,41 1 C-5
69,43 1 C-2
67,76 1 C-4
61,74 1 C-6
20,75 4 OCOCH;

4.2.6.3 Dados de caracterizacao de 5-(4-metilfenil)-2-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-
glicopiranosiltio)-1,3,4-oxadiazol (29)

Solido branco [1,41 g (5,70 mmol; 56%) a partir de 2,0 g (4,86 mmol) de 1]
F. M.: CZ3H26N20108
M. M.: 522,52 g/mol

F.F.:141,3-143,3°C
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Tabela 22 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 29

v (cm™) Atribuicdo
2946 Deformacéo axial de C-H de carbono sp®
1742 Deformacéao axial de C=0 de éster
1619 Deformacao axial de C=N do anel oxadiazélico
1503, 1474 Deformacao axial de C=C aromatico
1448 Deformagcao angular assimétrica de C-H de carbono sp®
1367 Deformagao angular simétrica de C-H de carbono sp®
1232, 1204 Deformacéao axial assimétrica de C-(C=0)-O

1082, 1040 Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de agucar e C-O-C do

anel oxadiazélico

Tabela 23 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, 5) de 29

é (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
7,89 d 2 8,0 () H-2” e H-6"
7,30 d 2 8,0 () H-3” E H-5”
5,51 d 1 9,8 () H-1

5,37 - 5,10 m 3 - H-2,H-3e H-4
4,28 dd 1 12,4 (S); 4,6 (S) H-6a
4,11 dd 1 12,4 (F); 2,0 (S) H-6b
3,92-3,85 m 1 - H-5
2,42 s 3 - CHs
2,07 — 2,01 4xs 12 - OCOCH;




Tabela 24 - Dados de RMN de *C (50 MHz, CDCl,, &) de 29

& (ppm) Numero de carbonos  Atribuicao
170,75 — 169,53 4 OCOCH;
166,86 1 Cc-2
160,39 1 C-5
142,84 1 c-4”
130,00 2 C-3"e C-5”
126,92 2 C-2”e C-6”
120,66 1 C-1”
83,59 1 C-1
76,64 1 C-3
73,71 1 C-5
69,97 1 C-2
67,92 1 C-4
61,75 1 C-6
21,73-20,73 4 OCOCH;
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4.2.6.4 Dados de caracterizacao de 5-(4-metilfenil)-3-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-

glicopiranosil)-1,3,4-oxadiazolin-2-tiona (16b)

Sdlido branco [63 mg (0,12 mmol; 2,5%) a partir de 2,0 g (4,86 mmol) de 1]

F.M.: Cg3H26N201oS
M. M.: 522,52 g/mol

F.F.:208,4 -210,5°C



Tabela 25 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 16b

v (cm™) Atribuicdo

2968 Deformacéo axial de C-H de carbono sp®
1746 Deformacéao axial de C=0 de éster
1618 Deformacao axial de C=N do anel oxadiazélico
1431 Deformagéo angular assimétrica de C-H de carbono sp°
1365 Deformagéo angular simétrica de C-H de carbono sp®

1303, 1250 Deformacéao axial de C=S
1217 Deformacéao axial assimétrica de C-(C=0)-O

1089, 1062, 1032

Deformacéo axial de O-C-C e C-O-C de agucar e C-O-C

do anel oxadiazélico

Tabela 26 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 5) de 16b

é (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
7,82 d 2 8,2 () H-2” e H-6”
7,30 d 2 8,2 () H-3” e H-5”
5,95 d 1 9,2 (Ji2) H-1
5,67 t 1 9,2 (Ji2 = oos) H-2
5,41 t 1 2 (Jos = Js4) H-3
5,25 t 1 2 (J34=Jss) H-4
4,33 t 1 12,5 (f), 0 (S) H-6a
4,16 dd 1 12,5 (f); 1,8 (f) H-6b

4,03 - 3,96 m 1 - H-5
2,42 s 3 - CHs
2,09 - 1,94 4xs 12 - OCOCHj

74
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Tabela 27 - Dados de RMN de *C (50 MHz, CDCls, 3) de 16b

d (ppm) Numero de carbonos  Atribuicao
177,83 1 c-2
170,52 - 169,30 4 OCOCH;
159,75 1 C-5
143,56 1 c-4”
129,80 2 C-3"e C-5”
126,69 2 C-2”e C-6”
119,02 1 C-1”
82,90 1 C-1
74,61 1 C-3
73,18 1 C-5
69,16 1 C-2
67,49 1 C-4
61,50 1 C-6
21,66 1 CHs
20,48 4 OCOCH;

4.2.6.5 Dados de caracterizacao de 5-(4-clorofenil)-2-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-
glicopiranosiltio)-1,3,4-oxadiazol (2h)

on 3"

i O .
. "
SN Y

5n

2h
Solido branco [1,15 g (2,12 mmol; 44%) a partir de 2,0 g (4,86 mmol) de 1]
F. M.: C22H23N201,SCl
M. M.: 542,93 g/mol

F.F.: 125,7 — 126,8 °C [P. F.: 123 °C (ABDEL-MEGEID et al., 1977)]
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Tabela 28 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 2h

v (cm™) Atribuicdo
2947, 2892 Deformagcéo axial de C-H de carbono sp®
1749, 1738 Deformacao axial de C=0 de éster
1599 Deformacao axial de C=N do anel oxadiazélico
1536, 1479 Deformacao axial de C=C aromatico
1407 Deformagdo angular assimétrica de C-H de carbono sp°
1366 Deformacao angular simétrica de C-H de carbono sp®
1227, 1207 Deformacao axial assimétrica de C-(C=0)-O

1099, 1088, 1058, 1035 Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de agucar e C-O-C do

anel oxadiazélico

Tabela 29 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 5) de 2h

é (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
7,94 d 2 8,6 () H-2” e H-6"
7,48 d 2 8,6 (L) H-3” E H-5”
5,51 d 1 9,8 () H-1

5,37 - 5,10 m 3 - H-2,H-3e H-4
4,28 dd 1 12,6 (S); 4,6 (F) H-6a
4,11 d 1 12,6 (f) H-6b

3,91 -3,85 m 1 - H-5

2,06 —2,02 4xs 12 - OCOCH;
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Tabela 30 - Dados de RMN de *C (50 MHz, CDCl;, 5) de 2h

& (ppm) Numero de carbonos Atribuicao
170,71 - 169,53 4 OCOCH;
165,86 1 c-2
161,10 1 C-5
138,50 1 c-4”
129,73 2 C-3"e C-5”
128,22 2 C-2”e C-6”
121,89 1 C-1”
83,52 1 C-1
76,68 1 C-3
73,68 1 C-5
69,91 1 C-2
67,89 1 C-4
61,71 1 C-6
20,73 4 OCOCH;

4.2.6.6 Dados de caracterizacao de 5-(4-clorofenil)-3-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-
glicopiranosil)-1,3,4-oxadiazolin-2-tiona (16c)

Sdlido branco [0,16 g (0,29 mmol; 5,9%) a partir de 2,0 g (4,86 mmol) de 1]
F.M.: 022H23N201oSC|
M. M.: 542,93 g/mol

F. F.: 228,8 — 229,4 °C [P. F.: 230 °C (ABDEL-MEGEID et al., 1977)]



Tabela 31 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 16¢c

v (cm™) Atribuicdo
2969 Deformacéo axial de C-H de carbono sp®
1744,1737 Deformacéao axial de C=0 de éster
1620 Deformacao axial de C=N do anel oxadiazélico
1494 Deformacao axial de C=C aromatico
1428 Deformacao angular assimétrica de C-H de carbono sp®
1365 Deformagéo angular simétrica de C-H de carbono sp®
1334, 1243 Deformacéao axial de C=S
1212 Deformacéao axial assimétrica de C-(C=0)-O
1110, 1093, 1061, 1029, Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de agucar e C-O-C
1009 do anel oxadiazélico

Tabela 32 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, 5) de 16¢

& (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuigao
7,87 d 2 8,4 (F) H-2” e H-6"
7,48 d 2 8,4 () H-3” E H-5”
5,94 d 1 9,2 () H-1
5,63 t 1 9,2 (Jy2 = o) H-2
5,41 t 1 2 (Jos = Ja4) H-3
5,24 t 1 2 (Js34 = Jys) H-4
4,32 dd 1 12,5 (f) 8 (S) H-6a
4,15 d 1 12,5 (f) H-6b

4,03 — 3,96 m 1 - H-5

—_
N

2,08 - 1,94 4xs - OCOCH;
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Tabela 33 - Dados de RMN de **C (50 MHz, CDCls, 5) de 16¢

& (ppm) Numero de carbonos Atribuicao
177,97 1 c-2
170,76 - 160,17 4 OCOCH;
158,94 1 C-5
139,42 1 c-4”
129,83 2 C-3"e C-5”"
128,24 2 C-2”e C-6”
120,58 1 C-1”
83,21 1 C-1
74,91 1 C-3
73,33 1 C-5
69,44 1 C-2
67,72 1 C-4
61,72 1 C-6
20,90 — 20,74 4 OCOCH;

4.2.7 Procedimento geral para sintese dos B-D-glicopiranosideos de arila (3a-

3e)

Em um baldo de fundo redondo, solubilizaram-se 90 mg de hidréxido de potassio em
30 mL de metanol. Apds solubilizagdo da base, adicionaram-se 2,5 mmol do 2,3,4,6-
tetra-O-acetil-B-D-glicopiranosideo de arila (2a-2e). O sistema foi mantido sob
agitacao a temperatura ambiente por 15 minutos, quando foi constatado o término
da reacao por meio de CCD (eluente: acetato de etila/metanol 8:2 v/v; reveladores:
iodo, solucdo de acido sulfurico, aquecimento a 120 °C). O baldo de reacao foi,
entdo, imerso em banho de gelo e acrescentaram-se pequenas quantidades de
resina Amberlite® IRA-120 (H") ao meio reacional até deteccdo de que este estava

neutro. A mistura reagente foi filtrada e concentrada em evaporador rotatério.



4.2.7.1 Dados de caracterizacao de p-D-glicopiranosideo de 1-naftila (3a)

Solido rosado [3,85 g (12,56 mmol; 94%) a partir de 6,34 g (13,36 mmol) de 2a]
F. M.: C16H1806

M. M.: 306,30 g/mol

F.F.:160,5-163,3°C

[], —90,2° (¢ 1, H3COH)

Tabela 34 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 3a

v (cm™) Atribuicdo

3276 Deformacao axial de O-H de alcoois

3054 Deformacao axial de C-H de carbono aromatico
2929, 2887 Deformacéo axial de C-H de carbono sp®

1631, 1598, 1579 Deformacao axial de C=C aromatico

1508, 1463 Deformacao angular assimétrica de C-H de carbono sp®

1393 Deformag&o angular simétrica de C-H de carbono sp®
1263, 1237 Deformacao axial assimétrica de C-O-C de éter aromatico

1071, 1052, 1035, 1015 Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de acucar
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Tabela 35 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 3a

& (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
8,35 - 8,30 m 1 - H-9’
7,90 — 7,85 m 1 - H-6
7,57 - 7,49 m 3 - H-4',H-7 e H-8
7,41 1 7,8 (Joz = Js4) H-3’
7,18 1 7.8 (L) H-2’
5,50 1 4.4 (S OH
5,17 sl 1 - OH
5,10 sl 1 - OH
5,01 d 1 7.4 (S H-1
4,63 t 1 - OH de C-6
3,74 dd 1 11,0 (F); 4,8 (L) H-6a
3,62-3,18 m 5 - H-2, H-3, H-4, H-5, H-6

Tabela 36 - Dados de RMN de *C (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 3a

& (ppm) Numero de carbonos Atribuicao
153,04 1 Cc-1
134,03 1 C-5
127,42 1 C-6’
126,45 1 C-7 ou C-8
126,21 1 C-7 ou C-8
125,33 2 C-10'e C-¥
122,19 1 Cc-4
121,37 1 C-9
109,02 1 c-2
101,13 1 C-1
77,22 1 C-3
76,61 1 C-5
73,49 1 C-2
69,88 1 C-4
60,82 1 C-6




4.2.7.2 Dados de caracterizacao de B-D-glicopiranosideo de 2-naftila (3b)

Solido Branco [0,81 g (2,65 mmol; 91%) a partir de 1,38 g (2,91 mmol) de 2b]

F. M.: C16H1806

M. M.: 306,30 g/mol

F.F.:184,9 — 186,7 °C [F. F.: 187 - 188 °C (STEPANENKO, 1952)]

[e], -65° (c 1, CH3OH)

Tabela 37 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 3b

v(cm™) Atribuicédo
3370 Deformacao axial de O-H de alcoois
2930 Deformagéo axial de C-H de carbono sp®
1627, 1598 Deformacao axial de C=C aromatico
1510, 1464 Deformacao angular assimétrica de C-H de carbono sp®
1386 Deformagéo angular simétrica de C-H de carbono sp°
1250, 1214 Deformacao axial assimétrica de C-O-C de éter aromatico

1068, 1038, 1006

Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de agucar
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Tabela 38 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 3b
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& (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
7,87 -7,77 m 3 - H-3', H-5' e H-8’
7,50 - 7,33 m 3 - H-6", H-7’ e H-10’
7,26 dd 1 8,9 (F); 2,4 (S H-2’
5,39 d 1 3,6 () OH
5,13 s 1 - OH
5,09 — 5,01 m 2 - H-1e OH
4,63 d 1 6,0 (L) OH de C-6
3,73 dd 1 10,5 (f); 5,4 (L) H-6a
3,63 — 3,21 m 5 - H-2, H-3, H-4, H-5, H-6b

Tabela 39 - Dados de RMN de '*C (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 3b

d (ppm) Numero de carbonos  Atribuicao
155,28 1 C-1’
134,09 1 C-9
129,28 1 C-3
129,12 1 C-4
127,60 1 C-5
127,04 1 C-8
126,46 1 C-7
124,12 1 C-6’
118,88 1 Cc-2
110,49 1 C-10
100,61 1 C-1
77,18 1 C-5
76,76 1 C-3
73,40 1 C-2
69,82 1 C-4
60,79 1 C-6
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4.2.7.3 Dados de caracterizacao de B-D-glicopiranosideo de 4-formilfenila (3c)

Solido branco [1,71 g (6,02 mmol; 95%) a partir de 2,86 g (6,32 mmol) de 2c]
F. M.: C13H1607

M. M.: 284,26 g/mol

F.F.:150,3 — 151,3 °C [F. F.: 157 - 158 °C (WEN et al., 2008)]

[e], -77,22 (¢ 1, HsCOH)

Tabela 40 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 3¢

v (cm™) Atribuicdo

3354 Deformacao axial de O-H de alcool

2885 Deformacéao axial de C-H de aldeido aromatico

1682 Deformacéao axial de C=0 de aldeido aromatico
1604, 1579 Deformacao axial de C=C aromatico

1509 Deformacao angular assimétrica de C-H de carbono sp®
1416, 1393 Deformagao angular de C-H de aldeido e Deformacao angular
1241, 1220 Deformacéao axial assimétrica de C-O-C de éter aromatico

1173, 1083, 1046, 1034 Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de acucar




Tabela 41 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 3¢

é (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
9,88 S 1 - CHO
7,86 d 2 8,0 () H-3 e H-5'
7,19 d 2 8,0 () H-2' e H-6’
540 d 1 54 () OH
5,13 s 1 - OH
5,05 s 2 - H-1 e OH
4,58 s 1 - OH
3,72-3,27 m 6 - H-2, H-3, H-4, H-5,
H-6a, H-6b

Tabela 42 - Dados de RMN de *C (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 3c

& (ppm) Numero de carbonos Atribuicao
191,61 1 CHO
162,19 1 C-1
131,71 2 C-3eC-%
130,58 1 Cc-4
116,51 2 C-2eC-¢
99,77 1 C-1
77,20 1 C-3
76,57 1 C-5
73,21 1 C-2
69,65 1 C-4
60,65 1 C-6
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4.2.7.4 Dados de caracterizacdo de pB-D-glicopiranosideo de 4-formil-2-
metoxifenila (3d)

Solido branco [1,5 g (4,77 mmol; 95%) a partir de 2,42 g (5,02 mmol) de 2d]
F. M.: C14H1505

M. M.: 314,28 g/mol

F.F.:183,4 - 185,2°C [F. F.: 187 - 188 °C (HELFERICH, 1948)]

[e], —54,2° (c 1 H20) [[«], -89,9° (c 1 H:0) (HELFERICH, 1948)]

Tabela 43 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 3d

v(cm™) Atribuicdo
3362 Deformacao axial de O-H de alcool
2872 Deformacao axial de C-H de aldeido aromatico
1683 Deformacéao axial de C=0 de aldeido aromatico
1589 Deformacao axial de C=C aromatico
1506, 1464, 1425 Deformacao angular assimétrica de C-H de carbono sp®
1395 Deformacao angular de C-H de aldeido e Deformacgao
angular simétrica de C-H de carbono sp®
1265, 1231 Deformacao axial assimétrica de C-O-C de éter

1132, 1071, 1045, 1020 Deformacéo axial de O-C-C e C-O-C de agucar




Tabela 44 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 3d

é (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
9,86 s 1 - CHO
7,52 dd 1 8,4 (J); 1,6 (J) H-5
7,43 d 1 1,6 (J9) H-3’
7,28 d 1 8,4 () H-6'
5,37 d 1 4.6 (S OH

5,16 — 5,08 m 3 - H-1e2xOH
4,59 t 1 - OH de C-6
3,84 s 3 - OCHj
3,72 - 3,64 m 1 - H-6a
3,50 — 3,20 m 5 - H-2, H-3, H-4, H-5 e H-6b

Tabela 45 - Dados de RMN de '*C (50 MHz, DMSO-d6, ) de 3d

& (ppm) Numero de carbonos Atribuicao
191,66 1 CHO
151,77 1 C-1
149,14 1 Cc-2’
130,56 1 Cc-4
125,45 1 C-5
114,59 1 C-6’
110,54 1 C-3
99,43 1 C-1
77,17 1 C-3
76,85 1 C-5
73,14 1 C-2
69,58 1 C-4
60,63 1 C-6
55,71 1 OCH;
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4.2.7.5 Dados de caracterizacao de B-D-glicopiranosideo de 4-metoxifenila (3e)

Sdlido branco [0,17 g (0,38 mmol; 89%) a partir de 0,30 g (0,66 mmol) de 2¢]
F. M.: C13H507

M. M.: 286,27 g/mol

F.F.:168,4 — 169,2 °C [F. F.: 175 — 177 °C (HELFERICH, 1933)]

[e], -42° (c 1; H20)

Tabela 46 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 3e

v (cm™) Atribuicao
3302 Deformacao axial de O-H de alcool
2946, 2904 Deformagao axial de C-H de carbono sp®
1508, 1473, 1457, 1435, 1403  Deformagao angular assimétrica de C-H de carbono sp®
1366, 1326 Deformagao angular simétrica de C-H de carbono sp®
1247, 1211 Deformacéao axial assimétrica de C-O-C de éter

1100, 1063, 1053, 1011 Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de acgulcar
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Tabela 47 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 3e

é (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuigao
6,98 d 2 9,0 (S H-2' e H-6’
6,84 d 2 9,0 (S H-3’ e H-5’
5,28 d 1 3,8 (S OH
5,08 sl 1 - OH
5,02 d 1 4 (S OH
4,71 d 1 0 (S H-1
3,70 s 4 - OCH; e H-6a

3,49 -3,23 m 5 - H-2, H-3, H-4, H-5, H-6b

Tabela 48 - Espectro de RMN de *C (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 3e

& (ppm) Numero de carbonos Atribuicao
154,31 1 C-1
151,53 1 Cc-4
117,63 2 C-3eC-%
114,43 2 C-2eC-¢
101,55 1 C-1
77,03 1 C-3
76,66 1 C-5
73,34 1 C-2
69,82 1 C-4
60,81 1 C-6
55,40 1 OCH;s

4.2.8 Procedimento geral para sintese dos 5-aril-2-f-D-glicopiranosiltio-1,3.4-

oxadiazois (3f-3h)

Adicionou-se 1 equivalente molar do 5-aril-2-(2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-
glicopiranosiltio)-1,3,4-oxadiazol (2f-2h) a um baldo de fundo redondo, contendo 8
equivalentes molares de isopropilamina em 50 mL de metanol. O sistema foi mantido
sob agitacao a temperatura ambiente por 4 horas, quando foi constatado o término

da reagao por meio de CCD (eluente: acetato de etila; reveladores: iodo, solugéo de
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acido sulfarico, aquecimento a 120 °C). O baldo de reagao foi, entdo, imerso em
banho de gelo e acrescentaram-se pequenas quantidades de resina Amberlite® IRA-
120 (H") ao meio reacional até deteccdo de que este estava neutro. A mistura
reagente foi filtrada e concentrada em evaporador rotatério. O sélido obtido foi
triturado na presenca de 20 mL de cloroférmio e o material em suspensao foi filtrado
e submetido a recristalizacdo em agua destilada.

