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RESUMO

A doenca de Chagas ¢ uma infec¢do parasitaria, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi,
endémica em diversos paises da América Latina. E considerada uma doenca tropical
negligenciada pela Organizagdo Mundial da Satde e representa uma ameaga a saude de cerca
de 1 bilhdo de pessoas mundialmente. Os farmacos disponiveis atualmente para o tratamento
da doenca de Chagas apresentam severas limitacdes de eficacia e toxicidade. Diante da
necessidade de desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas, em um trabalho anterior
desenvolvido em nosso grupo de pesquisa, o composto sintético 3-(3,4-metilenodioxifenil)-5-
(4-hidroximetilfenil)isoxazol (6) foi identificado como prototipo, apresentando atividade
promissora frente as formas amastigotas de 7. cruzi (ICso: 5,26 uM). No entanto, esse composto
apresentou baixa hidrossolubilidade, o que pode levar a problemas com a realizagao de ensaios
de atividade bioldgica. Na busca por um composto com melhor perfil de hidrossolubilidade,
este trabalho teve como objetivo a sintese de derivados O-glicosilados do composto 6, contendo
as unidades monossacaridicas D-glicose e D-galactose. Os glicosideos 15 ¢ 16 foram analisados
por meio de espectroscopia de RMN e por espectrometria de massas, porém nao foram obtidos
com rendimentos satisfatorios. Os rendimentos dos glicosideos identificados serdo futuramente
otimizados, e estes compostos serdo utilizados em ensaios bioldgicos para a avaliacdo de sua
atividade tripanocida, bem como avaliacdo de suas propriedades fisico-quimicas.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, O-glicosideos, derivados isoxazoélicos, glicosilacao.



ABSTRACT

Chagas disease is a parasitic infection caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, endemic in
several Latin American countries. It is considered a neglected tropical disease by the World
Health Organization and represent a threat to the health of approximately 1 billion people
worldwide. The medicines currently available for the treatment of Chagas disease have severe
limitations in terms of efficacy and toxicity. Give the need to develop new therapeutic options,
in a previous work developed in our research group, the synthetic compound 3-(3.,4-
methylenedioxyphenyl)-5-(4-hydroxymethylphenyl)isoxazole (6) was identified as an
prototype with promising activity against amastigote forms of 7. cruzi (ICso: 5.26 uM).
However, this compound apresented low water solubility, which can lead to problems with the
performance of biological activity tests. In the search for a compound with the best water
solubility profile, this work aimed to synthesize O-glycosylated derivatives of compound 6,
containing the monosaccharide units D-glucose and D-galactose. The compounds 15 and 16
were analysed by NMR spectroscopy and by mass spectrometry, but were not obtained with
satisfactory yields. The yields of glycosides will be optimized in the future, and these
compounds will be used in biological assays to evaluate their trypanocidal activity, as well as
evaluating their physical-compound properties.

Keywords: Chagas disease, O-glycosydes, isoxazolics derivatives, glycosylation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Ciclo de vida do parasito Trypanossoma Cruzi, agente causador da doenga de

Figura 2: Estrutura quimica dos farmacos benznidazol 1 e nifurtimox 2 empregados na

quimioterapia da doenga de Chagas............cocveeiiieriienieeieeiie et 17
Figura 3: Estrutura quimica das lignanas 3 ¢ 4 ¢ violeta de genciana S..............cccceevevveennenn. 18

Figura 4: Estrutura quimica do composto 6 com atividade tripanocida (a) e representacdo da

substitui¢do bioisostérica de anéis realizada (b)........cccoeeeveeeiiiieeiiiieieeee e 19

Figura 5: Espectros de RMN do composto 6: (a) espectro de RMN 1H (CDCI3, 300 MHz),

(b) espectro de RMN 13C ((CD3)2CO), 75 MHZ).....coooviieiiiiiieiieeie et 36
Figura 6a: Espectro de RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) do composto 11............cccceevevevevennnnee. 41
Figura 6b: Espectro de RMN *C (CDCls, 75 MHz) do composto 11...........cccocovevvverrerennnnee. 42

Figura 6¢: Expansio da regido J 6,40 — 6,20 do espectro de RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) do

composto 11, evidenciando a constante de acoplamento (Ju;-2) do hidrogénio anomérico (H-

1) dO OL-@NOIMETO. ... vieeivieeeiie e et e et e e eiee e et e e ettt e e saeeeeabeeessbeeesseeessaeassseassseeesseeessseeesssesessseaanns 42
Figura 7a: Espectro de RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) do composto 12...........ccccceveveveveverennee. 43
Figura 7b: Espectro de RMN *C (CDCls, 75 MHz) do composto 12.............ccceveverrerennee. 43