4.2.8.1 Dados de caracterizacao de 5-fenil-2-g-D-glicopiranosiltio-1,3,4-
oxadiazol (3f)

HO -
HO S 2_0 2
Y />L@4”
N—
N N—%

3f
Solido branco [64 mg (0,19 mmol; 24%) a partir de 0,40 g (0,79 mmol) de 2f]
F. M.: C14H16N206S
M. M.: 340,35 g/mol

F.F.: 151,5 — 153,5 °C [F. F.: 167 °C (ABDEL-MEGEID et al., 1977)]
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Tabela 49 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 3f

1089, 1066, 1052, 1041, 1033,

v (cm™) Atribuicdo

3389, 3291 Deformacao axial de O-H de alcodis

2949, 2928 Deformagéo axial de C-H de carbono sp®
1612 Deformacao axial de C=N do anel oxadiazélico

1568, 1477 Deformacao axial de C=C aromatico
1448 Deformacao angular assimétrica de C-H de carbono sp®
1361 Deformacdo angular simétrica de C-H de carbono sp®
1272 Deformacao axial de N-N=C do anel oxadiazélico
1206 Deformacao axial de C-O de alcodis

1012

Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de agucar e C-O-C do
anel oxadiazélico

Tabela 50 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 3f

d (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
8,01 d 2 54 () H-2” e H-6"
6,84 m 3 - H-3”, H-4” e H-5”
5,70 sl 1 - OH
5,26 sl 1 - OH
5,18 d 1 8,6 (S H-1
5,10 sl 1 - OH
4,58 sl 1 - OH

3,68 — 3,29 m 6 - H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a,

H-6b




Tabela 51 - Espectro de RMN de °*C (50 MHz, DMSO-dS6, 5) de 3f

& (ppm) Numero de carbonos Atribuicao
165,58 1 c-2
161,80 1 C-5
132,12 1 C-4-
129,47 2 C-3"e C-5”
126,55 2 C-2”e C-6”
123,10 1 C-1”
86,02 1 C-1
81,91 1 C-3
77,91 1 C-5
72,83 1 C-2
69,59 1 C-4
60,78 1 C-6
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4.2.8.2 Dados de caracterizacao de 5-(4-metilfenil)-2-g-D-glicopiranosiltio-1,3,4-

oxadiazol (3q)

Solido branco [114 mg (0,32 mmol; 42%) a partir de 0,40 g (0,77 mmol) de 29]

F. M.: C15H13N2063
M. M.: 354,38 g/mol

F.F.:154,2 - 155,3 ¢C

N—

39

3"

> : >—4" CHs

5



Tabela 52 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 39
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v (cm™) Atribuicdo
3212 Deformacao axial de O-H de alcodis
2956, 2900 Deformagéo axial de C-H de carbono sp®
1615 Deformacao axial de C=N do anel oxadiazélico
1504, 1475 Deformacao axial de C=C aromatico
1451 Deformacao angular assimétrica de C-H de carbono sp®
1359 Deformacdo angular simétrica de C-H de carbono sp®
1276 Deformacao axial de N-N=C do anel oxadiazélico
1196, 1182 Deformacao axial de C-O de alcodis

1113, 1083, 1049, 1031

Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de agucar e C-O-C do

anel oxadiazélico

Tabela 53 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 3q

& (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuigao
7,89 d 2 8,0 () H-2” e H-6"
7,39 d 2 8,0 (S H-3” e H-5”
5,68 s 1 - OH
5,26 sl 1 - OH
516 d 1 9.2 () H-1
4,57 sl 1 - OH

3,67 -3,19 m 6 - H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a, H-6b

2,38 s 3 - CHs
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Tabela 54 - Espectro de RMN de *C (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 3g

& (ppm) Numero de carbonos Atribuicao
165,60 1 Cc-2’
161,42 1 C-5
142,30 1 c-4”
130,02 2 C-3"e C-5”
126,52 2 C-2”e C-6”
120,39 1 C-1”
86,05 1 C-1
81,87 1 C-3
77,91 1 C-5
72,86 1 C-2
69,59 1 C-4
60,79 1 C-6
21,21 1 CHs

429 Procedimento geral para sintese dos 6-azido-6-desoxi-g-D-
glicopiranosideos de naftila (5a-5b) (Adaptado de HANESSIAN et al.,
1978)

Em um baldo de fundo redondo, solubilizaram-se 1 equivalente do [-p-
glicopiranosideo de naftila (3a-3b) em 3 mL de N,N-dimetilformamida anidra.
Mantendo o sistema sob agitacdo magnética, foram transferidos 2 equivalentes de
trifenilfosfina para o baldo de reagédo, seguido do resfriamento da reacdo e
acoplamento do tubo de cloreto de caélcio. Apds solubilizacdo da trifenilfosfina,
acrescentaram-se 2 equivalentes de N-bromosuccinimida lentamente a reagdo. Em
seguida, a mistura reagente foi aquecida gradualmente até 55 °C por 2 horas,
quando foi detectado, via CCD (eluente: acetato de etila 100%; reveladores: iodo,
solugéo de acido sulfarico, aquecimento a 120 °C), o completo consumo do material
de partida e formacdo do intermediario bromado (4a-4b). Apds tal periodo,
adicionou-se 1 mL de alcool metilico com o objetivo de decompor o excesso de
agente de bromacéao, seguido da adicdo de 10 equivalentes de azida de sédio e
elevagao da temperatura de reagao a 80 °C. A reacao foi mantida sob tais condi¢coes

por 18 horas. Ao final desse periodo, a N,N-dimetilformamida foi removida em
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evaporador rotatério a baixa pressdao e o material bruto foi submetido a CCS

(eluente: cloroférmio/metanol 99:1 v/v; cloroférmio/metanol 97:3 v/v).

4.2.9.1 Dados de caracterizacao de 6-azido-6-desoxi-B-p-glicopiranosideo de 1-
naftila (5a)

Solido alaranjado [0,35 g (1,06 mmol; 76%) a partir de 0,43 g (1,40 mmol) de 3a]
F. M.: C16H1705N3
M. M.: 331,32 g/mol

F.F.:121,3-123,4°C

Tabela 55 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 5a

v(cm™) Atribuicao
3513, 3236 Deformacao axial de O-H de alcoois
2920 Deformacéo axial de C-H de carbono sp®
2089 Deformagao axial do grupo azido
1631, 1598, 1578 Deformacao axial de C=C aromatico
1508, 1463, 1445 Deformagéo angular assimétrica de C-H de carbono sp®
1394 Deformacéo angular simétrica de C-H de carbono sp®
1262, 1236 Deformacao axial assimétrica de C-O-C de éter aromatico

1097, 1088, 1064, 1043, 1005, 994 Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de acgulcar
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Tabela 56 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 5a

5 (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao

8,35 d 1 5,6 () H-9’

7,89 — 7,86 m 1 - H-6’

7,58 - 7,39 m 4 - H-3', H-4', H-7 e H-8’
7,20 d 1 7.4 (S H-2’
5,61 d 1 3,6 () OHde C-2
5,35 d 1 3,6 () OH
5,28 s 1 - OH
5,12 d 1 7.4 (S H-1

3,67 — 3,21 m 6 - H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a e H-6b

Tabela 57 - Espectro de RMN de *C (50 MHz, DMSO-d6, &) de 5a

4 (ppm) Numero de carbonos  Atribuicao
152,75 1 C-1’
134,03 1 C-5
127,39 1 C-6’
126,40 1 C-7 ou C-8
126,08 1 C-7 ou C-8
125,08 2 C-3' e C-10
122,13 1 C-4
121,62 1 C-9’
109,33 1 Cc-2
100,96 1 C-1
76,06 1 C-3
75,22 1 C-5
73,39 1 C-2
70,70 1 C-4
51,43 1 C-6
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4.2.9.2 Dados de caracterizacao de 6-azido-6-desoxi-p-D-glicopiranosideo de 2-
naftila (5b)

Solido Branco [0,25 g (0,75 mmol; 89%) a partir de 0,26 g (0,78 mmol) de 3b]
F. M.: C16H1705N3
M. M.: 331,32 g/mol

F.F.:147,5-148,8 °C

Tabela 58 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 5b

v(cm™) Atribuicdo

3378 Deformacao axial de O-H de alcoois

2914 Deformacéo axial de C-H de carbono sp®

2092 Deformacgéao axial do grupo azido

1632, 1600, 1513 Deformacao axial de C=C aromatico

1467 Deformagdo angular assimétrica de C-H de carbono sp®
1359, 1321 Deformag&o angular simétrica de C-H de carbono sp®
1252, 1212 Deformacao axial assimétrica de C-O-C de éter aromatico

1096, 1059, 995 Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de acucar
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Tabela 59 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 5b

é (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
7,84-777 m 3 - H-3', H-5 e H-8’
7,48 —7,33 m 3 - H-6", H-7’ e H-10’

7,26 dd 1 8,9 (S); 2,2 (J) H-2’
5,47 s 1 - OH
5,35 d 1 4.8 (S OH
5,25 s 1 - OH
513 d 1 7,0 (S H-1
3,74-3,16 m 6 - H-2, H-3, H-4, H-5,
H-6a, H-6b

Tabela 60 - Espectro de RMN de *C (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 5b

é (ppm) Numero de carbonos  Atribuicao
154,92 1 C-1
134,00 1 C-9
129,15 2 C-3eC-#4
127,52 1 C-5
126,92 1 C-8
126,40 1 C-7
124,10 1 C-6’
118,79 1 C-2’
110,49 1 C-10°
100,29 1 C-1
76,14 1 C-5
75,18 1 C-3
73,23 1 C-2
70,69 1 C-4
51,37 1 C-6

4.2.10 Procedimento geral para sintese dos 6-amino-6-desoxi-B-D-
glicopiranosideos de naftila (6a-6b) (MANFRINI, 2007)

A um baldo de fundo redondo, contendo uma solucdo de 100 mg do derivado 6-
azido-6-desoxi--B-p-glicopiranosideo de naftila (5a-5b) em 20 mL de alcool metilico,
adicionaram-se 10 mg de carvao ativado contendo 10% de paladio. O baldo foi
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fechado com septo de borracha e submetido a um fluxo de nitrogénio gasoso por 20
minutos. Em seguida, a atmosfera de nitrogénio foi substituida por hidrogénio, com
auxilio de um baldao de borracha contendo esse gas. A mistura reagente foi mantida
sob agitagdo magnética a temperatura ambiente por 6 horas, quando foi detectado o
término da reagéao, via CCD (eluente: acetato de etila/metanol 9:1 v/v; reveladores:
iodo, solucao de acido sulfarico, solugcado de ninidrina, aquecimento a 120 °C). Em
seguida, a solugéo reagente foi submetida a uma filtragao simples e concentrada em
evaporador rotatorio.

4.2.10.1 Dados de caracterizacao de 6-amino-6-desoxi-B-D-glicopiranosideo de
1-naftila (6a)

Solido amarelado [94 mg (0,31 mmol; 86%) a partir de 0,12 g (0,36 mmol) de 5a]
F. M.: C1gH190sN

M. M.: 304,32 g/mol

F.F.:101,0-102,2°C

Tabela 61 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 6a

v(cm™) Atribuicdo
3361 Deformacao axial de O-H de alcodis e N-H de aminas
2869 Deformagéo axial de C-H de carbono sp®
1596, 1579, 1507 Deformacao axial de C=C aromatico
1463 Deformagéo angular assimétrica de C-H de carbono sp°
1393 Deformacéo angular simétrica de C-H de carbono sp®
1263, 1238 Deformacéao axial assimétrica de C-O-C de éter aromatico

1050, 1015 Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de agucar
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Tabela 62 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 6a

& (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
8,35-8,30 m 1 - H-9’
7,90 - 7,85 m 1 - H-6
7,58 —7,38 m 4 - H-3',H-4' H-7 e
H-8
7,16 d 1 6 (S H-2
5,02 d 1 6 (L) H-1
3,49 3,14 m 9 - H-2, H-3, H-4, H-5,
3xOH e NH;
2,93 dd 1 13,2 (S); 2,4 (S H-6a
2,65 dd 1 13,2 (S); 6,6 (L) H-6b

Tabela 63 - Espectro de RMN de *C (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 6a

d (ppm) Numero de carbonos Atribuigao
152,92 1 C-1
134,06 1 C-5
127,41 1 C-6’
126,46 1 C-7 ou C-8
126,19 1 C-7 ou C-8
125,35 2 C-3' e C-10
122,16 1 C-4
121,45 1 C-9
109,00 1 C-2
101,12 1 C-1
77,06 1 C-3
76,44 1 C-5
73,54 1 C-2
71,50 1 C-4
43,08 1 C-6
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4.2.10.2 Dados de caracterizacao de 6-amino-6-desoxi-B-D-glicopiranosideo de

2-naftila (6b)

Solido amarelado [0,11 g (0,36 mmol; 92%) a partir de 0,13 g (0,39 mmol) de 5b]

F. M.: C16H1905N
M. M.: 304,32 g/mol

F.F.:106,6 — 108,5 °C

Tabela 64 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 6b

v(cm”) Atribuicédo
3300 Deformacao axial de O-H de alcoois e de N-H de aminas
3057 Deformacao axial de C-H de carbono aromatico
2874 Deformacéo axial de C-H de carbono sp®
1630, 1599 Deformacao axial de C=C aromatico
1509, 1466 Deformacao angular assimétrica de C-H de carbono sp®
1389, 1356 Deformag&o angular simétrica de C-H de carbono sp®
1252, 1214 Deformacao axial assimétrica de C-O-C de éter aromatico
1052, 1014 Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de acucar
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Tabela 65 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6, 5) de 6b

& (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
7,85 —7,81 m 3 - H-3, H-5' e H-8’
7,48 - 7,45 m 2 - H-7 e H-10°
7,37 t 1 7.4 (Jg.7 = Js:6) H-6
7,25 dd 1 9,0 (J; 2,0 (J) H-2'
5,37 sl 1 - OH
5,10 sl 1 - OH
5,03 d 1 6,8 (L) H-1

3,39 - 3,31 m 6 - H-2, H-3, H-5,

OH e NH,

3,18-3,13 m 1 - H-4
2,95 dd 1 13,2 (f); 2,4 (S) H-6a
2,66 dd 1 13,2 (F); 6,8 (L) H-6b

Tabela 66 - Espectro de RMN de *C (100 MHz, DMSO-d6, 5) de 6b

& (ppm) Numero de carbonos Atribuigao
155,02 1 C-1
134,02 1 C-9
129,21 1 C-3
129,04 1 Cc-4
127,47 1 C-5 ou C-8
126,94 1 C-5 ou C-8
126,35 1 C-7
124,03 1 C-6’
118,73 1 c-2
110,24 1 C-10
100,44 1 C-1
76,65 1 C-30uC-5
76,51 1 C-30uC-5
73,34 1 C-2
71,42 1 C-4
42,80 1 C-6
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4.2.11 Procedimento geral para sintese dos 6-piperidino-6-desoxi-p-D-
glicopiranosideos de naftila (7a-7b) (Adaptado de HANESSIAN et al.,
1978)

Em um baldo de fundo redondo, solubilizaram-se 1 equivalente do [-p-
glicopiranosideo de naftila (3a-3b) em 3 mL de N,N-dimetilformamida anidra.
Mantendo o sistema sob agitacdo magnética, foram transferidos 2 equivalentes de
trifenilfosfina para o baldo reacional, seguido do resfriamento da reacdo e
acoplamento do tubo de cloreto de caélcio. Apds solubilizacdo da trifenilfosfina,
acrescentaram-se 2 equivalentes de N-bromosuccinimida lentamente a reagdo. Em
seguida, a mistura reagente foi aquecida gradualmente até 55 °C por 2 horas,
quando foi detectado, via CCD (eluente: acetato de etila 100%; reveladores: iodo,
solugcao de acido sulfarico, aquecimento a 120 °C), o completo consumo do material
de partida e formacdo do intermediario bromado (4a-4b). Apds tal periodo,
adicionou-se 1 mL de alcool metilico, seguido da adicdo de 5 equivalentes de
piperidina e elevacdo da temperatura de reacao a 80 °C. A reacado foi mantida sob
tais condicoes por 15 horas. Ao final desse periodo, a N,N-dimetilformamida foi
removida sob ventilagdo. Ao material bruto foram adicionados 20 mL de agua
destilada e a suspensédo foi lavada com 3 fragbes de 40 mL de uma mistura de
cloroférmio/hexano 1:1 v/v para retirada do o6xido de trifenilfosfina do material. A fase
aquosa foi secada em evaporador rotatorio, obtendo-se um residuo oleoso. Esse
residuo foi solubilizado a quente em quantidade minima de etanol e a precipitacao
do produto puro foi observada ap6s adigao de éter etilico a esse material.
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4.2.11.1 Dados de caracterizacao de 6-piperidino-6-desoxi-p-D-glicopiranosideo
de 1-naftila (7a)

Solido Alaranjado [52 mg (0,14 mmol; 43%) a partir de 100 mg (0,33 mmol) de 3a]
F. M.: Cz1H2705N
M. M.: 373,44 g/mol

F.F.:147,4 -148,9°C

Tabela 67 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 7a

v(cm™) Atribuicdo
3265 Deformacéao axial de O-H de alcodis
3057 Deformacao axial de C-H de carbono aromatico
2944 Deformagé&o axial de C-H de carbono sp®
1630, 1596, 1578, 1508 Deformacao axial de C=C aromatico
1462 Deformagao angular assimétrica de C-H de carbono sp®
1393 Deformacao angular simétrica de C-H de carbono sp®
1267, 1240 Deformacao axial assimétrica de C-O-C de éter aromatico

1087, 1070, 1049, 1014, 1001 Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de acgucar
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Tabela 68 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6, 5) de 7a

& (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
8,31 m 1 - H-9
7,89 m 1 . H-6
7,60 — 7,50 m 3 - H-4', H-7 e H-8
7,42 t 1 7.8 (J23-J34) H-3’
7,32 d 1 7.8 () H-2’
5,68 d 1 5,2 () OH de C-2’
5,59 s 1 - OH
5,36 d 1 3,6 (S OH
5,24 d 1 8,0 (S H-1
4,05 t 1 9,2 (Js4=Jas) H-4
3,49 -3,33 m 5 - H-2, H-3, H-6a, H-1"a,
H-5"a
3,21 -3,12 m 2 - H-5, H-6b
2,91 sl - H-1"b, H-5"b
1,73-1,55 m - H-2"a, H-2"b, H-4"a,
H-4"b, H-3"a
1,30 sl 1 - H-3"b




Tabela 69 - Espectro de RMN de *C (100 MHz, DMSO-d6, 5) de 7a

d (ppm) Numero de carbonos Atribuicao
152,16 1 C-1
134,12 1 C-5
127,41 1 C-6’
126,44 1 C-7 ou C-8
125,70 1 C-7 ou C-8
125,45 1 C-3
125,37 1 C-10
121,97 1 Cc-4
121,86 1 C-9
109,55 1 C-2
99,99 1 C-1
75,84 1 C-3
73,10 1 C-2
71,60 1 C-5
70,50 1 C-4
57,03 1 C-6
53,55 1 C-1” ou C-5”
52,58 1 C-1” ou C-5”
22,53 1 C-2” ou C-4”
22,13 1 C-2” ou C-4”
21,00 1 C-3”
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4.2.11.2 Dados de caracterizacao de 6-piperidino-6-desoxi-B-D-glicopiranosideo

de 2-naftila (7b)




Solido Branco [75 mg (0,20 mmol; 61%) a partir de 100 mg (0,33 mmol) de 3b]
F. M.: CZ1H2704N
M. M.: 373,44 g/mol

F. F.. 226,0 —227,7 °C

Tabela 70 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 7b

v(cm”) Atribuicdo
3324 Deformacéao axial de O-H de alcoois
2930 Deformagéo axial de C-H de carbono sp®
1630, 1598, 1509 Deformacao axial de C=C aromatico
1465 Deformagéo angular assimétrica de C-H de carbono sp°
1399 Deformac&o angular simétrica de C-H de carbono sp®
1256, 1217 Deformacao axial assimétrica de C-O-C de éter aromatico
1090, 1050, 1034, 1011 Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de agucar

Tabela 71 - Espectro de RMN de 1H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 7b

é (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
7,91 -7,83 m 3 - H-3',H-5 e H-8
7,65 s 1 - H-10°
7,51 -7,33 m 2 - H-6'e H-7
7,26 d 1 9,2 () H-2’
5,59 s 2 - 2 x OH
5,38 s 1 - OH
5,27 d 1 6,0 (L) H-1
4,19 t 1 8,0 (Js4= Jus) H-4
3,45 sl 5 - H-2, H-3, H-6a, H-
3,22-3,10 m 4 - H-5, H-6b, H-1"b,
H-5"b
1,66 — 1,55 m 6 - H-2"a, H-2"b, H-3"a,

H-3"b, H-4"a, H-4"b
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Tabela 72 - Espectro de RMN de *C (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 7b

d (ppm) Numero de carbonos Atribuicao
154,45 1 C-1
134,14 1 C-9
129,41 1 C-3
129,20 1 Cc-4
127,62 1 C-5 ou C-8
126,88 1 C-5 ou C-8
126,53 1 C-7
124,26 1 C-6’
118,93 1 c-2
109,73 1 C-10
99,09 1 C-1

76,03 — 70,64 4 C-2,C-3,C-4,C-5
57,31 1 C-6
53,35 1 C-1” ou C-5”
53,20 1 C-1” ou C-5”
22,50 2 C-2”e C-4”
21,03 1 C-3”

4.2.12 Sintese de 6-azido-6-desoxi-a-D-glicopiranosideo de metila_ (10)
(Adaptacao de HANESSIAN et al., 1978)

A um baldo de fundo redondo, contendo uma solu¢édo de 1,0 g (5,15 mmol) do a-p-
glicopiranosideo de metila (8) em 12 mL de N,N-dimetilformamida anidra, foram
adicionados 2,70 g (10,29 mmol) de trifenilfosfina. A mistura foi resfriada, mantida
sob agitacdo e ao baldao foi acoplado um tubo de cloreto de caélcio. Apods
solubilizacdo completa da trifenilfosfina, adicionaram-se, lentamente, 3,42 g (10,31
mmol) de tetrabrometo de carbono. Em seguida, a mistura reagente foi
gradualmente aquecida até 55 °C, mantendo o sistema sob tais condi¢cdes por 4
horas, quando foi detectado, por CCD (eluente: acetato de etila/metanol 8:2;
reveladores: iodo, solucdo de acido sulfurico, aquecimento a 120 °C), o término da
reacao. Posteriormente, foram acrescidos 1,0 mL de metanol anidro e 2,00 g (30,75
mmol) de azida de sodio e a temperatura foi elevada a 80 °C. Essa etapa de reacao
também foi acompanhada pelo mesmo sistema de CCD usado previamente na
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primeira etapa. Apdés 14 horas de reacdo, o solvente foi evaporado sob ventilacao.
Ao residuo obtido foram adicionados 20 mL de agua destilada e essa suspensao
formada foi lavada com 4 fracdes de 40 mL de uma mistura de cloroférmio/hexano
1:1 v/v para remocao do oxido de trifenilfosfina. A fase aquosa foi concentrada em
evaporador rotatorio e ao residuo recuperado foi adicionada quantidade minima de
acetona. O material s6lido em suspensao, constituido do excesso de azida de sédio,
foi removido por filtracdo a vacuo, e o filtrado foi concentrado em evaporador
rotatério. A partir desse filtrado, foi recuperado 1,40 g de material oleoso
amarronzado formado preponderantemente pelo produto da reagdo e tracos de
azida de sédio, identificado por meio do espectro no infravermelho e analise por
CCD (eluente: acetato de etila/metanol 8:2; reveladores: iodo, solucdo de &cido
sulfdrico, solugdo de ninidrina, aquecimento a 120 °C) desse material, o qual foi

submetido a préxima etapa de reacao nestas condigdes.

N3
@)
HO
HO
OH
OCH3
10

F.M.: C7H1305N3
M. M.: 219,20 g/mol

Tabela 73 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 10

v(cm”) Atribuicdo
3327 Deformacao axial de O-H de alcoois
2930 Deformagéo axial de C-H de carbono sp®
2136, 2098 Deformacao axial do grupo azido
1510, 1465 Deformagao angular assimétrica de C-H de carbono sp®
1387 Deformagéo angular simétrica de C-H de carbono sp°
1251, 1214 Deformacao axial assimétrica de C-O-C de éter aromatico

1067, 1038, 1005 Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de acucar
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4.2.13 Sintese de 6-azido-6-desoxi-D-glicose (11)

Em um baldo de fundo redondo, foram solubilizados 1,30 g do material bruto obtido
na sintese de 10 em 45 mL de solu¢do aquosa de acido cloridrico 3 mol/L. A esse
baldo foi acoplado um condensador de refluxo e a mistura reagente foi mantida sob
agitacdo magnética e aquecimento a 100 °C por 4 horas. O término da reagao foi
detectado por CCD (eluente: acetato de etila/metanol 9:1 v/v; reveladores: iodo,
solugao de acido sulfurico, aquecimento a 120 °C). O meio reacional foi neutralizado
utilizando resina Amberlite® IRA-400 ativada previamente. Filtrou-se o material para
retirada da resina e o filtrado foi evaporado em evaporador rotatorio. Obteve-se uma
massa de 858 mg do produto, o qual foi utilizado na préxima etapa sem prévia
purificagéo.
N3
HO R
HO OH
OH

F. M.: CGH1105N3

M. M.: 205,18 g/mol

4.2.14 Sintese de 1.2.3.4-tetra-O-acetil-6-azido-6-desoxi-D-glicopiranose (12)
(FURNISS et al., 1989)

A um baldo de fundo redondo, adicionaram-se 0,583 g (7,11 mmol) de acetato de
soédio e 0,810 g de 11. Em seguida, verteu-se 4,0 mL (45,5 mmol) de anidrido
aceético. Acoplou-se ao baldo um condensador de refluxo com um tubo de cloreto de
célcio. A mistura foi mantida sob aquecimento em banho de 6leo a 100 °C, sob
agitacdo magnética, por uma hora e 30 minutos. A reacdo foi acompanhada por
CCD (eluente: acetato de etila/hexano 9:1 v/v; reveladores: iodo, solu¢cdo de &cido
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sulfarico, aquecimento a 120 °C). Apds tal periodo, a mistura reagente foi vertida em
um béquer contendo gelo pilado e mantida sob agitacdo durante 1 hora. O produto
foi, entdo, extraido com 3 fragcdes de 30 mL de diclorometano. Em seguida, a fase
organica foi lavada com 3 fracdes de 50 mL de agua destilada, secada com sulfato
de sodio anidro, filtrada e concentrada em evaporador rotatério. Obteve-se uma
massa de 899 mg (2,41 mmol; 61%) da mistura de andmeros, na forma de 6leo

amarronzado, constituida por uma relacdo de 1:2,6 dos anébmero o e B, observada

em espectro de RMN de 'H do produto.
N3

AcO
AcO OAc

F. M.: C14H1909N3

M. M.: 373,32 g/mol

Tabela 74 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 12

v(cm™) Atribuicdo
2943 Deformacéo axial de C-H de carbono sp®
2104 Deformacgéao axial do grupo azido
1748 Deformacgao axial de C=0 de éster
1433 Deformacao angular assimétrica de C-H de carbono sp®
1367 Deformagéo angular simétrica de C-H de carbono sp®
1205 Deformacéao axial assimétrica de C-(C=0)-O

1072, 1032 Deformacao axial de O-C-C e C-O-C de acucar
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Tabela 75 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, 5) de 12

& (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
6,33 d 1* 3,6 (S H-1a
5,71 d 1 8,0 (L) H-1p
5,50 - 5,01 m 6" - H-2a, H-3a, H-4a, H-2p, H-3p
411 -4,02 m 1* - H-5a
3,85-3,76 m 1 - H-5B
3,46 — 3,20 m 4* - H-6aa, H-6ba, H-6ap e H-6bp
2,21 -2,02 8xs 24 - 12 x OCOCHaza e 12 x
OCOCHsB

* 1 a-anémero: 2,6 f-anémero; para atribuigdes, foi considerado nimero absoluto de hidrogénios por molécula

Tabela 76 - Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCl;, 5) de 12

é (ppm) Numero de carbonos Atribuigao
170,26 — 169,10 8 4 x OCOCHza e 4 x OCOCH3
91,65 1 C-1p
88,99 1 C-1a
73,94 — 69,11 8 C-2a, C-3a, C-4a, C-5a, C-28, C-3p,
C-4p e C-5p
50,75 2 C-6a e C-6B
20,83 — 20,71 8 4 x OCOCHza € 4 x OCOCH3

4.2.15 Tentativa de sintese de brometo de 2,3,4-tri-O-acetil-6-azido-6-desoxi-a-
D-glicopiranosila (13) (FURNISS et al., 1987)

Inicialmente, preparou-se uma solugao de &cido bromidrico em &cido aceético, por
meio da adicdo gota-a-gota de 0,45 mL (3,98 mmol) de solugdo aquosa de &cido
bromidrico 48% a um baldo de fundo redondo, mantido em banho de gelo e sob

agitacao magnética, contendo 1,85 mL (18,98 mmol) de anidrido acético.

Em outro baldo, 200 mg (0,54 mmol) de 12 foram solubilizados em 10 mL de
diclorometano. Esse baldo foi resfriado em banho de gelo e, sob agitagdo
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magnética, a ele foi adicionado, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, a solucao
acética de acido bromidrico previamente preparada. Apds término da adicao,
acoplou-se ao baldao um tubo de cloreto de calcio, mantendo a mistura reagente sob
agitacao, a 0 °C, durante 3 horas. O acompanhamento da reacéo foi feito por CCD
(eluente: hexano/acetato de etila 1:1 v/v; reveladores: iodo, solugdo de &cido
sulfdrico, aquecimento a 120 °C). Quando constatado o consumo completo do
produto de partida, a mistura reagente foi vertida em um béquer contendo gelo
pilado e extraiu-se com 2 fracoes de 30 mL de diclorometano. Em seguida, a fase
organica foi lavada com 2 fragées de 20 mL de solugéo saturada de bicarbonato de
sodio resfriada e fragbes de 50 mL de &gua destilada gelada até pH 7. A fase
organica foi entdo secada com sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada em
evaporador rotatério. Foi recuperada uma massa oleosa de 0,145 g (69%).

4.2.16 Sintese de 5-fenil-2-(2,3.4-tri- O-acetil-6-azido-6-desoxi-f-D-
glicopiranosiltio)-1,3,4-oxadiazol (14)

A uma suspenséao contendo 557 mg (1,49 mmol) de 12 e 399 mg (2,24 mmol) de 5-
fenil-1,3,4-oxadiazol-2-tiol em 30 mL de diclorometano anidro, sob agitacdo
magnética e resfriada, foi adicionado 0,19 mL (1,54 mmol) de eterato de trifluoreto
de boro. A temperatura da reacdo foi gradualmente elevada até temperatura
ambiente, condicdo mantida por 48 horas. A evolugao da reacédo foi acompanhada
por CCD (eluente: acetato de etila/hexano 4:6 v/v; reveladores: iodo, solugdo de
acido sulfarico, aquecimento a 120 °C). Apds tal periodo, adicionaram-se 10 mL de
solucao de hidréxido de sddio 0,1 M ao meio reacional. O produto foi extraido com 3
fracoes de 30 mL de diclorometano e a fase orgéanica lavada com 3 fracées de 40
mL de solucao de hidréxido de sodio 0,1 M e fragdes de 50 mL de agua destilada até
pH 7. A fase organica foi secada com sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada
em evaporador rotatério. Obteve-se uma massa de 441 mg na forma de um 6leo
amarronzado, formado preponderantemente por 12, 14 e 17, a qual foi submetida a
CCS (eluente: hexano/acetato de etila 75:25 v/v). Com esse procedimento, foi
possivel isolar apenas 17 como produto puro, recuperando a misturas de 12 e 14 e

de 12 e 17. As massas obtidas sdo apresentadas na Tabela 77.
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Tabela 77 - valores de massa recuperada correspondentes aos compostos 12, 14 e 17 apés
CCSs.

Produto Massa obtida
17 64 mg

17 + 12 52 mg

12 + 14 199 mg

4.2.16.1 Dados de caracterizacao de 5-fenil-3-(2,3,4-tri-O-acetil-6-azido-6-
dexosi-p-D-glicopiranosil)-1,3,4-oxadiazol-2-tiona (17)

Sdlido branco [64 mg (0,13 mmol; 8,7%) a partir de 0,557 g (1,49 mmol) de 12]
F. M.: 026H21N5088
M. M.: 491,49 g/mol

F.F.:166,3 - 168,7 °C
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Tabela 78 - Dados do espectro no infravermelho (v, cm™) de 17

v (cm™) Atribuicdo

2958 Deformacéo axial de C-H de carbono sp®

2109 Deformacgao axial de grupo azido

1748 Deformacéao axial de C=0 de éster

1615 Deformacao axial de C=N do anel oxadiazélico

1428 Deformacao angular assimétrica de C-H de carbono sp®

1366 Deformagéo angular simétrica de C-H de carbono sp®

1238 Deformacéao axial de C=S

1205 Deformacéao axial assimétrica de C-(C=0)-O
1063, 1035, 1033 Deformacéo axial de O-C-C e C-O-C de agucar e C-O-C

do anel oxadiazédlico

Tabela 79 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCl,, 3) de 17

& (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
7,92 d 2 7.2 (L) H-2” e H-6”
7,52 sl 3 - H-3”, H-4” e H-5”
5,97 d 1 9,2 () H-1
5,64 t 1 9,2 (Ji2 = o) H-2
5,41 t 1 9,2 (Js4 = o) H-3
5,23 t 1 9,2 (J34 = Jy5) H-4

3,98 — 3,91 m 1 - H-5
3,52 - 3,31 m 2 - H-6a e H-6b
2,06 — 1,93 4xs 12 - OCOCHg;
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Tabela 80 - Dados de RMN de "*C (50 MHz, CDCl;, 5) de 17

d (ppm) Numero de carbonos  Atribuicao
178,01 1 c-2
170,18 - 169,02 4 OCOCH;
159,72 1 C-5
132,90 1 c-4”
129,30 2 C-3"e C-5”
126,92 2 C-2”e C-6”
122,03 1 C-1”
82,96 1 C-1
75,76 1 C-3
73,14 1 C-5
69,32 1 C-2
68,67 1 C-4
50,67 1 C-6
20,70 4 OCOCH;
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudos de ancoragem molecular (docking)

Para a realizacdo dos estudos de docking, foi utilizado o programa AutoDock 4.0
(MORRIS et al.,, 1998). Um conjunto de 108 glicosideos foi avaliado quanto ao
posicionamento, conformacdo e energia livre de ligacdo apresentados em relacao a
duas estruturas cristalograficas da AChE (PDB 1B41 e PDB 1W6R). A p-glicose foi
selecionada como monossacarideo de estudo, tendo em vista que a maioria dos
glicosideos com atividade relatada apresenta-a como constituinte da porgao
sacaridica da molécula (ERDOGAN-ORHAN et al., 2011; LI et al., 2011; JUNG et al.,
2010; SANCHETI et al., 2010; URBAIN et al., 2008; WEN et al., 2008; OINONEN et
al., 2006; ROLLINGER et al., 2004). Os compostos avaliados apresentavam
variedade estrutural quanto as agliconas e aos substituintes no carbono 6 do anel
sacaridico. Os glicosideos com atividade anticolinesterasica ja documentados na
literatura s&o formados por agliconas com diferentes anéis arométicos (ERDOGAN-
ORHAN et al., 2011; LI et al.,, 2011; MIN et al., 2010; SANCHETI et al., 2010;
URBAIN et al., 2008; WEN et al., 2008; OINONEN et al., 2006; ROLLINGER et al.,
2004). Baseado nessa observacao, as agliconas propostas para avaliagdo pelos
ensaios de docking apresentaram em sua constituicdo estruturas aroméaticas
diversas, como fendis, naftois, oxadiazoéis, tiadiazdis e triaz6is. Dessa forma,
avaliariamos a importancia de interagbes por empilhamento de anéis aromaticos (z-
stacking) das agliconas com residuos aromaticos da enzima, bem como a
possibilidade de formacao de ligacdes de hidrogénio entre heteroatomos de algumas
agliconas e residuos com grupos doadores de ligacao de hidrogénio da AChE.
Como substituintes em C6, os grupos hidroxila, amino e piperidino foram
selecionados. A introdugdo de um grupo amino em C6 foi sugerida por se tratar de
um bioisostéro classico do grupo hidroxila, ou seja, ambos 0s grupos apresentam
volumes moleculares e propriedades eletronicas similares (LIMA & BARREIRO,
2005). Além disso, o grupo amino, em meio biolégico, pode se apresentar na forma
protonada, agregando ao ligante um grupo capaz de realizar interagdes
eletrostaticas ou do tipo cation-t com residuos &cidos ou aromaticos da

macromolécula, respectivamente. Ja a introdugdo do grupo piperidino permitiria
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avaliar também a importancia de um grupo nitrogenado nessa posicao, bem como a
influéncia da troca da hidroxila por um substituinte volumoso, capaz de realizar

interacoes hidrofobicas com a enzima.

Nesse trabalho, o algoritmo de busca selecionado foi o Algoritmo Genético
Lamarckiano (AGL), o qual mescla particularidades do Algoritmo Genético tradicional
com métodos de busca local (LE et al., 2009). Para avaliacdo dos valores atribuidos
aos parametros de busca do AGL, foram realizados estudos de redocking e
crossdocking. Assim, os ligantes cristalograficos das estruturas de trabalho
selecionadas foram submetidos a simulagbes de docking envolvendo ambas as
enzimas escolhidas, de forma a avaliar a capacidade do programa em predizer as
conformacdes originais de cada ligante. Plewczynski e colaboradores (2011)
observaram que programas que realizam estudos de docking utilizando algoritmos
genéticos, como € o caso do AutoDock 4.0, tém sido a melhor escolha para previsao
do posicionamento e conformacao de ligantes em relagdo a macromolécula. Em
busca no Protein Data Bank, ndo foram encontradas estruturas cristalograficas da
AChE complexada com glicosideos, as quais permitiiam uma suposicdo do
posicionamento dessa classe de compostos na enzima. Sendo assim, a
cristalografia de complexos envolvendo a AChE e os glicosideos estudados faz-se
de grande importancia tanto para evidenciar a real localizagcdo e conformacao dos

ligantes quanto para a avaliagdo do método computacional adotado.

Além de prever a provavel conformacao de interacdo de um ligante com a enzima,
0s programas de docking sao capazes de ordenar tais conformagdes encontradas
conforme a energia livre de ligacdo desses ligantes. Para tanto, o AutoDock 4.0
aplica uma fungéo scoring que inclui contribuicées energéticas relativas a interagdes
intermoleculares e intramoleculares, desolvatagédo e entropia conformacional. Nesse
trabalho, os compostos submetidos aos ensaios de docking foram classificados
conforme sua energia livre de ligagcdo com as diferentes estruturas cristalograficas
da AChE, sendo selecionados para sintese e avaliagao biolégica ligantes com altos
e baixos valores de energia de ligacdo. Diante dos resultados encontrados nos
ensaios enzimaticos, poderiamos avaliar a capacidade do programa utilizado em
ordenar os ligantes propostos conforme potencial real de interacdo com a enzima.

Os programas de ancoragem molecular atualmente disponiveis ainda apresentam
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certas limitagdes quanto as funcbes scoring aplicadas na classificagdo das
conformagdes, o0 que tem impulsionado a busca por fungdes com melhor
desempenho na previsdo das energias de interacao (PLEWCZYNSKI et al., 2011;
HUANG et al., 2010; WASZKOWYCZ, 2008). Quando aplicado para estudos
envolvendo a enzima AchE, o AutoDock 4.0 tem demonstrado eficacia na triagem
virtual de ligantes com potencial acdo anticolinesterasica (SHARMA et al., 2011; ZHI
et al., 2008).

5.1.1 Comparacoes entre as estruturas PDB 1B41 (KRYGER et al., 2000) e PDB
1W6R (GREENBLATT et al., 2004)

Para avaliar a similaridade estrutural entre os modelos cristalograficos utilizados, as
estruturas PDB 1B41 e PDB 1WG6R foram superpostas utilizando o programa
SwissPDBViewer (versdo 4.0.1) (Figura 6a). A comparacdo realizada entre a
sequéncia de aminodacidos entre as duas estruturas superpostas mostrou uma
identidade sequencial de 59,3%, mostrando certa proximidade ao valor encontrado
por KRYGER e colaboradores (2000) (53%). Com relagdo aos residuos envolvidos
na catdlise promovida pela enzima e aqueles formadores do sitio aniénico periférico,
tais estruturas apresentaram similaridade na posicao relativa desses residuos, com
pequenas diferencas em relacdo aos pares de residuos ASP72 (PDB 1WG6R) -
ASP74 (PDB 1B41), TYR334 (PDB 1W6R) — TYR341 (PDB 1B41) (Figura 6¢c) e
PHE330 (PDB 1W6R) — TYR337 (PDB 1B41) (Figura 6e). Essas analises foram de
grande importancia para avaliagdo das principais diferencas entre as estruturas
cristalograficas utilizadas no presente trabalho e permitiram constatar, na verdade,
grande semelhancga entre a regido do sitio ativo e do sitio aniénico periférico entre
essas estruturas, mesmo sendo origindrias de espécies diferentes. Essas
observacOes estdo de acordo com resultados de trabalhos anteriores (ZHI et al.,
2008; GONGALVES et al., 2006).
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Figura 6 - Superposigédo da estrutura cristalografica PDB 1W6R (azul claro) em relacdo a PDB
1B41 (lilas) (a), com evidéncia para os residuos do sitio ativo e sitio alostérico (b). Para melhor
visualizagdo, os residuos foram divididos por regiao: sitio alostérico (c), sitio esterasico (d),
sitio anionico (e), alca do oxianion e bolso acilico (f). Os residuos referentes a enzima humana
foram assinalados com asterisco.
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5.1.2 Resultados dos estudos de ancoragem molecular (docking) dos ligantes

cristalograficos com a AChE

Para se avaliar se os parametros adotados estdo adequados a este estudo, os
ligantes cristalograficos [galantamina (IV) e donepezila (lll)] foram desenhados,
otimizados e posteriormente ancorados as estruturas cristalograficas de estudo
(PDB 1B41 e PDB 1W6R). Por se ligar a uma regiao exterior a enzima, a fasciculina-
I, ligante da estrutura PDB 1B41, foi desconsiderada nos estudos de redocking e
crossdocking. A donepezila foi utilizada em estudos de crossdocking com o objetivo
de estimar a capacidade do programa em prever a conformagdo de ligantes com
maior nimero de ligagbes rotacionaveis. O modelo PDB 1EVE (KRYGER et al.,
1999) foi usado como referéncia dos pontos de interacdo do donepezil com a AChE.
Na Tabela 81, estdo expostos os valores de energia das conformacdes obtidas a
partir das simula¢des de ancoragem molecular da galantamina e da donepezila em
relagdo a macromolécula de PDB 1B41 e PDB 1W6R, bem como o numero de
conjuntos (clusters) de conformacbes encontrados e a populacdo do cluster
principal. A andlise das conformag¢des de menor energia obtidas em cada calculo
mostrou a adequada ancoragem dos ligantes no sitio ativo da AChE, sendo um

indicio de que os parametros adotados estao adequados a esse trabalho.