Figura 7¢: Expansio da regido J 6,30 — 6,40 do espectro de RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) do
composto 12, evidenciando a constante de acoplamento (Jy;-2) do hidrogénio anomérico (H-

1) dO OL-ANOIMETO. ... vieeitiieetiee ettt e ettt e et e et eeeetteeeetbeeeabeeesabeaesseeessaeesseeassseeessseesnsseesssseensseeanns 44
Figura 8a: Espectro de RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) do composto 13...........ccccevevevevevenennne. 47

Figura 8b: Expansio da regifio 6,80 — 6,20 dos espectros de RMN 'H (CDCI3, 300 MHz)

dos compostos 11 e 13, evidenciando a constante de acoplamento (Ju;-12) do hidrogénio

anomerico (H-1) dO 0-anOmMETO...........eeeuiiiiiieeeiie ettt ebe e e e e e e 47
Figura 8c: Espectro de RMN !*C (CDCls, 75 MHz) do composto 13.............ccoeveveveveverennnne. 48
Figura 9a: Espectro de RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) do composto 20..............cc.ccceverreernennns. 51

Figura 9b: Espectro de RMN *C (CDCls, 75 MHz) do composto 20...............cccoeeueueeenennee. 52



Figura 10: Espectro de RMN 'H (CDCls, 300 MHz) do composto 21............c.ccccrueverereennnn. 53

Figura 11: Espectro de massas do composto 15..........coeviiieiiieeiiieeieeeie e e 56
Figura 12: Espectro de massas do cOmpoSto 16.........cceeeiieriiiiiieniieniieiieeieeiee et eee e 57
Figura 13: Espectro de massas do cOmpoSto 16...........cccveeeviieeiiieeiiieeiieeeiee e 58

Figura 14: Espectro de massas do composto 16...........cccoeoeriiriinirienienienieniieieeieseeie e 58



Esquema 1:

Esquema 2:

LISTA DE ESQUEMAS

Mecanismo da reagdo de glicosilagdo de Koenigs-Knofr............ccccceevveeriiennnnn. 21

Rota sintética proposta para obtencao dos derivados O-glicosilados do composto

ettt et e et e et e e te et e et e at e te e teent e st enteenee st enteenteaneenteeneenneenne 31
Esquema 3: Rota sintética de sintese do composto 6, representada em duas etapas............... 32
Esquema 4: Mecanismo de formagdo do composto 10...........cceeveeerienieiiiienieeieenie e 33
Esquema 5: Mecanismo de formagao do composto 17 .......c.ceecveeeiiiieeiieeeiieeeiieeciee e 34
Esquema 6: Mecanismo de formagao do COMPOSLO 6........cceevveeruieeiienieeiiienieeiieeeeeiee e 35
Esquema 7: Mecanismo de ciclo-adi¢ao para formacao do anel isoxazol............cccceeeeuveeneen. 37
Esquema 8: Esquema de obtengdo dos doadores glicosidicos em duas etapas........................ 38
Esquema 9: Reacao de per-O-acetilagdao de aguicares sob catalise de i0do...........cccccveeeenennee. 39
Esquema 10: Mecanismo de acetilagao catalisada por 10do..........ccceeevveeeviieeeciieeeciieeeiee e, 40
Esquema 11: Reagdo de per-O-acetilagdo de agiicares sob sonocatalise..........ccccveerveeennennnns 40
Esquema 12: Reacdo de sintese de doadores bromados 13 € 14 ...........coceeviiiniiiiienieeeeen. 45
Esquema 13: Mecanismo de formagao dos brometos de glicosila acetilados......................... 45
Esquema 14: Efeito anomérico A) alinhamento dos vetores B) interacdo entre

0] 403178 KOO O OSSP PP PP 46
Esquema 15: Sintese dos derivados O-glicosilados 15 e 16 através da reacdo de Koenigs-

| SG 1 10) s SO O PSP PP PP PP PPPPPOPPP 49
Esquema 16: Proposta de mecanismo para formagao dos compostos 20 € 21...........cccocnee. 54

Esquema 17: Sintese dos derivados O-glicosilados 15 e 16 através da reacdo de Koenigs-

Knorr envolvendo um co-promotor ACIA0.........ccvviierciieeeiie ettt 56



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Condigdes reacionais testadas nas reagdes de Koenigs-Knorr

Tabela 2: Dados obtidos in silico referentes aos parametros fisico-quimicos dos compostos