Tabela 81 - Resultados dos calculos de docking de ligantes cristalograficos a enzima AChE.

. Estrutura i Populacao do AGiig pPKi
Ligante . o Numero de clusters L
cristalografica cluster principal (kcal/mol) calculado
galantamina PDB 1W6R 3 96 -8,21 6,02
galantamina PDB 1B41 4 46 -8,36 6,13
donepezila PDB 1W6R 14 25 -10,02 7,34
donepezila PDB 1B41 10 46 -10,24 7,51

5.1.2.1 Estudos de redocking da galantamina a estrutura cristalografica PDB
1W6R (GREENBLATT et al., 2004)

Em estudos de ancoragem molecular da galantamina desenhada e otimizada a
estrutura PDB 1W6R, observou-se a reprodutibilidade do posicionamento do ligante
cristalografico pelas conformacdes previstas pelo programa de docking, sendo



122

observados valores de RMSD menores que uma unidade para mais de 50% das
conformacgdes encontradas. Na Figura 7, € exposta a estrutura da conformacao de
menor energia obtida nos calculos superposta ao ligante cristalografico. Como as
estruturas se posicionam quase exatamente no mesmo local, as principais
interagdes presentes no complexo AChE-galantamina foram mantidas. Com relagcao
a conformacdo de menor energia, observa-se a possibilidade de formacao de
ligacGes de hidrogénio entre os oxigénios do anel benzofurano e da metoxila da
galantamina e o grupo hidroxila do residuo SER200 da enzima. As distancias
encontradas entre esses heteroatomos do ligante e o oxigénio da SER200 foram de
3,11 Ae 2,91 A, respectivamente, estando esses valores dentro de limites aceitaveis
a formacao desse tipo de ligacdo (PATRICK, 2009). Ainda pode ser suposta uma
ligacdo de hidrogénio entre o grupo hidroxila da galantamina e o carboxilato do
residuo GLU199, havendo uma distancia de 2,61 A entre os heteroatomos desses
grupos. Além dessas interagdes, é possivel perceber que a galantamina se encontra
envolvida por residuos aromaticos — TRP84, PHE288, PHE290, PHE330 e PHE331 -
com os quais pode desenvolver interacées hidrofébicas que contribuiriam para

favorecer sua ancoragem nessa regiao.

Figura 7 - Superposi¢ido da conformagéo de menor energia da galantamina ao sitio ativo de
PDB 1W6R.
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5.1.2.2 Estudos de crossdocking da galantamina a estrutura cristalografica
PDB 1B41 (KRYGER et al., 2000)

A estrutura desenhada e otimizada da galantamina também foi submetida a
simulagdes de docking com a estrutura cristalografica PDB 1B41. O programa foi
capaz de encontrar conformagdes de baixa energia com grande similaridade a
conformacao original, como demonstrado na Figura 8. As ligagcdes de hidrogénio
entre a galantamina e os residuos de glutamato e serina correspondentes na PDB
1B41 foram mantidas, assim como as interagbes hidrofébicas com residuos
aromaticos da enzima. Além das interagdes esperadas, um fato interessante foi
observado na analise dos pontos de interagdo da galantamina com a estrutura de
origem humana. O nitrogénio do anel benzazepano esta localizado a 2,89 A do
oxigénio do grupo hidroxila do residuo TYR337, sendo possivel a formagdo de
ligacdo de hidrogénio entre esses dois grupos. Essa interacdo n&o foi observada
com a enzima de T. californica porque, nessa espécie, o residuo de tirosina em
questao corresponde a um residuo de fenilalanina, o qual é desprovido da hidroxila
fendlica, responsavel pela interacdo. Assim, pode ser esperado que a interacdo da
galantamina com a enzima de origem humana seja mais intensa que a com a
enzima de T. californica, considerando que essa seja a Unica diferenca entre elas.
Isso ocorreria ja que além das interagdes hidrofébicas possiveis com o residuo de
tirosina, o ligante também poderia interagir por ligacao de hidrogénio, reduzindo,
dessa forma, a energia livre de ligagdo do complexo enzima-ligante.
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Figura 8 - Superposicio da conformacdo de menor energia da galantamina ao ligante
cristalografico de PDB 1W6R (a) e posicionamento daquela no sitio ativo da PDB 1B41 (b).
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5.1.2.3 Estudos de crossdocking da donepezila a estrutura cristalografica PDB
1W6R (GREENBLATT et al., 2004)

A estrutura desenhada e otimizada da donepezila foi submetida aos estudos de
docking com a estrutura cristalografica PDB 1W6R. Para fins de comparagédo do
posicionamento e conformagao encontrados nesses estudos, foi utilizada a estrutura
cristalografica PDB 1EVE (KRYGER et al., 1999), originaria de T. californica (Figura
9). O programa foi capaz de ancorar a conformagdo de menor energia em regiao
similar ao arquivo de referéncia, porém podem ser notadas diferencas
conformacionais em relagdo ao ligante cristalografico (Figura 10). A porcédo N-
benzilpiperidinica da molécula foi posicionada de forma semelhante ao ligante
cristalografico, mantendo a possibilidade de interagdo por empilhamento de anéis
aromaticos entre a porcao benzilica da donepezila e o residuo TRP84 da enzima.
Uma pequena mudangca na posicdo do anel piperidinico acarretou a perda de
interagcdo do tipo cation-r entre o nitrogénio carregado positivamente do anel
piperidinico e o anel aromatico do residuo PHE330. Porém, isso possibilitou a
interacdo desse mesmo grupo com o anel inddlico do residuo de TRP84, havendo

uma distancia de 4,45 A entre eles. Com relagdo & porcdo indanona da molécula,
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apesar de ter sido ancorada em regiao similar a do ligante cristalografico, houve um
deslocamento do anel, o qual levou a mudanga de posi¢do da cetona e dos grupos
metoxila. Essas mudancas também acarretaram a perda da interagdo por
empilhamento de anéis aromaticos entre a indanona e o residuo TRP279. Em
contrapartida, um dos grupos metoxila foi posicionado préximo ao nitrogénio amidico
do residuo TYR288 (3,13 A), havendo a chance de formagdo de ligagdo de
hidrogénio entre esses grupos, compensando em parte a perda da interagdo por
empilhamento de anéis aromaticos. Assim como para a galantamina, sao
observados diversos residuos aromaticos (TRP279, PHE288, PHE330, TYR334)
envolvendo o ligante ancorado, com os quais tal ligante pode desenvolver interacoes
hidrofdbicas.

Figura 9 - Principais pontos de interacdo entre donepezila e a estrutura PDB 1EVE.

-t\ Trp279
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Figura 10 - Superposicdo da conformacio de menor energia da donepezila ao ligante
cristalografico de PDB 1EVE (a) e posicionamento daquela no sitio ativo da PDB 1W6R (b).

5.1.2.4 Estudos de crossdocking da donepezila a estrutura cristalografica PDB
1B41 (KRYGER et al., 2000)

A conformagao de menor energia obtida na simulacao de docking da donepezila em
PDB 1B41 (Figura 11) apresentou-se muito semelhante a encontrada em
ancoragem desse ligante com PDB 1W6R. Da mesma forma, o programa foi capaz
de encontrar, nos estudos com a enzima humana, conformacdes de baixa energia
com posicionamento no sitio ativo dessa estrutura similar ao demonstrado pelo
ligante cristalografico em relacdo a PDB 1EVE. O anel benzilico foi posicionado a
3,64 A do anel inddlico de TRP86, sendo provavel a ocorréncia de interacdo por
empilhamento de anéis aromaticos entre eles, mantendo um dos pontos de
interacao entre o ligante cristalografico e enzima de referéncia. Assim como notado
nos estudos desse ligante com PDB 1WG6R, o nitrogénio do anel piperidinico
carregado positivamente foi ancorado a 4,77 A do anel indélico de TRP86, com o
qual poderia desenvolver interacao do tipo cation-n. Além disso, 0 mesmo nitrogénio
pode ainda interagir por ligagdo de hidrogénio com o grupo hidroxila do residuo
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TYR337, com uma distancia entre os heteroatomos de 3,01 A. Quanto a porcédo
indanona, o programa previu uma conformacdo de menor energia, assim como para
PDB 1W6R, com diferente posicionamento dos grupos cetona e metoxila quando
comparados ao ligante cristalografico de PDB 1EVE. Devido a esse fato, o oxigénio
da cetona foi posicionado a 2,55 A de distancia do oxigénio da hidroxila de TYR124,
possibilitando assim a formacao de uma ligacao de hidrogénio entre o ligante e esse
residuo, a qual é ausente no complexo ligante-enzima de PDB 1EVE. Entretanto,
nao se observa o empilhamento entre os anéis indanona do ligante e indol de
TRP286 como observado no complexo de referéncia. O ligante € capaz ainda de
interagir por intera¢des hidrofobicas com os residuos TYR124, PHE297, TYR337 e
PHES338.

Figura 11 - Superposicdo da conformacdo de menor energia da donepezila ao ligante
cristalografico de PDB 1EVE (a) e posicionamento daquela no sitio ativo da PDB 1B41 (b).
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5.1.3 Resultados dos estudos de ancoragem molecular dos ligantes propostos
com a AChE

Um conjunto de 108 glicosideos foi submetido a simulagdes de docking com as
enzimas cristalograficas dos complexos PDB 1B41 e PDB 1W6R. As moléculas
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avaliadas apresentaram grande diversidade de posicionamento ao longo da
garganta do sitio ativo. A maior parte delas interagiu preferencialmente préxima ao
sitio esterasico da enzima. Quanto a energia livre de ligagcao, foi observada grande
variagdo nos valores encontrados para os compostos estudados nos calculos com
ambas estruturas cristalograficas selecionadas. As energias variavam de -6,00
kcal/mol a -11,00 kcal/mol, o que corresponderia a valores de constante de inibigcao

(Kj) com unidades de micromolar a nanomolar.

Entre os compostos testados, foram selecionados 12 ligantes (Figura 12), com
valores diversos de energia livre de ligacdo, a serem sintetizados e posteriormente
submetidos a testes de inibicdo da enzima AChE. A selecdo de moléculas com
baixos e altos valores de energia de ligagao permitiria avaliar, quando da posse dos
testes de inibicdo enzimatica, a capacidade do programa em classificar os ligantes
conforme seu potencial de inibicdo. Além disso, esses ligantes foram escolhidos
devido a facilidade de acesso sintético e disponilibilidade comercial das agliconas.
Entre os 12 ligantes, oito deles apresentam um grupo hidroxila ligado ao carbono 6
do anel sacaridico. Para avaliagdo da influéncia das substituicbes em C-6, foram
selecionados para sintese os derivados 6-amino e 6-piperidino dos glicosideos de 1-
naftila e de 2-naftila. Na Tabela 82, podem ser encontrados os valores de energia
livre de ligagédo (AGj,) dos ligantes selecionados para sintese, o numero de
conjuntos (clusters) de conformacbes encontrados e a populacdo do cluster

principal.
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Figura 12 - Compostos selecionados a partir dos estudos de docking pata sintese e

avaliacao de atividade inibitoria da AChE.
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Tabela 82 - Resultados dos calculos de docking de ligantes selecionados para sintese a

enzima AChE.
PDB 1B41 PDB 1W6R
Ligante Nc' Ncc ? AGyq pKi Nc Ncc AGij, pK;
(kcal/mol) calculado (kcal/mol) calculado
3a 9 10 -9,04 6,63 8 28 -8,57 6,28
3b 10 66 -8,43 6,18 10 22 -8,60 6,30
3c 14 31 -7,83 5,74 13 43 -7,70 5,64
3d 20 32 -8,04 5,89 16 41 -8,15 5,97
3e 14 16 -7,34 5,38 15 13 -7,50 5,50
3f 10 37 -9,58 7,02 16 38 -9,08 6,65
3a 8 17 -9,94 7,29 10 22 -9,43 6,91
3h 6 18 -10,00 7,33 10 21 -9,42 6,91
6a 19 24 -9,88 7,24 14 19 -9,93 7,28
6b 13 39 -9,56 7,01 10 23 -9,48 6,95
7a 25 21 -9,48 6,95 12 31 -10,79 7,91
7b 18 66 -10,83 7,94 11 22 -10,74 7,88

T Numero de clusters ® Populagao do cluster principal
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A partir dos resultados apresentados na Tabela 82, podemos perceber que, entre os
glicosideos sem modificagdes em C-6, os tioglicosideos foram os que demonstraram
melhor interacdo com ambas as estruturas cristalograficas de AChE, sendo em
alguns casos até mesmo superior ao derivados com grupo amino em C-6. Na série
dos glicosideos de naftila, a modificagdo do grupo hidroxila em C-6 por um grupo
amino ou piperidina levou a reducao da energia livre de ligacao, sendo o efeito de
maior intensidade para os derivados 6-piperidino substituidos.

5.1.3.1 Estudos de docking dos ligantes 3a-3h a AChE

As conformagdes de menor energia dos ligantes 3a-3h apresentaram duas formas
principais de ancoragem em ambas as estruturas cristalograficas testadas: uma ao

longo da garganta do sitio ativo e a outra na base dessa garganta (Figura 13).

Figura 13 - Superposicéo dos ligantes 3a-3h a PDB 1B41 (a) e PDB 1W6R (b). A superficie em
azul identifica os ligantes ancorados ao longo da garganta do sitio ativo e a superficie em rosa,

Os tioglicosideos 3f, 3q e 3h foram os Unicos glicosideos com grupo hidroxila em C-
6 que mantiveram os mesmos pontos de interacao tanto em PDB 1B41 quanto em
PDB 1W6R e, coincidentemente, foi para 0s quais 0 programa previu as
conformagdes com menor energia de interacdo com a enzima (Figura 14). A porgcéo
sacaridica foi ancorada proximo ao sitio esterasico, possibilitando a interagao por
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ligacao de hidrogénio entre as hidroxilas de C-2 e C-3 e a hidroxila de SER200(203).
Além disso, os residuos GLY118(121) e GLY119(122) também sado capazes de
desenvolver ligagbes de hidrogénio com o grupo hidroxila de C-2, enquanto
GLU199(202) interage com as hidroxilas de C-3 e C-4. Quanto a aglicona, ela foi
posicionada ao longo da garganta, permitindo a formacao de interagées hidrofébicas
entre os anéis fenilico e oxadiazdlico e os residuos aromaticos proximos a eles. Um
fato interessante ocorreu em relacdo ao posicionamento do anel oxadiazdlico. As
duas estruturas cristalograficas utilizadas, por serem originarias de espécies
diferentes, apresentam particularidades em alguns residuos, sendo uma delas a
presenca de um residuo de tirosina (TYR337) na enzima humana, o qual
corresponde, na verdade, a uma fenilalanina na enzima de T. californica (PHE330).
Na estrutura de origem humana PDB 1B41, a hidroxila do residuo TYR337 pode
interagir por ligagdo de hidrogénio tanto com a hidroxila de C-6 desses ligantes
como com N-3’ do anel oxadiazélico. Com o anel oxadiazélico nessa posi¢ao, ainda
€ possivel que oxigénio desse anel interaja com o residuo de TYR124. Sendo assim,
trés possiveis pontos de ligacdo de hidrogénio sdo encontrados entre esses ligantes
e a estrutura humana. Para PDB 1WB6R, as interacdes relatadas entre o residuo
TYR337 de PDB 1B41 e os ligantes ndo podem ocorrer devido a auséncia de um
grupo doador ou aceptor de ligacdes de hidrogénio em PHE330 em posicéo para tal.
Uma forma de compensar a auséncia desse ponto de interacdo foi por meio da
torcdo do angulo entre N-3'-C-2’-S-C-1, a qual permitiu o reposicionamento do anel
oxadiazélico. O residuo TYR121, cujo correspondente na enzima humana interage
com o oxigénio do heterociclo, passaria entdo a ter dois pontos de interacdo com o
anel via N-3’ e N-4’. Mesmo com essa estratégia, a conformagdo de menor energia
encontrada para a estrutura de T. californica apresentou valor de AGjy maior que a

conformacgao encontrada para a estrutura de origem humana.



132

Figura 14 - Principais interagées entre os ligantes 3f, 3q e 3h e PDB 1B41 (a) e PDB 1W6R (b).

As conformagdes de menor energia dos ligantes 3b e 3e também foram ancoradas
ao longo da garganta do sitio ativo em PDB 1B41, porém tais resultados néo se
reproduziram para a estrutura PDB 1W6R (Figura 15). Nos estudos de docking com
a estrutura de origem humana, a por¢ao sacaridica foi ancorada préximo ao residuo
catalitico SER203 e aos residuos da alga do oxianion, GLY121 e GLY122, os quais
podem interagir por ligagdes de hidrogénio com as hidroxilas de C-6 e C-4. O grupo
hidroxila de TYR124 é capaz de realizar ligagéo de hidrogénio com a hidroxila de C-
2, enquanto TYR337 pode formar o mesmo tipo de ligagdo com o oxigénio que une o
sacarideo a aglicona. Para 3e, ainda se observa a formagédo de ligacdo de
hidrogénio entre o oxigénio da metoxila e o nitrogénio amidico de PHE295. Apesar
de terem sido ancoradas na mesma regido, a conformacao de 3b apresentou um
valor de AGig4 inferior ao apresentado por 3e em quase uma unidade de energia. A
energia livre de ligacdo devido a interagdes eletrostaticas de cada um foi similar,
diferindo quanto ao somatério da energia decorrente de ligacbes de hidrogénio,
interagdes de van der Waals e dessolvatacdo. Como no arquivo de resultados dos
estudos de docking esses valores sao apresentados apenas como uma somatéria,
nao foi possivel saber qual desses parametros foi o responsavel pela diferenca
energética. Entretanto, especulamos que possa ser devido a um efeito hidrofobico, o
qual esta afetando os valores tanto de interagcbes de van der Waals quanto de

energia de dessolvatacao. Ao redor de regides apolares ou hidrofébicas do ligante
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ou macromolécula, as moléculas de agua dispdem-se na forma de uma camada
bem organizada e fortemente unida. A interacao entre a parte hidrofébica do ligante
e da macromolécula leva a desorganizacdo das moléculas de dgua nessa camada,
aumentando a entropia do sistema e, consequentemente, possibilitando uma
reducdo na energia livre de ligacao (PATRICK, 2009). Se observarmos as estruturas
dos dois ligantes, constata-se que 3b apresenta uma superficie hidrofébica maior
que 3e, em decorréncia da sua aglicona. Além disso, como a regido enzimatica onde
estdo ancorados 3b e 3e é rica em residuos aromaticos, a formagéao de interacoes
hidrofébicas € favorecida, sendo esperado que 3b apresente uma maior contribuicao
energética decorrente de interagdes hidrofébicas. Além disso, considerando a maior
superficie hidrofébica de 3b, supde-se que a interacdo desse ligante com a enzima
seria capaz de promover uma maior desorganizagdo da camada de moléculas de
agua que circunda o sitio ativo e o ligante em relagao a interacdo de 3e. Entao, para
o complexo 3b-enzima, esperar-se-ia uma maior desorganizagao e assim uma maior
perda energética devido a dessolvatacdo. Dessa forma, a diferenga de energia entre
essas conformacdes poderia ser explicada em termos de sua energia devida a
interagdes hidrofobicas e de dessolvatacdo, as quais compensariam até mesmo a

contribuicdo da ligacao de hidrogénio do grupo metoxila de 3e com a enzima.

Ja nas simulagbes com PDB 1W6R, a conformacdo de menor energia de 3b foi
posicionada horizontalmente na base da garganta do sitio ativo, enquanto 3e
manteve-se ao longo da garganta, porém em posi¢ao contraria a observada em PDB
1B41 (Figura 15). As hidroxilas do monossacarideo de 3b interagem por ligacées de
hidrogénio com diversos residuos enzimaticos. Além disso, é possivel a interacao
por empilhamento de anéis aromaticos entre a aglicona desse ligante e o residuo
TRP84, importante regido de interagdo da acetilcolina com a AChE (HAREL et al.,
1993; HAREL et al.,, 1996; COLLETIER et al., 2006). Quanto a 3e, observam-se
apenas trés regides possiveis de formacao de ligagbes de hidrogénio entre ligante e
enzima, sendo um baixo valor quando comparado aos outros ligantes nao
modificados estudados, o que justificaria em parte a maior energia livre de ligacao
apresentada por esse ligante.
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Figura 15 - Principais interacdes entre os ligantes 3b e 3e e PDB 1B41 (a) e PDB 1W6R (b).
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Em cada estrutura cristalografica estudada, as conformagdes de menor energia de
3c e 3d foram ancoradas em posicoes diferentes, mas de formas semelhantes entre
si (Figura 16). A porgéo sacaridica dessas conformagodes localiza-se proximo a base
da garganta do sitio ativo, encontrando-se em posicdes espelhadas quando
comparadas as duas estruturas cristalograficas. Em PDB 1B41, & possivel a
formacao de ligacdes de hidrogénio entre as hidroxilas do anel sacaridico e residuos
do sitio esterasico, como HIS447 e SER203. O grupo carboxilato de GLU202, a
hidroxila de TYR337 e o nitrogénio amidico de GLY121 também interagem por
ligagbes de hidrogénio com essa porcao do ligante. A carbonila aldeidica das
agliconas de 3c e 3d pode ainda interagir com grupo amino de ASP74. Em PDB
1W6R, assim como encontrado para 3b, os anéis aroméaticos das agliconas de 3c e
3d foram ancorados paralelamente ao anel inddlico de TRP84, possibilitando a
interacdo entre tal residuo e os ligantes por empilhamento de anéis aromaticos. A
amina de ASP72 interage por ligacdo de hidrogénio com a hidroxila de C-4, ao
contrario do que acontecia com o residuo correspondente em PDB 1B41 (ASP74), o
qual interagia pelo mesmo grupo com a carbonila aldeidica das agliconas. Outros
residuos como TYR121, SER122, GLN69, ASN85 também interagem com as

hidroxilas sacaridicas.
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Figura 16 - Principais interacdes entre os ligantes 3c e 3d e PDB 1B41 (a) e PDB 1W6R (b).
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A conformagédo de menor energia do ligante 3a, por sua vez, foi ancorada de forma
semelhante a 3b, 3c e 3d em PDB 1W6R, porém de uma forma diferente de todas
encontradas para PDB 1B41. Essa conformagao manteve o posicionamento na base
da garganta do sitio ativo, apresentando pontos divergentes de interagcdao em relacao
a porcao sacaridica entre as duas estruturas cristalograficas. Um fato curioso € que,
em ambos os estudos de docking, a conformagdo mais estavel teve a por¢cdo da
aglicona posicionada de forma a interagir por empilhamento de anéis aromaticos
com o residuo TRP84 (86). Para outros ligantes, esse tipo de interacdo havia
apenas sido encontrado em conformagdes de baixa energia obtidas nos estudos
com PDB 1W6R. Em PDB 1B41, o posicionamento do anel naftilico provavelmente
foi favorecido por ocorrer, na verdade, entre dois sistemas aromaticos. Como pode
ser visto na Figura 17a, o sistema aromatico de 3a intercala-se entre os sistemas
aromaticos dos residuos TYR337 e TRP86. Essa interacao contribui eficientemente
para a reducdo da energia do complexo enzima-ligante, visto que as interacbes de
van der Waals sdao maximizadas pela ampla superficie apolar de contato entre
enzima e ligante (HUNTER et al., 2001), além do efeito entropico decorrente da
desorganizacdo das moléculas de agua que recobriam tais regides apolares,
afetando também a energia de dessolvatacdo do sistema (PATRICK, 2009;
MAGALHAES et al., 2007). As hidroxilas do anel sacaridico de 3a interagem por
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ligagbes de hidrogénio com os residuos TYR133, GLY120 e GLU202. A hidroxila de
SER125 interage por ligacdo de hidrogénio com a hidroxila de C-6, em PDB 1B41,
enquanto o residuo correspondente em PDB 1W6R (SER122) interage com o

oxigénio do anel sacaridico.

Para PDB 1W6R, as interacdes por ligagdo de hidrogénio da porcéo sacaridica de
3a sdo as mesmas observadas para 3b, 3c e 3d. A questao de uma maior superficie
hidrofébica em 3a e 3b também poderia explicar porque eles apresentam menor
energia livre de ligagcdo com a AChE em relagédo a 3c e 3d, apesar de estarem
ancorados na mesma posi¢ao do sitio ativo em PDB 1W6R (PATRICK, 2009).

Figura 17 - Principais interacdes entre o ligante 3a em PDB 1B41 (a) e PDB 1W6R (b).
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5.1.3.3 Estudos de docking dos ligantes 6a e 6b a AChE

A troca do grupo hidroxila por um grupo amino em C-6 do anel sacaridico permitiu a
potencializagdo da interagdo entre os glicosideos de naftila e as estruturas
cristalograficas PDB 1B41 e PDB 1W6R. O grupo amino apresenta caracteristicas
fisicas similares ao grupo hidroxila e capacidade de atuar tanto como doador quanto
aceptor de ligacées de hidrogénio. Além disso, em meio bioldgico, as aminas
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primarias geralmente sdo encontradas na forma protonada, possibilitando assim que

interacdes eletrostaticas se tornem provaveis de acontecer entre ligante e enzima.

Em ambas as estruturas cristalograficas estudadas, as conformagcdes de menor
energia dos ligantes 6a e 6b obtidas nas simula¢cdes de docking foram ancoradas na
base da garganta do sitio ativo (Figura 18). Em relagdo a estrutura PDB 1B41, os
ligantes posicionaram-se de forma similar entre si e aquela apresentada pelo ligante
3a (Figura 18a). O grupo amino foi posicionado entre os residuos TYR133 e
GLU202, com os quais pode interagir por ligacées de hidrogénio. Além disso, o
grupo carboxilato de GLU202 pode realizar interacdo eletrostatica com o grupo
amino em C-6 destes ligantes, favorecendo ainda mais a formacao do complexo
enzima-ligante. A distancia encontrada entre o centro do grupo carboxilato e do
grupo amino de 3a e 3b foi de 4,0 A. De acordo com Berg e colaboradores (2002),
para uma distancia de 3,0 A entre dois grupos de cargas opostas em meio aquoso,
pode-se obter uma contribuicdo de 1,4 kcal/mol decorrente da interagao
eletrostatica. Repetindo os mesmos caélculos realizados nessa referéncia e
considerando a distancia de 4,0 A, como observado na interagdo de PDB 1B41 com
os ligantes 6a e 6b, é obtido um valor de 1,04 kcal/mol. Esse valor representa uma
importante contribuicdo para a reducdo da energia livre de ligacdo do complexo
enzima-ligante, o que justificaria a menor energia encontrada para os ligantes 6a e
6b em relacdo a 3a e 3b. Os residuos GLY120, SER125 e GLY 126 estao envolvidos
em ligacbes de hidrogénio com as hidroxilas do anel sacaridico. Assim como
observado para 3a, ocorre o empilhamento de anéis aromaticos entre o anel naftilico
dos ligantes amino-substituidos e o residuo TYR337. Porém, ndo se observa a
interagdo simultdnea com o anel inddlico de TRP86.

Nos estudos de docking com PDB 1W6R, as conformagdes de menor energia de 6a
e 6b foram ancoradas, com pequenas diferencas entre si, em uma regido proxima
ao sitio esterasico e ao sitio anibnico, com os quais eles podem realizar diversas
interagdes (Figura 18b). Assim como observado para PDB 1B41, os grupos amino
desses ligantes sdo capazes de desenvolver interagdes eletrostéticas e ligagdes de
hidrogénio com o carboxilato de GLU202, o qual esta a uma distancia de 3,4 A e 3,2
A do nitrogénio do grupo amino de 6a e 6b, respectivamente. Além disso, 0 grupo

amino de 6a esta a 4,7 A e o grupo amino de 6b a 5,7 A de distancia do centro do
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anel inddlico de TRP84, sendo esses valores aceitaveis para a formagao de
interagdes do tipo cation-n (GALLIVAN & DOUGHERTY, 1999; BURLEY & PETSKO,
1986). O fato de que os grupos amino desses ligantes foram ancorados préximos a
TRP84 é bem interessante, visto que esse residuo esta envolvido em interagdes do
tipo cation-tr com a porgcao colina da acetilcolina, as quais sao responsaveis pela
estabilizagdo do complexo enzima-substrato (HAREL et al., 1993; HAREL et al.,
1996; COLLETIER et al., 2006). O ligante 6a ainda foi capaz de interagir por
ligacdes de hidrogénio com TRP84 e TYR130, enquanto 6b apresentou o0 mesmo
tipo de interacao com TYR121 e SER200 (Figura 19).

Figura 18 — Ligantes 6a e 6b ancorados na base da garganta do sitio ativo de PDB 1B41 (a) e
de PDB 1W6R (b).
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5.1.3.3 Estudos de docking dos ligantes 7a e 7b a AChE

A modificagdo do grupo hidroxila por um anel piperidinico em C-6 permitiu uma
intensa reducao da energia livre de ligacao dos glicosideos de naftila, indicando que
tal grupo é capaz de interagir eficientemente com a enzima, formando um complexo
de maior estabilidade até mesmo em relagdo aos derivados modificados com grupo
amino. Essa modificagao inseriu um grupo capaz de realizar ligagées de hidrogénio
com a enzima, bem como interagdes eletrostéticas, considerando que o grupo amino
terciario pode também se encontrar protonado em pH fisioldgico. A introducao de
uma amina heterociclica permitiu avaliar também o efeito de um grupo volumoso

nessa posicao e se esse grupo contribui em termos de interagdes hidrofébicas.

As conformagdes de menor energia de 7a e 7b foram ancoradas de forma similar
aos ligantes 3f, 3g e 3h, os quais foram posicionados com a por¢ao sacaridica
voltada para a base da garganta do sitio ativo e a aglicona ao longo dela (Figura
20). Entre si, os ligantes apresentaram posicionamentos semelhantes e, para cada
estrutura cristalografica, foram observadas algumas diferencas entre os pontos de
interagao dos ligantes.

Em ambas estruturas cristalograficas, os grupos piperidino de 7a e 7b foram
ancorados entre dois residuos do sitio aniénico: TRP84 (86) e PHE330 (TYR337)
(Figura 21). Esse resultado € de grande valia, visto que essa regido, em especial o
residuo de triptofano, é essencial para a interagdo da AChE com ligantes carregados
positivamente via interacbes do tipo cation-t (ORDENTLICH et al.,, 1993).
Considerando que o programa de docking foi capaz de posicionar esse grupo de
forma similar para os dois ligantes em estruturas diferentes, pode-se inferir que a
formacdo dessa interacdo é favorecida. A interagdo do tipo cation-n é observada
entre o nitrogénio carregado positivamente do anel piperidinico e o anel inddlico do
residuo TRP84 (86). Em PDB 1W6R, o nitrogénio piperidinico ainda pode interagir
com o anel aromatico de PHE330. Como pode ser notado na Figura 6e, o residuo
PHE330 e seu correspondente na enzima humana, TYR337, apresentam posi¢coes
relativas aos outros residuos desse subsitio ligeiramente diferentes. Para a
manutencao da interagcdo do tipo cation-n entre o anel piperidinico e TRP86, a

conformacao de menor energia gerada para os ligantes 7a e 7b foi ancorada de tal
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forma que a interacdo com o anel aromatico de TYR337 ndo ocorre. Em
contrapartida, o nitrogénio carregado positivamente foi posicionado préximo ao
grupo hidroxila do residuo de tirosina, com o qual pode formar ligagao de hidrogénio,
compensando, dessa forma, a auséncia de interacdo com o sistema aromatico. Em
PDB 1B41, a porgcao sacaridica ainda pode formar ligagcbes de hidrogénio com
GLY121, GLY122, TYR124 e SER124. Em PDB 1W6R, os residuos envolvidos em
ligagdes de hidrogénio com o anel sacaridico sdo TRP84, GLY123 e TYR130.

Pela analise das estruturas dos derivados modificados em C-6 pelos grupos amino e
piperidino, observa-se uma diferenca de volume entre eles decorrente da introdugao
da amina ciclica. Os ligantes 6a e 6b infiltram na base da garganta do sitio ativo e
conseguem se posicionar horizontalmente nesse local. A ancoragem desses ligantes
na conformacao observada é favorecida principalmente pela interacdo eletrostatica
entre os grupos amino desses ligantes e o grupo carboxila de GLU199 (202), a qual
provavelmente aumenta a estabilidade do complexo enzima-ligante. Isso é possivel
por se tratar de uma amina primaria. Dessa forma, ndo se observa impedimento
estérico que a impeca de alcancgar prontamente esse residuo. Ja os ligantes 7a e 7b
apresentam a porcdo sacaridica ocupando a base da garganta e a aglicona
localizada ao longo dessa garganta. Em decorréncia do aumento do volume
agregado pelo anel piperidinico, as conformacdes geradas para 7a € 7b nao foram
capazes de se posicionar horizontalmente na base do sitio ativo. Em termos
energeéticos, esperar-se-ia que a interagao eletrostatica fosse favorecida em relagéao
a interagdo do tipo cation-n, porém ndo se observa tal fato para os derivados 6-
piperidino substituidos. Pode-se especular que, devido ao volume do anel
piperidinico, o grupo amino de 7a e 7b ndo consegue alcangar a base do sitio ativo
de forma a interagir com o residuo GLU199 (202). Como alternativa, tal grupo foi
ancorado préximo ao TRP84 (86), que esta localizado na regido lateral da garganta
(Figura 6b), sendo possivel a formagéo de interagdo cation-n entre esse residuo e
os ligantes em questéo.

Mesmo apresentando pontos de interagdo muito similares, néo foi possivel explicar a
diferenca energética encontrada para a conformagéo de menor energia do complexo
7a-PDB 1B41 em relacdo a 7b-PDB 1B41 e aos complexos com PDB 1W6R.
Quando comparamos as conformag¢des de menor energia de 6b e 7b obtidas em
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estudos de docking com ambas estruturas cristalograficas, notamos que a energia
decorrente de interacbes eletrostaticas € menor para 6b. Essa observacao ja era
esperada devido a forte interagdo entre o grupo amino e GLU199 (202). Por outro
lado, 7b apresentou valores de energia referentes a ligacbes de hidrogénio,
interagdes de van der Waals e dessolvatagdo menores que 6b, a ponto de sobrepor
a contribuicao relativa a forcas eletrostaticas desse ligante. Como ao longo da
garganta do sitio ativo podem ser encontrados diversos residuos aromaticos e
outros residuos hidrofébicos, o posicionamento da cadeia lateral dos derivados 6-
piperidino substituidos nessa regiao pode ter contribuido com diversos pontos de
interagao hidrofébica entre ligante e enzima.

Figura 20 - Ligantes 7a e 7b ancorados ao longo da garganta do sitio ativo de PDB 1B41 (a) e
de PDB 1W6R (b).
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5.2 Sintese dos ligantes propostos

5.2.1 Sintese dos 2.3.4.6-tetra-O-acetil-g-D-glicopiranosideos de arila (2a-2e)

Nesse trabalho, o brometo de glicopiranosila 1 foi utilizado como intermediario para
sintese de 2a-2e. Os haletos de glicopiranosila sdo amplamente usados na sintese
de glicosideos de arila, sendo 1 o mais comumente aplicado, devido a maior
reatividade frente ao derivado clorado e a maior estabilidade quando comparado ao
derivado iodado (CONCHIE et al., 1957). O método empregado para obtencéo de
2a-2e, aplicado primeiramente por MICHAEL (1879), consistiu na condensagéao do
um determinado ion ariloxi apropriado em meio alcalino com o haleto de
glicopiranosila 1. MICHAEL (1879) utilizou como base o hidréxido de potéssio.
Porém, nesse trabalho, optou-se pelo uso de hidréxido de litio monoidratado,
considerando que, em trabalhos anteriores do grupo, melhores rendimentos foram
reportados com a aplicacédo dessa base (MAGALHAES, 2002).

A adicdo do fenol ou naftol a solucao de hidréxido de litio leva a formacao do
nucledfilo ariloxi, o qual promove o ataque de C-1 de 1, liberando o ion brometo para
o meio e formando o devido glicosideo de arila. Nas condi¢cdes de reacao aplicadas,
ocorre a inversao de configuracdo anomérica (inversao de Walden), permitindo a
obtencao do B-glicosideo (CONCHIE et al., 1957).

5.2.1.1 Sintese de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-glicopiranosideo de 1-naftila (2a)

1
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O derivado 2a foi obtido, ap6s recristalizacdo em etanol absoluto, com rendimento
de 35%.

No espectro no infravermelho de 2a, observou-se uma banda intensa em 1744 cm™,
correspondente a deformacéo axial de carbonila de éster saturado. Em 1631, 1598 e
1581 cm™ encontram-se as bandas de deformacdo axial de ligagdo C=C de anel
aromatico. Ainda, em 1071 e 1034 cm™ s&o observadas bandas de deformagéo axial
referentes a ligacao C-O de agucar.

No espectro de RMN de 'H de 2a, observam-se trés sinais em & 2,08; 5 2,07 e & 2,05
ppm, com integral total de 12 hidrogénios, referentes aos hidrogénios dos grupos
acetila. Ao multipleto entre 6 3,99 e 6 3,92 ppm atribui-se o sinal de H-5. Os
hidrogénios H-6a e H-6b apresentaram-se na forma de dupletos duplos, com valores
de constante de acoplamento de 12,3 Hz (/) e 5,4 Hz (/%) e de 12,3 Hz (/) e de 2,4
Hz (J°), respectivamente. Na regido referente aos sinais de hidrogénios aromaticos,
o dupleto detectado em 6 7,05 ppm foi atribuido a H-2'. A posicao orto de naftois é a
mais protegida devido ao efeito de blindagem exercido pela densidade eletrénica
nessa posicdo. Com auxilio do mapa de contornos homonuclear (COSY), a partir da
mancha de correlacao entre H-2' e H-3’, foi possivel a atribuicdo de um tripleto em
§ 7,37 ppm, com constante de acoplamento de 7,6 Hz (J°), ao hidrogénio H-3'. Da
mesma forma, a mancha de correlacdo H-3’ x H-4’ permitiu a identificacdo do sinal
referente a H-4’ participando da formacao de um multipleto na regiao de 6 7,59 a
§ 7,47 ppm. As demais atribuicdes referentes ao espectro de RMN de 'H sé foram

possiveis com andlise do mapa de contornos heteronuclear (HMQC).

No espectro de RMN de '*C de 2a, os sinais encontrados na regido de & 169,65 a
6 170,80 ppm foram atribuidos as carbonilas dos grupos acetila. Com a ajuda do
subespectro DEPT 135, foi possivel a identificagdo dos carbonos aromaticos ipso, os
quais apresentaram deslocamentos quimicos de 6 153,00; 6 134,69 e 6 125,93 ppm.
Esses sinais foram atribuidos aos carbonos C-1’, C-5" e C-10’, respectivamente, de
acordo com dados da literatura (OLIVEIRA, 2009). Como o sinal referente a H-2’ ja
era conhecido, a partir do mapa de contornos HMQC foi possivel atribuir o sinal em
5 109,18 ppm ao carbono C-2'. Da mesma forma, foi possivel a atribuicdo do sinal
em o 125,67 ppm a C-3'. Entre os carbonos hidrogenados, o carbono menos
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blindado é C-6’, sendo atribuido a ele deslocamento quimico de 6 127,74 ppm. Com
essa informagédo e com auxilio do mapa de contornos HMQC, o multipleto localizado
entre § 7,84 e § 7,79 ppm no espectro de 'H de 2a foi atribuido a H-6'.

A mancha de correlagdo entre H-6" e H-7 no mapa de contornos COSY permitiu a
atribuicao do sinal referentes a H-7’, o qual faz parte de um multipleto entre 6 7,59 e
o 7,47 ppm. Pelo mapa de contornos HMQC, foi possivel também a identificacao do
sinal referente a C-4’ como sendo & 123,26 ppm. Entre os carbonos C-7’, C-8 e C-9’,
€ esperado que C-9’ seja 0 mais blindado, sendo assim foi atribuido a ele o sinal em
5 121,82 ppm. Com isso, pode-se identificar o multipleto entre 6 8,11 e 5 8,06 ppm
como sendo H-9' por meio do mapa de contornos HMQC. No mapa de contornos
COSY, observa-se uma mancha de correlagdo H-8 x H-9', indicando os sinais
referentes a H-8 como pertencentes ao mesmo multipleto que contém os sinais de
H-4 e H-7. Com auxilio de dados da literatura (OLIVEIRA, 2009), os sinais
referentes a C-7° e C-8 foram identificados como & 126,86 e & 126,21 ppm,

respectivamente.

O sinal referente ao carbono anomérico foi observado em $ 99,72 ppm. A partir do
mapa de contornos HMQC e subespectro DEPT 135, os carbonos C-5 e C-6’ foram
associados aos sinais 6 72,33 e 6 68,65, nessa ordem. Os outros sinais referentes
ao carboidrato foram atribuidos a C-3’ (6 72,85 ppm), C-2’° (6 71,29 ppm) e C-4
(6 68,65 ppm). Com auxilio dos mapas de contornos COSY e HMQC, foi possivel
identificar que o tripleto em & 5,51 ppm, com constante de acoplamento de 9,2 (),
refere-se a H-2 e o tripleto em 6 5,37 ppm, com mesma constante de acoplamento,
corresponde a H-3. O multipleto entre 6 5,28 e 6 5,19 ppm corresponde aos
hidrogénios H-1 e H-4. O sinal em & 20,89 ppm refere-se aos carbonos metilicos dos

4 grupos acetila.
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5.2.1.2 Sintese de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-glicopiranosideo de 2-naftila (2b)

1 2b

O derivado 2b foi obtido, apds recristalizacdo em etanol absoluto, com rendimento
de 26%.