AVALLAAOS ettt e e e e aaaeaeraaaa



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Ac: Grupo acetila
CCD: Cromatografia em Camada Delgada

o0: deslocamento quimico em partes por milhdo em relacdo ao trimetilsilano (TMS = 0 ppm)

d: dupleto

dd: duplo dupleto

DABCO: 1-4-diazabiciclo[2.2.2]octano
DCM: Diclorometano

DMF: Dimetilformamida

FM: Formula Molecular

Hz: Hertz

ICs0: metade da concentracao inibitoria maxima
J: constante de acoplamento

logP: Logaritmo do coeficiente de parti¢ao
MM: Massa Molecular

m: multipleto

Na2: nitrogénio gasoso

Rf: Fator de retengao

RMN: Ressonancia Magnética Nuclear

s: simpleto

t: tripleto

TMSOTYT: Trimetilsililtrifluormetanosulfonato



SUMARIO

1 INTRODUCAQ ..ueerrerererenerenesesesesesesesesesesescsesesesesesssssssssssssesssssessssssssssssssssssssssssses 15
2 OBJETIVOS .ciiiiitinnennnecsnnssssesssnesssessssssssssssassssesssssssssssssssssassssssssssssassssasssssssaass 22
2.1 OBJETIVO GERAL: ..ottt ettt sttt e s e e s e e 22
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS: ....c.couuuriemmrrirmreiircreiseseessessseessissesssseessssesesssesssesesssesne 22

3 MATERIAIS E METODOS: 23
3T MATERIALS ..ottt st 23
3.2 METODOS ...oouivimriinieireeisesssessies sttt 24
3.2.1 Sintese do aceptor glicoSidico ..............oceeviiriiriiiiie 24
3.2.2 Sintese dos doadores de unidade monossacaridica..............ccccooervvevinnnininnenncns 25
3.2.3 Reacéo de O-glicosilagdao (SINGH; DEMCHENKO, 2019) ..c.cccociiiiineeneenieneene 28
3.2.4 Avaliacio in silico das propriedades fisico-quimicas...............cccocceeverrneeennennnne. 30

4 RESULTADOS E DISCUSSOES .....cuiuirnciuncisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 31
4.1 SINTESE DO ACEPTOR ......cooveuriimreiineeniaeneesesessesesssessssesessssssssessssessssssssesesenes 32
4.2 SINTESE DOS DOADORES GLICOSIDICOS .....coovvivirieieiisiseieieesee e, 38
4.2.1 Reacio de per-0-acetilago ............ccooceeriiiiiiiiiiiiii e 38
4.2.2 Reacio de funcionalizaco de C-1...........cooociiiiiiiiiiiiniiiii e 44

4.3 REACOES DE O-GLICOSILACAO ..ottt enes e ans 48
4.4 ALIACAO IN SILICO DAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS .......cccovevveeveennnn. 59

5 CONCLUSAQ. .o ceeeeeeeeereseesesessessensesessessssssssssasssssssessenssssssenssnsssessssssssssessesssssssensensses 61







15

1 INTRODUCAO

Sdo reconhecidas pela Organizacdo Mundial da Saide como doengas tropicais
negligenciadas, um grupo heterogéneo de 20 doengas causadas por diferentes patdgenos. Essas
doengas afetam principalmente populagdes que vivem em situagdo de pobreza e ocorrem com
maior frequéncia em regides de clima tropical e subtropical. S3o endémicas em regides da
Africa, Asia ¢ América Latina e afetam mais de um bilhdo de pessoas em todo mundo
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2021; WHO, 2021). Entre
estas, a doenca de Chagas, ou também conhecida como tripanossomiase americana, tem
representado uma importante ameaca a saide publica e ao desenvolvimento social e econdmico

destas populagdes (WHO, 2021).

Descrita pela primeira vez pelo médico brasileiro Carlos Chagas, em 1909, essa doenga
possui como agente etiologico o protozoario flagelado Trypanossoma cruzi (CHAGAS, 1909).
Segunda a Organizagdo Mundial da Satde (2021), € possivel que entre 6 e 7 milhdes de pessoas

possam estar infectadas com o parasito causador da doenga em todo mundo.