No espectro no infravermelho de 2b, observam-se bandas em 1745 cm™ e 1727 cm’™
correspondentes a deformacao axial de carbonila de éster saturado. Em 1629 e
1601 cm™, foram identificadas as bandas de deformagdo axial de ligagdo C=C de
anel aromatico. J4 em 1052 e 1033 cm™, sdo observadas bandas de deformagao

axial referentes a ligacao C-O de agucar.

No espectro de RMN de 'H de 2b, foram identificados os sinais em & 2,08; 5 2,07 e
d 2,05 como sendo referentes aos 12 hidrogénios metilicos dos grupos acetila. O
sinal referente a H-5 apresentou-se como multipleto entre 5 3,99 e 6 3,90 ppm. Os
sinais relativos aos hidrogénios H-6a e H-6b aparecem na forma de dupleto duplo
em & 4,32 e 5 4,20 ppm, nessa ordem, com constantes de acoplamento de 12,2 (f)
e 5,4 Hz (/), para H-6a, e 12,2 (F) e 2,6 Hz (/), para H-6b. Os sinais constituintes
do multipleto entre 6 5,37 e & 5,15 ppm, com integral correspondente a 4
hidrogénios, referem-se aos outros hidrogénios do carboidrato: H-1, H-2, H-3 e H-4.
Na regido dos hidrogénios aromaticos, pode-se identificar o sinal na forma de
dupleto duplo em & 7,19 ppm como sendo referente a H-2', o qual apresenta
acoplamento J,3 de 8,8 Hz e J, 19 de 2,4 Hz. No mapa de contornos COSY, foi
possivel encontrar as manchas de correlacdo de H-2' com esses hidrogénios,
identificando o sinal de H-10’ como sendo um dupleto em & 7,34 ppm e o sinal de
H-3’ como constituinte do multipleto entre 6 7,76 e 5 7,71 ppm. Com base em dados

da literatura (OLIVEIRA, 2009), o multipleto, com integral igual a 2, encontrado entre
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37,51 e 8 7,40 ppm refere-se aos hidrogénios H-6’ e H-7°. Dessa forma, o multipleto,
com integral igual a 3, entre 6 7,76 € 5 7,71 ppm, foi atribuido a H-3’, H-5" e H-8'.

No espectro de RMN de '°C e subespectro DEPT 135 de 2b, os sinais relativos as
carbonilas dos grupos acetila sédo encontrados entre 6 170,38 e 5 164,39 ppm. Os
sinais referentes aos carbonos aromaticos desidrogenados sédo 6 154,78; 6 134,25 e
6 130,30 ppm. O carbono C-1’ € o mais desprotegido entre os aromaticos, seguido
por C-9'. Logo, 0s sinais correspondem da seguinte forma: & 154,78 ppm refere-se a
C-1’, 6 134,25 ppm a C-9' e, por exclusado, o sinal em & 130,30 ppm refere-se ao
outro carbono ipso, C-4’. Com auxilio do mapa de contornos HMQC e considerando
o efeito de desblindagem eletrénica sobre C-3’, o sinal em é 129,84 ppm foi atribuido
a esse carbono. Nao foi possivel atribuir inequivocamente os sinais referentes a C-5’
e C-8'. Considerando que o efeito de blindagem eletrénica sobre C-7’ é menor que
sobre C-6’, aquele carbono encontra-se mais desprotegido. Assim sendo, o sinal
referente a C-7’ estd em 6 126,82 ppm e o referente a C-6" esta em 5 124,89 ppm.
Pelo mapa de contornos HMQC, os sinais de C-2° e C-10’ também puderam ser
atribuidos, em 6 118,99 e & 111,63 ppm, respectivamente. O carbono anomérico
apresentou sinal em & 99,28 ppm. Os outros carbonos do carboidrato séo
encontrados na regido de & 73,03 a 6 62,17 ppm, sendo a sequéncia atribuida a
partir do mapa de contornos HMQC: C-3, C-5, C-2, C-4 e C-6. Os 4 carbonos
metilicos dos grupos acetila geram um sinal em $ 20,77 ppm.

5.2.1.3 Sintese de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-glicopiranosideo de 4-formilfenila
(2¢)

O derivado 2c foi obtido, ap6s recristalizacdo em etanol absoluto, com rendimento
de 27%.
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No espectro no infravermelho de 2¢, as bandas principais de caracterizacdo desse
composto foram duas bandas intensas, uma em 1734 cm’, correspondente a
deformacdo axial de carbonila de éster alifatico, e a outra em 1689 cm™, referente a
deformacgéo axial de carbonila de aldeido aromético. As bandas de deformacao axial

de ligagdo C-O de carboidrato foram encontradas em 1081 e 1034 cm™.

No espectro de RMN de 'H de 2c¢, o sinal referente ao hidrogénio do grupo aldeido
foi identificado em & 9,90 ppm. Os sinais encontrados na regido de hidrogénios
aromaticos apresentaram caracteristica tipica de um sistema para-dissubstituido,
constituindo-se de dois dupletos com integrais de 2 hidrogénios cada. O dupleto em
o 7,83 ppm refere-se aos hidrogénios meta-posicionados H-3’ e H-5" e o dupleto em
8 7,08 ppm corresponde aos hidrogénios orto-posicionados H-2’ e H-6’, os quais séo
mais protegidos. O multipleto encontrado entre 6 5,36 € 5 5,11 ppm, com integral de
4 hidrogénio, foi atribuido a H-1, H-2, H-3 e H-4. Os hidrogénios H-6a e H-6b
apresentaram-se na forma de 2 dupletos duplos, com valores de J de 12,2 Hz e de
J° de 5,4 Hz para H-6a e de 2,2 Hz para H-6b. O multipleto encontrado entre & 3,97
e ¢ 3,88 ppm foi atribuido ao H-5 e os 3 simpletos entre & 2,04 e & 2,02 foram
identificados como sendo referentes aos hidrogénios metilicos dos grupos acetila.

No espectro de RMN de '®C, foram identificados o sinal referente ao carbono de
aldeido em 6 190,83 ppm e os sinais de carbonos carbonilicos dos grupos acetila
entre 6 170,60 e & 169,36 ppm. Na regido dos carbonos aromaticos, o carbono ipso
foi identificado com deslocamento quimico de & 161,36 ppm. O sinal em & 131,95
ppm foi atribuido aos carbonos C-3’, C-4’ e C-5’ enquanto o sinal em 6 116,90 ppm
foi associado a C-2" e C-6'. Os carbonos referentes ao carboidrato estao localizados
entre 6 98,14 e 6 62,00 ppm. Em 6 20,71 ppm, pode ser observado o sinal referente

aos 4 carbonos metilicos dos grupos acetila.
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5.2.1.4 Sintese de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-glicopiranosideo de 4-formil-2-

metoxifenila (2d)

| =

O derivado 2d foi obtido, apds recristalizacdo em etanol absoluto, com rendimento
de 48%.

No espectro no infravermelho de 2d, as bandas principais para caracterizagdo foram
observadas em 1753, 1737 e 1694 cm™, sendo as duas primeiras correspondentes a
deformacgéo axial de carbonila de éster alifatico e a ultima referente a deformacao
axial de carbonila de aldeido aromatico. As bandas de deformacao axial de C-O de

carboidrato foram observadas em 1082, 1057 e 1028 cm™.

O sinal encontrado em & 9,87 ppm no espectro de RMN de 'H de 2d foi atribuido ao
hidrogénio do grupo aldeido. Considerando o efeito indutivo doador de elétrons por
ressonancia dos grupos substituintes do anel aromatico, a sequéncia estabelecida
de deslocamento quimico para os hidrogénios aroméaticos foi: H-3’, em 6 7,42 ppm;
H-5’, em 6 7,40 ppm; e H-6’, em & 7,20 ppm. Para identificacdo desse padrao de
deslocamento também foi levado em conta as constantes de acoplamento possiveis
entre eles. Os sinais de H-1, H-2, H-3 e H-4 foram identificados como sendo
constituintes do multipleto entre 6 5,32 e & 5,08 ppm, o0 qual apresentou integral de 4
hidrogénios. Os hidrogénios H-6a e H-6b apresentaram-se na forma de 2 duplos
dupletos, com valores de J de 12,4 Hz e de J° de 5,0 Hz para H-6a e de 2,6 Hz para
H-6b. O multipleto encontrado entre 6 3,92 e & 3,80 ppm foi atribuido ao H-5. O
simpleto referente aos 3 hidrogénios do grupo metoxila apresentou deslocamento
quimico de 6 3,85 ppm, enquanto os hidrogénios metilicos dos grupos acetila foram

associados aos 2 simpletos em 3 2,06 e 6 2,03 ppm.
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No espectro de RMN de '®C, foram identificados o sinal referente ao carbono de
aldeido em 6 191,06 ppm e os sinais atribuidos as carbonilas dos grupos acetila
entre 3 170,66 e & 169,40 ppm. O efeito indutivo doador de elétrons exercido pelos
grupos substituintes do anel aromatico leva a desblindagem dos carbonos ligados a
eles e blindagem dos carbonos orto e para-posicionados. Assim, C-1" e C-2’ estédo
mais desprotegidos em relacdo aos outros carbonos aromaticos, apresentando
deslocamentos quimicos de & 151,26 e 6 151,14 ppm. O efeito do grupo aldeido na
desblindagem eletrénica de C-4’ € menos eficiente que o observado para C-1’ e C-
2’, sendo seu sinal observado em 6 132,98 ppm. Os sinais em 6 125,49; 6 118,33 e
5 110,96 ppm foram atribuidos aos carbonos C-5’, C-6’ e C-3’, respectivamente. Os
carbonos referentes ao carboidrato estdo localizados entre 6 99,87 e 6 62,03 ppm.
Em 6 20,75 ppm, pode ser observado o sinal referente aos 4 carbonos metilicos dos

grupos acetila.

5.2.1.5 Sintese de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-glicopiranosideo de 4-metoxifenila
(2e)

|=—

2e

O rendimento obtido na reacéo de sintese de 2e foi de 29%, apds recristalizacdo em

etanol absoluto.

No espectro no infravermelho de 2e, as bandas importantes para caracterizagdo do
composto foram observadas em 1741 cm™ (banda intensa, referente & deformagao
axial de carbonila de éster alifatico), 1257 cm™” (banda de deformagdo axial
assimétrica de ligacdo C-O de éter aromatico), 1058 e 1030 cm™ (banda de
deformagéao axial de ligagdo C-O de carboidratos).



150

No espectro de RMN de 'H, observaram-se dois dupletos em & 6,95 e & 6,81 ppm,
com constantes de acoplamento iguais, 0s quais caracterizam o sistema para-
substituido de 2e. O multipleto entre 6 5,33 e & 5,11 ppm corresponde aos
hidrogénios H-2, H-3 e H-4. O hidrogénio anomérico apresenta sinal em & 4,95 ppm,
com constante de acoplamento J° de 7,0 Hz. O dupleto duplo observado em & 4,29
ppm corresponde a um dos hidrogénios de C-6, o qual foi denominado H-6a. O sinal
de H-6b foi identificado como um dupleto em & 4,15 ppm. O multipleto entre 5 3,83 e
d 3,77 ppm corresponde ao sinal de H-5. O hidrogénio metilicos geram sinais em
d 3,77 ppm, relativo a metoxila, e em & 2,08 e & 2,03 ppm, correspondentes aos

grupos acetila.

No espectro de RMN de '*C, os sinais entre & 170,66 e & 169,40 ppm foram
atribuidos as carbonilas dos grupos acetila. O efeito indutivo retirador de elétrons
exercido pelo grupo metoxila e pelo oxigénio anomérico leva a desblindagem dos
carbonos ligados a eles, ao passo que seu efeito mesomérico leva a blindagem dos
carbonos orto e para-posicionados. Espera-se que o efeito de ressonancia seja
exercido mais efetivamente pelo grupo metoxila, ja que o oxigénio do anel sacaridico
diminui a densidade eletrénica do carbono anomérico, o qual, por sua vez, retira
densidade eletrbnica do oxigénio ligado ao anel aromético, reduzindo a
disponibilidade do par de elétrons desse oxigénio para ressonancia. Assim, C-4’ esta
mais protegido que C-1’, observando-se para eles deslocamentos quimicos de
5 151,08 e & 155,98 ppm. Os carbonos orto-posicionados apresentaram sinal em
6 118,90 ppm, enquanto os meta-posicionados apresentaram sinal em 8 114,73. Os
carbonos referentes ao carboidrato estdo localizados entre 5 100,49 e 6 62,11 ppm.
O sinal do carbono da metoxila é encontrado em & 55,82 ppm. Em 6 20,79 ppm,

pode ser observado o sinal referente aos 4 carbonos metilicos dos grupos acetila.
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5.2.2 Sintese dos 5-aril-2-(2,3.4,6-tetra-O-acetil-g-D-glicopiranosiltio)-1,3.4-
oxadiazois (2f-2h)

H’Sﬁ/o
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KOH/Acetona
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A técnica utilizada na sintese dos glicosideos 2f, 2g e 2h foi a mesma utilizada na
sintese de 2a a 2e. Além do produto esperado, observou-se também a formacao dos
subprodutos 16a, 16b e 16¢c. Os rendimentos obtidos de cada produto sdo expostos
na Tabela 83.

Tabela 83 — Rendimentos obtidos na sintese de 2f, 2g e 2h e de seus subprodutos.

Produto Rendimento (%)
2f 49
16a 1,2
29 56
16b 2,5
2h 44
16C 5,9
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As agliconas 18a, 18b e 18c utilizadas nas reacbes foram adquiridas
comercialmente. Devido a presenca do grupo N=C-SH, esses compostos podem
exibir tautomerismo, havendo a interconversdao da forma tiol a tiona (19)
(AINSWORTH, 1956; HORNING & MUCHOWKI, 1972). Alguns trabalhos tém
mostrado que a forma tiona é mais estavel que a forma tiol, sendo o equilibrio entre
elas direcionado para aquela forma (Figura 22) (SANDSTROM & WENNERBECK,
1966; SHAWALI et al., 1983). Além disso, Shawali e colaboradores (1983)
demonstraram que, quando em solucdo basica, a forma que sofre ionizacdo é a
tiona. Em trabalho anterior, Sandstrdom & Wennerbeck (1966) ja haviam
demonstrado que o grupo a forma tiona de 19a apresentava valor de pK, igual a
4,27, confirmando o carater 4cido desse grupo. Mesmo havendo a ionizagdo no
nitrogénio do anel, é esperado que essa espécie (20; Figura 23) esteja em equilibrio
com a forma tiéxido (21; Figura 23). Devido ao maior poder nucleofilico de 21 em
relacdo a 20, o tidoxido €& capaz de deslocar o atomo de bromo de 1
preferencialmente. O consumo da espécie 21 ocorre mais rapidamente que de 20, o
que leva a um deslocamento do equilibrio em direcdo a formacao do tiéxido. Assim,
o maior poder nucleofilico de 21 explicaria a obtencdo preponderante de S-
glicosideos e o baixo rendimento para obtencédo de N-glicosideos (Tabela 83). Além
disso, em geral, tibxidos apresentam poder nucleofilico maior que fenéxidos, o que
explicaria os melhores rendimentos obtidos na sintese de S-glicosideos em relacao
aos O-glicosideos, mesmo se utilizando um equivalente molar a menos de 18

comparativamente a quantidade usada de fendis e naftois.

Figura 22 — Tautomerismo apresentado pelas agliconas 18a, 18b e 18c.
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Figura 23 — Equilibrio entre as formas ionizadas de 18 e 19

' R' @
et O e o O
N—

o;
X

N (N—N N—N

o o
19a: R' = H 20a:R'=H 21a:R'=H
19b: R' = CHs 20b: R' = CHs 21b: R' = CHjs
19¢: R' = Cl 20c: R' = Cl 21c:R' =Cl

As principais bandas observadas nos espectros no infravermelho de 2f, 29 e 2h
foram referentes a deformacado axial de carbonila de éster alifatico (1751 e 1725;
1742; 1744 e 1737 cm™), a deformagdo axial da ligagdo C=N do anel oxadiazélico
(ndo visivel em 2f; 1619; 1599 cm™) e a deformagdo axial de ligagdo C-O do
carboidrato e do anel oxadiazélico (1082 e 1040; 1082 e 1040; 1099 a 1035 cm™).

Em relacdo aos espectros desses produtos, os espectros de 16a, 16b e 16¢

apresentam pequenas diferencas, com destaque para a regido de 1360 a 1250 cm™,

cujas bandas foram atribuidas a deformacéo axial da ligacdo C=S.

A principal diferenga observada entre os espectros de RMN de 'H de 2f, 2qg e 2h e
de 16a, 16b e 16¢ foi quanto ao deslocamento do hidrogénio anomérico. Para os
tioglicosideos, foi observado o deslocamento quimico de H-1 na regidao de & 5,50
ppm, com um valor de J° de 9,8 Hz, compativel com valores descritos por QIU & XU
(2004). O hidrogénio anomérico dos N-glicosideos apresentou deslocamento
quimico de aproximadamente & 5,95 ppm, com constante de acoplamento J° de 9,2
Hz. E provavel que essas diferencas ocorram devido ao efeito retirador de elétrons
do anel heterociclico ser mais forte que o efeito proporcionado pelo tioéter.

Os espectros de RMN de '*C foram também importantes na distingdo dos
glicosideos. Os carbonos C-2° e C-5 apresentam deslocamentos quimicos
diferentes de acordo com a forma como a aglicona se liga ao carboidrato, ou seja,
via nitrogénio ou enxofre. No caso dos tioglicosideos, seria esperado que C-2’ e C-
5’, que se apresentam como R-C(-O)=N, apresentassem deslocamentos quimicos
proximos, havendo pequenas diferencas devido a variagdo do efeito indutivo

proporcionada pelos substituintes em cada posicdo. JaA em relacdo aos N-
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glicosideos, percebemos que C-2’ passa a se comportar como um carbono de
tioamida, na forma S=C(-O)-N. Assim, era esperado uma diferenca significativa entre
os deslocamentos quimicos de C-2’ e C-5’. Conforme especulado, os espectros de
RMN de '3C de 2f, 2q e 2h apresentaram dois sinais em aproximadamente & 165 e
d 160 ppm, os quais foram atribuidos a C-2° e C-5’, respectivamente. Ja nos
espectros de RMN de C de 16a, 16b e 16c foi observado um sinal em
aproximadamente & 160 ppm, como também observado nos espectros dos
tioglicosideos, atribuido a C-5'. O outro sinal referente a C-2’ foi encontrado em
3 178 ppm, observando um efeito intenso de desblindagem eletrénica associado a
ligacdo dupla com o enxofre. Essa observacdo estd de acordo com trabalho de
Savariz e colaboradores (2010). Coincidentemente, os sinais referentes aos
carbonos anoméricos tanto dos tioglicosideos como dos N-glicosideos apresentaram
deslocamentos quimicos similares de aproximadamente 3 83 ppm, sendo assim

mais protegidos que os carbonos anoméricos de O-glicosideos.

5.2.3 Sintese dos B-D-glicopiranosideos de arila (3a-3e)
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Para a desacetilagdo dos compostos 2a-2e, foi aplicado o método de
transesterificagdo por catélise basica, conforme mostrado na Figura 24. A adicao de
KOH a metanol leva a formagcdo de metdxido de potassio, o qual atua como
catalisador da reacao. O consumo do material de partida ocorre em poucos minutos
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a temperatura ambiente e, por esse procedimento, obtiveram-se rendimentos acima

de 89% para O-glicosideos sintetizados.

Figura 24 — Proposta de mecanismo de transesterificagio via catalise basica.
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Nos espectros no infravermelho de 3a-3e, observa-se uma banda larga centrada em
comprimento de onda na faixa de 3276 a 3370 cm™, correspondente a banda de
deformagcdo axial de hidroxila de alcodis. Além disso, a banda referente a
deformacéo axial de carbonila de éster alifatico esta ausente nesses espectros.
Essas duas observagbes sdo indicios de que as hidroxilas dos carboidratos se
encontram desacetiladas.

No espectro de RMN de 'H desses produtos, os sinais referentes aos hidrogénios de
grupos acetila estdo ausentes. Ainda podem ser notados sinais referentes aos
hidrogénios das hidroxilas do carboidrato na regido de & 5,50 a & 4,50 ppm dos
espectros, indicando também que as hidroxilas ndo se encontram mais na forma
acetilada. E interessante notar que os deslocamentos quimicos dos sinais dos
hidrogénios H-2’, H-3’ e H-4’ foram intensamente alterados, sendo de 3 5,50 a & 5,00
ppm para os derivados acetilados 2a-2e e de § 3,70 a & 3,20 ppm para os derivados
desacetilados 3a-3e. Isso demonstra o efeito de desblindagem eletrdnica
proporcionado pelos grupos acetila. Os espectros de RMN de '*C de 3a-3e também
auxiliaram na confirmacdo de que o material de partida foi consumido
completamente, visto que ndo s&o observados os sinais referentes aos carbonos

carbonilicos e aos carbonos metilicos dos grupos acetila.
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5.2.4 Sintese dos 5-aril-2-B-D-glicopiranosiltio-1,3,4-oxadiazois (3f-3h)

OAc OH
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Inicialmente, a mesma técnica utilizada na desacetilacdo de 2a-2e foi aplicada na
sintese de 3f, 3g e 3h. Foram utilizadas as mesmas quantidades de KOH usadas na
sintese de 3a-3e e variou-se a temperatura de reagéao em -10 °C, 0 °C e temperatura
ambiente. A temperatura ambiente, o material de partida era consumido em um
tempo médio de 5 minutos. Por CCD, eram observadas duas outras manchas além
do produto de desacetilacdo, as quais eram atribuidas a produtos de hidrélise do
tioglicosideo. A massa recuperada de produto bruto era superior ao rendimento
tedrico e, quando submetida a analises por espectrometria de RMN, foi possivel
notar uma proporcao de 1:2 dos hidrogénios aromaticos referentes a aglicona livre
em relagao aos hidrogénios aroméaticos do tioglicosideo desacetilado. Para as outras
condicdes de temperatura testadas, o tempo de reacdo aumentava para 4 horas,
porém o mesmo perfil quanto ao rendimento e espectro de RMN de 'H era mantido.
Optou-se por realizar um teste com K.CO3z; como base, a 0 °C e a temperatura
ambiente, com o0 qual se obteve resultados semelhantes aos obtidos com o0 uso de
KOH.

Como terceira opgao, foi utilizada a isopropilamina, a qual atuaria como nucleéfilo da
reacdo. O mecanismo proposto de desacetilacdo é apresentado na Figura 25. Para
teste inicial, o tioglicosideo 2g foi selecionado. A reacgéo foi realizada a 0 °C e a
temperatura ambiente. No primeiro caso, 0 consumo completo do material de partida
foi alcancado com 8 horas de reacdo, enquanto no segundo caso, reduziu-se para 4
horas de reagéo. O padrado de CCD foi mantido, porém o rendimento bruto da reacédo
variou entre 95 e 100%. No espectro de RMN de 'H, a propor¢do de hidrogénios
aromaticos derivados de impurezas observada anteriormente reduziu de 1:2 para

1:10. Diante desses resultados, tal base foi escolhida para sintese de 3f, 3q e 3h.



157

Figura 25 — Proposta de mecanismo de desacetilagéo utilizando isopropilamina.
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As reacbes de desacetilacao de 2f, 2q e 2h foram entdo efetuadas a temperatura
ambiente e, apos término de cada uma, o material bruto foi lavado com cloroférmio
para retirada de impurezas pouco polares decorrentes da hidrélise do glicosideo. Em
seguida, o material recuperado foi recristalizado em agua para retirada de impurezas
polares, como carboidrato livre e vestigios de isopropilamina. Tal processo de
purificacao foi semelhante ao utilizado por ABDEL-MEGEID e colaboradores (1977).
Mesmo tendo sido recuperado uma massa consideravel de produto bruto, apés os
procedimentos de purificacdo, os rendimentos obtidos na sintese de 3f e 3q foram
baixos — 24 e 42%, respectivamente, quando comparados aos obtidos na
desacetilagéo de 2a-2e (89 a 95% de rendimento).

Nos espectros no infravermelho de 3f e 3d, ndo foram observadas as bandas
referentes a deformagé@o axial de carbonila de éster alifatico, sendo um forte
indicativo de que houve a desacetilacdo dos materiais de partida. Além disso, foram
observadas, como esperado, bandas em 3389 e 3291 cm™, para 3f, e em 3212 cm,
para 39, referentes a deformacdo axial de hidroxilas alcoodlicas. Nos espectros de
RMN de 'H, observam-se os sinais relativos aos hidrogénios das hidroxilas do
carboidrato na regido de 4 6,00 a 6 4,50 ppm e ndo estdo presentes os sinais
referentes aos hidrogénios metilicos dos grupos acetila. Ja nos espectros de RMN
de '3C, constatou-se também a formacdo de 3f e 3q pela auséncia de sinais

referentes aos carbonos carbonilicos e metilicos dos grupos acetila.

Por esse método modificado, ndo foi possivel a obtencdo de 3h, observando-se
sempre a decomposi¢cao de tal material. Em contrapartida, foi isolada uma pequena
massa de um composto, o qual foi caracterizado por espectrometria no
infravermelho e de RMN de 'H e de '*C. Por comparagéo entre o espectro de RMN
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de '3C obtido e espectro descrito por Aranda e colaboradores (1982), sugeriu-se que
o produto isolado se tratava do composto 22. Diferentemente dos espectros no
infravermelho do tioglicosideos 3f e 3q isolados, esse composto apresentou uma
banda intensa em 1846 cm-1, que seria correspondente a carbonila formada. O
espectro de RMN de 'H de 22 era constituido apenas por 3 sinais: dois referentes
aos 4 hidrogénios aromaticos e um sinal com deslocamento quimico de & 12,66 ppm,
referente ao hidrogénio do grupo NH. Quando comparamos 0s espectros da tiona
19¢c e do composto obtido, nota-se que eles diferem quanto ao deslocamento dos
carbonos oxadiazdlicos, em especial C-2". Quando C-2’ pertence a tiona, caso da
aglicona, observa-se que esse carbono sofre um intenso efeito de desblindagem por
parte do enxofre, apresentando sinal em 6 177,51 ppm. O sinal de C-2’ no espectro
de RMN de "*C de 22 apresentou deslocamento quimico de & 154,39 ppm (Figura
26). O efeito de desprotegcdo do enxofre é superior ao efeito proporcionado pela
ligacdo ao atomo de oxigénio e, por isso, tal diferenca observada de deslocamento
quimico de C-2’ nesses compostos. Novos procedimentos para desacetilacéo de 2f,
2qg e 2h precisam ainda ser testados para se avaliar qual é o método mais aplicavel
a esses compostos.

\f/o>—< >— cl
N

N 5"

22
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Figura 26 — Comparagio entre espectros de RMN de '°C (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 19c e 22.
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5.2.5 Sintese dos 6-azido-6-desoxi-p-D-glicopiranosideos de naftila (5a-5b)
(Adaptado de HANESSIAN et al., 1978)

OH Br . N3
4
HO Q NBS/PPh, HO Q MeOH/NaNg HO 5 Q
H O DMF H 0 DMF H o,
OH Ar OH  CAr S OH! Ar
3a 4a 5a
3b 4b 5b

Para obtencdo dos derivados 6-azido inéditos 5a e 5b, foi utilizado método one-pot
descrito por Hanessian e colaboradores (1978). O procedimento adotado envolve a
halogenacdo seletiva de alcoois primarios, na presenca de N-bromosuccinimida
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(NBS) e trifenilfosfina, utilizando N,N-dimetilformamida (DMF) como solvente,
seguido do deslocamento de brometo via Sy2 por azida de sédio. A proposta de

mecanismo envolvido nessas reagdes € descrita na Figura 27.

Esse método foi adotado devido a possibilidade de se realizar duas modificagbes
(ativacao de C-6 via halogenacdo e substituicdo nucleofilica pela NaNs) no
glicosideo em uma unica etapa. Em relagdo a técnica de tosilagdo (MILUKOVIC,
2009), o método de halogenacdo de C-6 tem como vantagem o menor tempo
necessario para se obter o produto a ser submetido a substituicdo pela NaNs, além
de ter se mostrado realmente seletivo, ao contrario das experiéncias que temos com
reagdes de tosilagdo em nosso laboratério. Por fim, foi obtido a partir das reag¢des de
sintese de 5a e 5b rendimentos acima de 70%, tendo se mostrado um método

eficiente na obtencao de derivados 6-azido.

Figura 27 - Mecanismo proposto para formacéao de 5a e 5b (HANESSIAN et al., 1978).
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Nos espectros no infravermelho de 5a e 5b, observa-se uma banda intensa préxima
a 2090 cm' referente & deformagcéo axial do grupo azido. Nos espectros de RMN de
'H, ndo se observa o sinal na forma de tripleto correspondente & hidroxila de C-6 na
regiao de 6 4,50 ppm, como acontecia nos espectros dos materiais de partida 3a e
3b. J4 nos espectros de RMN de '°C e subespectro DEPT 135, nota-se a mudanca

significativa de deslocamento quimico do sinal atribuido a C-6, em relagdo ao obtido
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para os materiais de partida. Os compostos 6-hidroxilados 3a e 3b apresentaram
sinal referente a C-6 com deslocamento quimico médio de & 60,80 ppm, enquanto
para 5a e 5b, esse valor mudificou para aproximadamente 6 51 ppm. Esse valor esta
de acordo com outros glicosideos substituidos em C-6 com grupo azido descritos na
literatura (MAGALHAES, 2002).

5.2.6 Sintese dos 6-amino-6-desoxi-g-D-glicopiranosideos de naftila (6a-6b)
(MANFRINI, 2007)

Ng ) NH,
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Para reducédo dos grupos azido de 5a e 5b e obtenc&do dos derivados 6-amino
correspondentes, utilizou-se 0 método de hidrogenacéo catalitica. O catalisador
paladio/carvao tem amplo uso na redugao de diversos grupos funcionais e permite a
reducado do grupo azido a amino sob condi¢cdes suaves (CLAYDEN et al., 2001).
Além disso, por se tratar de um catalisador heterogénio, ou seja, permanece em
suspensao no solvente reacional, ao término da reacao, permite que a reagcao seja
elaborada via filtracdo, com a qual se retém o catalisador no filtro e se obtém o

produto puro a partir do filtrado.

Nos espectros no infravermelho de 6a e 6b, ndo se observa a banda referente a
deformacédo axial do grupo azido, indicando que todo o material de partida foi
consumido. Nos espectros de RMN de 'H, é possivel notar o efeito de blindagem
proporcionado pelo grupo amino sobre os hidrogénios H-6a e H-6b, para os quais se
atribuiram sinais em & 2,95 e 8 2,66 (6b) ou & 2,65 ppm (6a), respectivamente. Para
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fins de comparacao, nos espectros de RMN de 'H dos compostos 6-hidroxilados 3a
e 3b, tais hidrogénios apresentaram deslocamentos quimicos acima de 6 3,20 ppm.
Nos espectros de RMN de '3C, percebe-se que os sinais referentes a C-6 de 6a e de
6b se encontram mais protegidos que os sinais de C-6 nos espectros de 3a, 3b, 5a e
5b. Os deslocamentos quimicos de C-6 encontrados nos espectro de 6a e 6b foram
5 43,08 e 6 42,80 ppm, respectivamente.

5.2.7 Sintese dos 6-piperidino-6-desoxi-g-D-glicopiranosideos de naftila (7a-7b)
(Adaptado de HANESSIAN et al., 1978)

OH Br A
Q A Q
HO NBS/PPhs | |\~ Q MeOH/CstioNH —
H o} DMF HO o} DMF H o,
OH Ar OH Ar s OH' “Ar
3a 4a 7a
3b 4b 7b
Ar =

a b

Para a sintese dos derivados 7a e 7b, foi utilizada a mesma técnica aplicada na
sintese de 5a e 5b, utilizando-se como nucledfilo a piperidina. A sintese desses
produtos é inédita e os rendimentos obtidos foram de 43% para 7a e 61% para 7b,

sendo estes resultados satisfatérios e passiveis de otimizagao.

Nos espectros no infravermelho de 7a e 7b, ndo foram observadas diferencas
substanciais com relacdo aos materiais de partida 3a e 3b. Nos espectros de RMN
de 'H, o sinal referente ao hidrogénio anomérico apresentou deslocamento quimico
de 6 5,24 para 7a e 6 5,27 para 7b. Por meio do mapa de contornos COSY, o sinal
de H-2 foi encontrado sobreposto a um multipleto entre & 3,49 e & 3,33 para 7a,
enquanto para 7b, tal sinal esta associado a um simpleto largo, posicionado em
0 3,45. Os sinais de H-3 e H-6a aparecem conjuntamente a H-2. O hidrogénio H-6b,
por sua vez, apresentou deslocamento quimico na forma de multipleto entre 6 3,21 e
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6 3,12, para 7a, e entre & 3,22 a 6 3,10 ppm, para 7b. Pelo mapa de contornos
COSY, foi possivel ainda associar o sinal de H-5 ao multipleto de H-6b. Nos
espectros de RMN de 'H, diferentemente dos espectros de 3a e 3b, foi constatada a
presenca de um sinal na forma de tripleto e integral de um hidrogénio em 6 4,05 ppm
para 7a e 6 4,19 ppm para 7b. As constantes de acoplamento encontradas foram de
9,2 Hz para 7a e 8,0 Hz para 7b, as quais sdo compativeis com valores esperados
de J° entre hidrogénios do anel sacaridico. Com auxilio dos mapas de contornos
COSY, foi possivel atribuir esse sinal a H-4, pela mancha de acoplamento com H-5.
Foi sugerido que o efeito de desprotecdo de H-4 proporcionado pelo anel
piperidinico pode estar relacionado a um efeito de compressao estérica exercido por
esse anel. Para 7a, cujos espectros de RMN foram obtidos a 400 MHz, os sinais
referentes ao anel piperidinico mostraram certo desdobramento. Os sinais de H-1"a
e H-5"a, posicionados em axial, foram associados ao mesmo multipleto de H-2, H-3
e H-6. J4 os sinais de H-1"b e H-5"b, posicionados em equatorial, formam um
simpleto largo em & 2,91. Aos dois hidrogénios ligados a C-2”, os dois ligados a C-4”
e H-3” em axial atribuiu-se sinal na forma de multipleto entre 6 1,73 e 6 1,55 e a H-3”
em equatorial atribuiu-se sinal em 6 1,30 ppm. Para 7b, cujos espectros de RMN
foram obtidos a 200 MHz, observa-se que os sinais de H-1"a e H-5"a também se
posicionaram juntamente a H-2, H-3 e H-6. Os sinais de H-1"b e H-5"b formam
multipleto com H-5 e H-6b. Os demais sinais dos hidrogénios do anel piperidinico
formam um multipleto entre 6 1,66 e 6 1,55.

Nos espectros de RMN de '*C de 7a e 7b, os sinais referentes aos carbonos C-6
modificados pelo grupo piperidino apresentaram deslocamentos quimicos de & 57,03
e & 57,31 ppm, respectivamente. Para 7a, aos carbonos C-1” e C-5” do anel
piperidinico atribuiram-se os sinais em 6 53,55 e § 52,58, enquanto para C-2” e C-4”,
os sinais atribuidos foram 6 22,53 e § 22,13. O sinal de C-3” encontra-se em § 21,00.
Para 7b, os sinais referentes aos carbonos do anel piperidinico foram encontrados
em 6 53,35 e 8 53,20 ppm (C-1” e C-5"), 6 22,50 (C-2” e C-4”) € 6 21,03 (C-37).
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5.2.8 Sintese do 6-azido-6-desoxi-0-D-glicopiranosideo de metila_ (10)
(Adaptacao de HANESSIAN et al., 1978)

OH Br N
Q 0
HO 2 PPh3/CBry HO MeOHNaN; HQO
H ——> | HO ——> H
OH DMF OH DMF OH
OCH3 OCH3 OCH3
8 L 9 _ 10

Para obtencdo de 10, o mesmo procedimento sintético utilizado para 5a e 5b foi
adotado. Porém, com o objetivo de reduzir a quantidade de impurezas decorrentes
da reacdo, como a succinimida, o agente doador de bromo nessa reacdo foi o
tetrabrometo de carbono (CBrs;). O mecanismo envolvido na formacdo de 10 é
descrito na Figura 28. Nessa reacao, os principais subprodutos da reagdo sé&o o
oxido de trifenilfosfina e bromoférmio, os quais sédo eliminados durante lavagem da
suspensao do material bruto em agua com mistura de cloroférmio/hexano. Ja os sais

sado quase completamente eliminados por precipitacdo com acetona e filtracao.

Figura 28 - Mecanismo proposto para formacédo de 10 (LINDHORST, 2007)
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Para se avaliar se houve formacao do derivado 6-azido, o produto foi caracterizado
por espectrometria no infravermelho. Foram identificadas duas bandas intensas em
2098 cm” e 2136 cm’, caracteristicas de deformagdo axial de grupo azido,
indicando a insergéo do referido grupo. As bandas caracteristicas de ligagdo C-O de

carboidrato sdo encontradas em 1045 e 1006 cm™'. A massa recuperada desse
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produto (1,40 g) foi maior que o rendimento tedrico esperado (1,12 g), sugerindo a

presenca de um conteldo de sais nao eliminado.

5.2.9 Sintese do 6-azido-6-desoxi-D-glicose (11)

Ng Na
(@)
Q HO
HO sol. aq. HCI 3M H OH
H - OH
OH

OCHj
10

11

Na etapa anterior, o glicosideo metilico foi utilizado como material de partida com o
objetivo de garantir a seletividade da substituicdo apenas em C-6, ja que o carbono
e a hidroxila anoméricos se comportam como um hemiacetal, havendo a
possibilidade de formacéo de outros subprodutos. Para se dar continuidade a rota
sintética, foi necessaria a clivagem da ligacao glicosidica. Dessa forma, para
obtencdo de 11, o método de hidrélise acida foi aplicado. Por esse método, o
glicosideo 10 foi adicionado a uma solugdo aquosa de HCI 3M e a solucéo final foi
submetida a aquecimento sob refluxo. O mecanismo envolvido nessa reacao tem
sido alvo de muitas pesquisas. Dois diferentes mecanismos de clivagem do
glicosideo foram propostos (Figura 29). Os mecanismos foram nomeados como
clivagem exociclica ou clivagem endociclica, dependendo da posi¢ao de clivagem da
ligacdo C-O que precede a formagado do intermediario oxacarbénio. Para piranoses,
acredita-se que o mecanismo predominante consista na hidrélise via clivagem
exociclica (MIKKOLA & OIVANEN, 2009).
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Figura 29 — Propostas de mecanismo de hidrolise acida de glicosideos (MIKKOLA &
OIVANEN, 2009)
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Para os mesmos volumes e mantendo a reacdo em aquecimento sob refluxo, trés

concentrag6es de solugédo aquosa de HCI foram testadas. Na concentragcédo de 2 M,
nao foi observado consumo completo do material de partida apoés 30 horas de
reacdao. Na concentracdo de 4 M, em questdao de 2 horas de reacao, observa-se o
consumo completo da reagdo, porém houve escurecimento do meio reacional,
decorrente da carbonizacao do produto, o que diminuiu drasticamente a quantidade
de material recuperado. Com a concentracdo de 3 M, foram obtidos os melhores
resultados. Com 4 horas de reag¢ado, o material de partida havia sido todo consumido
e foi notado apenas um leve escurecimento do meio reacional. Para todas as
condi¢oes, ndo foi observado consumo completo do material de partida quando a
reacao foi realizada a temperatura ambiente. O produto 11 foi obtido na forma de um

6leo (85%) e foi utilizado na etapa seguinte sem prévia purificagao.

5.2.10 Sintese de 1,2.3.4-tetra-O-acetil-6-azido-6-desoxi-D-glicopiranose (12)
(FURNISS et al., 1987)
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Por meio da reagao de acetilacdo de 11, consegue-se a protecdo das hidroxilas de
C-2 a C-5 e a ativacao da posicao 1, para posterior conversdo ao derivado bromado
13. As principais condi¢cdes de reacao de acetilacao utilizadas sao descritas na

Figura 30. A reacdo em piridina permite a obtencdo do derivado peracetilado na
propor¢cao anomérica encontrada para o carboidrato na forma livre. Quando se utiliza
ZnCl,, um acido de Lewis, como catalisador, a reagdo ocorre sob controle

termodindmico, fornecendo o andbmero mais estavel, no caso do anbmero o. Ja na

presenca de acetato de sodio, processa-se uma rapida anomerizacao do carboidrato
na sua forma livre, observando-se a acetilagdo preferencial do anémero mais
reativo, o anémero B, produto de controle cinético da reacdo (STICK & WILLIAMS,
2009).

Figura 30 - Condicdes reacionais utilizadas para obtencgéo do derivado peracetilado da
D-glicose (STICK & WILLIAMS, 2009)
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A utilizacao de acetato de s6dio em anidrido acético foi a condicao selecionada de
trabalho, visto que, o anémero B peracetilado reage rapidamente na etapa de
formagdo do brometo de glicosila. Dessa forma, quantidades usualmente utilizadas
de reagente para acetilagdo da D-glicose foram avaliadas e adaptadas a sintese
atual. O rendimento obtido foi similar ao descrito para obtengédo do pentacetato de D-
glicose (FURNISS et al., 1987).
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No espectro no infravermelho de 12, ndo se observa uma banda larga na regidao de
3300 cm™ referente & deformacéo axial de ligagdo O-H de alcoois, porém pode ser
encontrada, em 1748 cm™, uma banda intensa correspondente a deformagéo axial
de carbonila de éster alifatico. De posse dessas informagdes, é possivel concluir que
todo o material de partida foi consumido. O grupo azido foi estavel tanto as
condicdes de formacao de 11 quanto de 12, tendo em vista a manutencao da banda

intensa em 2104 cm' relativa & deformacéo axial desse grupo.

No espectro de RMN de 'H de 12, observam-se os sinais relativos aos hidrogénios
metilicos dos grupos acetila, sugerindo a ocorréncia da acetilagdo. A partir desse
espectro, também foi possivel avaliar a proporgdo anomérica obtida. Sabe-se que o
hidrogénio anomérico apresenta diferentes deslocamentos quimicos e constantes de
acoplamento, dependendo do anémero formado. Karplus (1959) propés um modelo
matematico que correlacionava a constante de acoplamento entre hidrogénios
vicinais e o angulo diedro entre os planos formados por H-C-C’ e C-C-H’, sendo de
grande aplicabilidade no estudo de carboidratos. De acordo com esse modelo, para
o anémero a, por exemplo, que apresenta H-1 em equatorial e H-2 em axial e o
angulo diedro H-1-C-1-C-2-H-2 de 602, seria esperado para H-1 um baixo valor de J°
(cerca de 1,8 Hz). Ja para o anébmero B, para o qual se observa um acoplamento
trans-diaxial entre H-1 e H-2 e angulo diedro de 180°, esperar-se-ia um alto valor de
J* (cerca de 9 Hz) (SILVERSTEIN et al., 2005). No espectro de 12, pode-se perceber
a presenca de dois sinais na forma de dupletos na regido de ¢ 5,50 a 6 6,50 ppm,
compativel com o valor encontrado para hidrogénios anoméricos de carbonos
acetilados. Um apresenta deslocamento quimico de & 6,33 ppm e constante J° de
3,6 Hz e o outro, de 5 5,71 ppm e J° de 8,0 Hz. Pela constante de acoplamento,
deduz-se que o hidrogénio mais desprotegido corresponde ao do anémero q,
enquanto o mais protegido é atribuido ao anémero B. Pelo valor das integrais de
cada um desses hidrogénios, observou-se uma relagdo de 2,6: 1 do anémero 3 para
andmero a. Mesmo selecionando uma condi¢ao reacional que permitiria a obtengéao
preferencial do anémero B, nota-se que a quantidade obtida do andémero «
correspondeu a quase 30% da massa obtida de 12, sendo uma quantidade
significativa. Isso sugere que a introducdo do grupo azido em C-6 pode afetar o

processo de anomerizacdo do carboidrato na sua forma livre e até mesmo a
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reatividade do anémero B. Os sinais de ressonancia de H-2, H-3 e H-4 de ambos os
andmeros apresentaram-se como multipleto entre 5 5,50 e 6 5,01 ppm. Da mesma
forma, os sinais de H-5 dos anémeros a e p sdo observados como multipletos, entre
04,11 e 6 4,02 ppm e entre 6 3,85 e 6 3,76 ppm, respectivamente. O multipleto entre
0 3,46 e 6 3,20 ppm foi atribuido aos hidrogénios H-6 de ambos os anémeros.

No espectro de RMN de *C, foram observados os sinais referentes as carbonilas
dos grupos acetila na regido de 8 170 a 6 169 ppm. Dois sinais foram atribuidos aos
carbonos anoméricos. O sinal em & 91,65 ppm corresponde ao C-1 do anémero p,
enquanto o sinal em & 88,99 ppm foi associado ao C-1 do anémero a. Os sinais de
C-2, C-3, C-4 e C-5 foram encontrados na regido de 6 73,94 a 5 69,11 ppm. O sinal
referente a C-6 mostrou deslocamento quimico de & 50,75 ppm. Os sinais em

6 20,83 e 6 20,71 ppm foram atribuidos aos carbonos metilicos de grupos acetila.

5.2.11 Tentativa de sintese de brometo de 2,3.4-tri-O-acetil-6-azido-6-desoxi-a-
D-glicopiranosila (13) (FURNISS et al., 1987)
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Assim como para a rota principal de sintese adotada nesse trabalho, o derivado
bromo-substituido em C-1 foi selecionado como um dos intermediarios para
obtencdo de B-glicosideos pela rota alternativa (Figura 5). Uma proposta de

mecanismo para a reac¢ao de formacao de 13 é descrita na Figura 31.
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Figura 31 — Proposta de mecanismo para reagéo de formacao de 13 (MAGALHAES, 2002)
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Considerando apenas fatores estéricos, esperar-se-ia a formagao preferencial do
andmero B do derivado 13. Porém, isso nao se observa na pratica devido a influéncia
do efeito anomérico, o qual é responsavel pela predisposicao de substituintes
eletronegativos, como o bromo, assumirem a orientagdo axial quando ligados ao
carbono C1 de um anel piranosidico, independentemente da conformacao
anomérica do material de partida. A explicacdo mais aceita para esse efeito consiste
na interacao entre o par de elétrons livre em um orbital molecular (n) do oxigénio
heterociclico e o orbital molecular antiligante (0*) da ligagdo C1-X, sendo X um
substituinte eletrofilico. Como pode ser visto na Figura 32, no anémero a, o orbital n
e X assumem um arranjo “antiperiplanar”’, o qual favorece a interagdo entre os
orbitais citados. Isso ocasiona uma leve redugéo do comprimento da ligagéo entre o
oxigénio heterociclico e C1, um leve alongamento da ligacdo C1-X e o aumento da
densidade eletrénica sobre X (STICK & WILLIAMS, 2009).

Figura 32 — Interacéo entre par de elétrons livre no orbital molecular n do oxigénio
heterociclico e o orbital antiligante de C1-X.
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Durante o acompanhamento da reacdo, observou-se, via CCD, a formacdo de
diversos produtos. Quando se procedeu com a caracterizacdo do material, por
espectrometria no infravermelho, notou-se uma reducao expressiva da intensidade
da banda de deformacéao axial do grupo azido (Figura 33). No espectro de RMN de
'H do produto bruto dessa reacdo (Figura 34), sdo observados sinais indicando a
substituicdo de um grupo acetila por um atomo de bromo em C-1. O hidrogénio
anomérico é encontrado em & 6,61 ppm e apresenta constante de acoplamento J° de
4,0 Hz, indicando a preseng¢a de um a-anémero. Como previsto, em & 4,82 ppm, o
sinal de ressonancia de H-2 desdobra-se em um dupleto duplo, considerando que
este apresenta acoplamento trans-diaxial com H-3 (/% 9,8 Hz) e acoplamento axial-
equatorial com H-1 (J° 4,0 Hz).

A andlise do espectro de RMN de ®°C e subespectro DEPT 135 do produto bruto
(Figura 35) foi de grande importancia para entender a intensa redugao observada na
banda referente ao grupo azido no espectro no infravermelho. Nao foi possivel
observar sinal de carbono metilénico em cerca de & 51 ppm, como ocorre
normalmente para o derivado 6-azido. Em contrapartida, tal sinal foi observado com
deslocamento quimico de & 30,91 ppm, compativel com derivados bromo-
substituidos. Foi proposto entdo que o produto formado preponderantemente era, na

verdade, o brometo de 2,3,4-tri- O-acetil-6-bromo-6-desoxi-a-D-glicopiranosila (23).

Br
0]

AcO
Ac

OA
Br

23
L’abbe (1969) descreve que azidas organicas sao susceptiveis a sofrerem
decomposicao catalisada por acidos. Ocorre a protonacao do nitrogénio mais interno
do grupo, com liberacdo de N, ou retengdo da unidade azido (WISS et al., 2007).
Para a formacao do produto proposto a partir das andlises espectrais, foi sugerido

que o grupo azido é protonado, considerando que a reacao é desenvolvida em meio
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acido, o que favorece o ataque nucleofilico do ion brometo ao C-6, com liberacéo de

acido hidrazoico (Figura 36).

Figura 33 - Espectro no infravermelho (cm™, v) do produto produto da sintese de 13
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Figura 35 - Espectro de RMN de 13C e DEPT 135 (50 MHz, CDCls, 3) do produto bruto da
sintese de 13.
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5.2.12 Sintese de 5-fenil-2-(2,3.4-tri-O-acetil-6-azido-6-desoxi-f-D-
dlicopiranosiltio)-1,3.4-oxadiazol (14)
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Para a sintese do derivado 14, o acido de Lewis eterato de trifluoreto de boro
(BF3.Et,0) foi selecionado como agente de glicosilacdo. Esse reagente tem sido
amplamente utilizado, tanto na sintese de O-glicosideos como na sintese de
tioglicosideos. Observam-se altos rendimentos de sintese na presenga desse
agente, tendo ainda como vantagem o ganho de uma etapa de sintese, uma vez que
o material de partida utilizado é o derivado acetilado do carboidrato, ndo havendo
necessidade de realizacao da etapa de halogenacéo para ativagao de C-1. No nosso
caso, como nao foi possivel a sintese do intermediario bromado 13, esse caminho
tornou-se uma opgéo alternativa para obtencdo do glicosideo proposto. Em
condicoes acidas, a formacdo da ligacdo 1,2-trans glicosidica é alcangcada com
participagéo auxiliar de um grupo acila do carbono vizinho (C-2). O ion oxacarbénio
inicialmente formado permanece em equilibrio com o ion aciloxénio, formado com
auxilio do grupo acila vizinho e para o qual se observa maior estabilidade e
distribuicdo de carga. Solventes de baixa polaridade, como o diclorometano,
favorecem o equilibrio em direcdo ao ion aciloxénio muito provavelmente devido a
solvatacao ineficiente do ion oxacarbénio. O ataque nucleofilico da aglicona em C-1,
seguida de abertura do anel formado pelo ion aciloxénio permite a obtencdo do
derivado 1,2-frans glicosideo (Figura 37) (ELOFSSOM, 1996).
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Figura 37 — Mecanismo proposto de glicosilacdo na presenca de BF;.Et,0.
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Nas condigdes de sintese utilizadas, ndo foram obtidos bons rendimentos e, mesmo
apos dois dias de reagao, nao houve consumo completo do material de partida. Por
CCS, foi possivel apenas a obteng¢ao do derivado 17 em sua forma pura. Tentativas
de purificacdo por meio de cromatografia preparativa em camada delgada foram

realizadas para 12 +14, porém nao se obtiveram resultados satisfatérios.

No espectro de infravermelho de 17, constata-se a manutencédo da banda referente
a deformagcéo axial do grupo azido em 2109 cm™. As principais bandas relacionadas
a aglicona sdo observadas em 1615 e 1238 cm™, atribuidas as deformagcdes axiais
de C=N do anel oxadiazdlico e de C=S, respectivamente. No espectro de RMN de
'H, foram observados os sinais referentes aos hidrogénios aromaticos em & 7,92 (H-
2’ e H-6') e 8 7,52 ppm (H-3, H-4’ € H-5’). Os sinais referentes a H-1, H-2, H-3, H-4 e

H-5 apresentaram deslocamentos quimicos similares aos apresentados por 16a, que
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difere de 17 apenas quanto a substituicao em C-6. Em comparagao ao espectro de
RMN de 'H de 16a, percebe-se o efeito de blindagem de H-6 proporcionado pelo
grupo azido em relagdo ao grupo acetila. Quanto ao espectro de RMN de *C, o
derivado 17 difere em relacdo a 16a quanto ao deslocamento quimico de C-6,
observado em & 50,67 ppm para o derivado 6-azido substituido.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, O- e S-glicosideos com atividade inibitéria potencial da AChE,
constituidos por diferentes agliconas e substituidos em C-6 pelos grupos amino e
piperidino foram planejados e sintetizados. Os compostos sintetizados foram
inicialmente selecionados a partir de um banco de dados de moléculas do
Laboratério de Quimica Farmacéutica/FAFAR-UFMG por meio de estudos de

ancoragem molecular.

Estudos preliminares de redocking e crossdocking foram realizados para avaliagao
da adequacado dos parametros de docking estabelecidos. As conformacdes de
menor energia obtidas por estes célculos apresentaram grande semelhanga com as
conformacgdes dos ligantes cristalograficos estudados, indicando que os parametros
selecionados para a realizacdo das simulagbes de docking eram adequados ao
estudo pretendido.

A partir dos resultados gerados pelas simulagées de ancoragem molecular dos
ligantes selecionados para a sintese, percebeu-se uma notavel diferenca em termos
de energia entre os S-glicosideos e os O-glicosideos, sendo aqueles os
energeticamente mais estaveis. Foi interessante notar que os S-glicosideos foram os
Unicos cujas as conformacdes de menor energia obtidas apresentaram as mesmas
regides de interacdo nas duas estruturas cristalograficas utilizadas. E provavel que a
soma de interacbes hidrofdbicas e de ligacdes de hidrogénio que ocorrem entre a
aglicona desses glicosideos e os residuos aromaticos da garganta do sitio ativo seja
a principal contribuicdo para que a conformacdo observada seja favorecida

energeticamente.

Com relagdo as modificagbes propostas em C-6, observou-se a formagdo de
complexos enzima-ligante mais estaveis quando o grupo hidroxila de 3a e 3b foi
substituido pelos grupos amino e piperidino. Para os derivados 6-amino 6a e 6b, a
principal contribuicdo energética responsavel pela redugcdo da energia livre de
interagcdo enzima-ligante ocorre por meio da interacdo eletrostatica entre o grupo

amino carregado positivamente e o residuo GLU200 (202). Ja para os derivados 6-
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piperidino substituidos 7a e 7b, essa contribuicdo acontece pela interagdo do grupo
piperidino protonado com o anel indélico de TRP84 (86) por uma interagao do tipo

cation-r.

Para desenvolvimento da parte sintética do trabalho, 12 compostos foram
selecionados a partir dos estudos de ancoragem molecular, sendo esse conjunto
constituido por 8 compostos 6-hidroxilados, 2 derivados 6-amino e 2 derivados 6-
piperidino. Os rendimentos obtidos variaram entre 24 e 95%, sendo os maiores
observados para as reagdes de desacetilacdo de O-glicosideos e de formagao de 6a
e 6b e os menores para as reacoes de desacetilacdo do tioglicosideo 2f e de
formacao de 2b. Nao foi possivel a obtengcéo do tioglicosideo desacetilado 3h e do
intermediario 13, tornando-se necessaria a otimizacdo das técnicas aplicadas em

cada caso para cada um dos produtos. Foram sintetizadas e caracterizadas, ao

No momento, as substancias sintetizadas estdo em fase de teste de avaliagdo da
atividade inibitéria da AChE. Esses testes estdo sendo realizados no Departamento
de Quimica da Faculdade de Ciéncias, Filosofia e Letras de Ribeirdo Preto — USP,
sob coordenagdo da professora Carmen Lucia Cardoso. Esses resultados
possibilitardo uma avaliacdo do modelo de planejamento utilizado, isto é, permitira
avaliar a capacidade de previsao por parte do programa AutoDock 4.0. Além disso, o
conhecimento da atividade biologica dessas substancias possibilitara também o
desenvolvimento de estudos de relacéo estrutura-atividade para que novos ligantes
sejam propostos a partir de otimizagdes daqueles ja testados.
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Figura A. 2 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 5) de 2a
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Figura A. 3 - Espectro de RMN de '°C e DEPT 135 (50 MHz, CDCls, 5) de 2a
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Figura A. 4 - Mapa de contorno COSY (200 MHz, CDCl;, 5) de 2a
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Figura A. 5 - Mapa de contorno HMQC (200 MHz, CDCls, 3) de 2a
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Figura A. 6 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 2b
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Figura A. 7 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 5) de 2b
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Figura A. 8 — Espectro de RMN de "*C e DEPT 135 (50 MHz, CDCls, 5) de 2b
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Figura A. 9 - Mapa de contorno COSY (200 MHz, CDCl;, 5) de 2b
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Figura A. 10 - Mapa de contorno HMQC (200 MHz, CDCl;, 5) de 2b
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Figura A. 11 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 2c
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Figura A. 12 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 5) de 2c
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Figura A. 13 - Espectro de RMN de "*C e DEPT 135 (50 MHz, CDCls, 5) de 2c
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Figura A. 15 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 5) de 2d
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Figura A. 16 - Espectro de RMN de "*C e DEPT 135 (50 MHz, CDCls, 5) de 2d
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Figura A. 18 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, ) de 2e
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Figura A. 19 - Espectro de RMN de *C e DEPT 135 (50 MHz, CDCls, 5) de 2e
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Figura A. 21 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, 5) de 2f
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Figura A. 22 - Espectro de RMN de "°C e DEPT 135 (50 MHz, CDCls, &) de 2f
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Figura A. 24 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 5) de 16a
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Figura A. 25 - Espectro de RMN de "*C e DEPT 135 (50 MHz, CDCls, 5) de 16a
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Figura A. 26 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 29
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Figura A. 27 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 5) de 29
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Figura A. 28 - Espectro de RMN de "*C e DEPT 135 (50 MHz, CDCls, 5) de 2g
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Figura A. 29 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 16b
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Figura A. 30 - Espectro de RMN de "H (200 MHz, CDCls, 5) de 16b
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Figura A. 31 - Espectro de RMN de *C e DEPT 135 (50 MHz, CDCl;, 5) de 16b
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Figura A. 32 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 2h
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Figura A. 33 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 5) de 2h
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Figura A. 34 — Espectro de RMN de °C e DEPT 135 (50 MHz, CDCl;, 5) de 2h
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Figura A. 35 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 16¢c
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Figura A. 36 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, &) de 16¢c
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Figura A. 37 - Espectro de RMN de *C e DEPT 135 (50 MHz, CDCls, 5) de 16¢
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Figura A. 38 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 3a
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Figura A. 39 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 3a
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Figura A. 40 — Espectro de RMN de *C e DEPT 135 (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 3a
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Figura A. 41 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 3b

1598

1510

112
1111

1250

182

1214

1068

1038]

1006

895

B13

752

837

4000,0

3600

3200

2800

2400

2000

1800
cm-1

1600

1400 1200

1000

800

650,0

234



235

Figura A. 42 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 3b
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Figura A. 43 - Espectro de RMN de *C e DEPT 135 (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 3b
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Figura A. 44 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 3¢
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Figura A. 45 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 3c
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Figura A. 46 - Espectro de RMN de °C e DEPT 135 (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 3c
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Figura A. 47 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 3d
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Figura A. 48 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 3d
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Figura A. 49 - Espectro de RMN de °C e DEPT 135 (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 3d
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Figura A. 50 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 3e
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Figura A. 51 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 3e
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Figura A. 52 - Espectro de RMN de °C (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 3e
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Figura A. 53 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 3f
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Figura A. 54 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 3f
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Figura A. 55 - Espectro de RMN de '°C e DEPT 135 (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 3f
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Figura A. 56 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 3g

1475

1182

1099

1113

—
1083

1031

820
049

h97

724

4000,0

3600

3200

2800

2400

2000

1800
cm-1

1600

1400

1200

1000 800

650,0

249



250

6, 8) de 3g
\/

_—74
737

/ o
—
s,

—5.68
5.26
5.18
5.14
5.09

—4.57

T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5

T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

(=3 o] © o] - © ! ™

o o (<] o o - (o] o

I L - O




Figura A. 58

- Espectro de RMN de *C e DEPT 135 (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 3q

o

0

251

o o o [}

© < @ wn @ e} N~ - 0 O (2] —

v = N oS © o Q ® o QW ™~ N

0 © < o N o 0 — ~ N O o —

- - - - - - ©® o N N © © N

, 6 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
HO 5 2
" 3"
HO 3 S 2_0 2
1 . "
OH T 5 Y ol
N / 3
~
N %
- o
o n n ~ o o D (2] bt
S © S ®© @ @ ™~ N
o AN 0 — I~ N O o —
2 = ® © N ~ © © Y
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 20 10 ppm



98,4 _

95 |

90 |

85 |

80 |

75 ]

%T

70 |

65 |

60 |

55

49,6 5

2919

Figura A. 59 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 5a
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Figura A. 60 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 5a
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Figura A. 61- Espectro de RMN de *C e DEPT 135 (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 5a
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Figura A. 62 - Mapa de contornos COSY (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 5a
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Figura A. 63 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 5b
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Figura A. 64 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 5b
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Figura A. 65 — Espectro de RMN de °C e DEPT 135 (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 5b
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Figura A. 66 - Mapa de contorno COSY (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 5b

TR

ol

N\R
P

11
105 100 95 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm




260

Figura A. 67 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 6a
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Figura A. 68 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 6a
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Figura A. 69 - Espectro de RMN de °C e DEPT 135 (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 6a
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Figura A. 70 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 6b

1599

442

1389
1356

1466
1509

1252
1214

4000,0

3600

3200

2800

2400

2000

1800
cm-1

1600

1400

1200

1000

800

650,0

263



264

Figura A. 71 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6, 5) de 6b
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Figura A. 72 - Espectro de RMN de °C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-d6, 5) de 6b
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Figura A. 73 - Mapa de contornos COSY (400 MHz, DMSO-d6, &) de 6b
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Figura A. 74 - Mapa de contornos HMQC (400 MHz, DMSO-d6, ) de 6b
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Figura A. 75 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 7a
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Figura A. 76 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6, 5) de 7a
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Figura A. 77 - Espectro de RMN de °C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-d6, 5) de 7a
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Figura A. 78 - Mapa de contornos COSY (400 MHz, DMSO-d6, 5) de 7a
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Figura A. 79 - Mapa de contorno HMQC (400 MHz, DMSO-d6, 5) de 7a
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Figura A. 80 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 7b
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Figura A. 81 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 7b
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Figura A. 82 - Espectro de RMN de "*C e DEPT 135 (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 7b
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Figura A. 83 - Mapa de contorno COSY (200 MHz, DMSO-d6, 5) de 7b
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Figura A. 84 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 10
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Figura A. 85 - Espectro no infravermelho (cm™, v) de 12
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Figura A. 86 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 5) de 12
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Figura A. 87 - Espectro de RMN de °C e DEPT 135 (50 MHz, DMSO-d6, 5) de 12
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Figura A. 88 - Espectro no infravermelho (cm™, 5) de 17
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Figura A. 89 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 5) de 17
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Figura A. 90
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- Espectro de RMN de *C e DEPT 135 (200 MHz, CDCls, §) de 17
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