Este parasito utiliza insetos hematdfagos pertencentes a subfamilia Triatominae para
infectar seus hospedeiros vertebrados, e possui um ciclo de vida heteroxénico, apresentando-se
sob diferentes formas evolutivas no inseto vetor € no hospedeiro vertebrado (figura 1)
(CHATELAIN, 2015; COURA, 2007; STEVENS et al., 2001). Embora o mecanismo vetorial
seja a principal via de transmissdo, ela também pode ocorrer por transfusdo de sangue,
transplante de orgdos, transmissdo congénita e através da ingestdo de alimentos contaminados
com fezes de triatomineos, sendo essa uma das principais causas de surtos de doenca de Chagas

aguda no Brasil (GALVAO, 2014; MONCAYO; SILVEIRA, 2009).
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Figura 1: Ciclo de vida do parasito Trypanossoma Cruzi, agente causador da doenga de

Chagas.
Triatomine Bug Stages Human Stages
Triatomine bug takes a blood meal
(passes Melaryche pOMEsgones in feoes e Metacyclic trypomastigotes
trypamastigotes enter Bite wound o penetrate various cells at bite
mucosal membranes, such as the conjunctiva) wound site. Inside oells 1.'10)'
transform into amastigotes.

Metacyelic trypormastigates

in hindg 7

Multiply in midgut

T
ST

o Amastigotes multiply
Trypomastigotes by binary fission in cells
can infect other cells of infected tissues.

and transform into

intracellular amastigotes

in new infection sites.

Clinical manifestations can

result from this infective cyche.
Epimastigetes lrypomastigotes ingested)

. m S

’3} Intraceliular amastigotes

. o transform into trypomastigotes,
then burst out of the cell
and enter the blocdstream

Triatomine bug takes
e a blood meal

A\ = infective Stage
A\ = Diagnostic Stage

FONTE: (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2015)

Clinicamente, a doencas de Chagas pode ser dividida em trés fases distintas. Na fase
aguda, o paciente apresenta parasitemia elevada e sintomas inespecificos, como febre, mal-
estar, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia e inflamagao no local da picada (chagoma), com
duracdo de 4 a 8 semanas. As respostas imunes controlam a infec¢do e a doenga progride para
fase indeterminada. No entanto, 10 a 20 anos apos a infec¢do, 30% a 40% dos pacientes
apresentam complicagdes da fase cronica, com o comprometimento do sistema digestivo,
cardiaco ou em ambos (BESTETTI; MUCCILLO, 1997; CHATELAIN, 2015; LEON; WANG;
ENGMAN, 2003; LEPESHEVA, 2013).

Desenvolvidos hda mais de meio século, os quimioterdpicos disponiveis para o
tratamento da doenca de Chagas limitam-se aos farmacos benznidazol 1 e nifurtimox 2 (Figura
2) (BOCK; GONNERT; HABERKORN, 1969; RICHLE, 1973). Por volta da década de 80, o
nifurtimox 2 teve sua comercializagdo descontinuada no Brasil, Argentina, Chile e Uruguai
devido a severidade de seus efeitos adversos, sendo o benznidazol 1 o tnico farmaco disponivel
atualmente para o tratamento da doenca de Chagas no Brasil (RAMOS JUNIOR; SOUSA,
2018).
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Figura 2: Estrutura quimica dos farmacos benznidazol 1 e nifurtimox 2 empregados na

quimioterapia da doenga de Chagas.

NO,

Dy Ay

1 2

FONTE: Elaborado pelo autor.

Diversas limitagdes sdo atribuidas a estes farmacos, como baixa eficacia, severos efeitos
adversos e também longos periodos de administragdo (60-90 dias) comprometem muitas vezes
a adesao a estes tratamentos (LEAL et al., 2013). Entre os efeitos adversos mais frequentemente
observados estdo: dermatites alérgicas, neuropatia periférica, anorexia, vOmito, cefaleia,
depressdo do sistema nervoso central, entre outros (MAYA et al., 2007; RASSI; DE
REZENDE, 2012). Além disso, problemas como ciclo biolégico complexo do parasito e o
surgimento de cepas de 7. cruzi resistentes, tornam a situag@o ainda mais desafiadora (COURA;

DE CASTRO, 2002; LEAL et al., 2013).

A busca por novos farmacos para o tratamento da doenca de Chagas através da triagem
de produtos naturais tem se mostrado um importante suporte para a descoberta de novas opgdes
terapéuticas. Considerando que o Brasil possui a maior diversidade vegetal do mundo, os
metabolitos secundarios de plantas representam uma importante fonte destes compostos (DIAS,
1996; 1IZUMI et al., 2011; MOLONEY, 2016; SANTOS et al., 2020; TEMPONE et al., 2005).
Duas lignanas tetra-hidrofuranicas isoladas de Virola surinamensis e Piper solmsianum,
veraguensina 3 e grandisina 4 (Figura 3), foram descritas apresentando atividade tripanocida in
vitro (100% de lise parasitaria em concentracao de 5 pg/mL), sendo esta atividade 40 vezes
superior ao agente quimioprofilatico violeta de genciana 5 (100% de lise parasitaria em

concentracdo de 250 ng/mL) (LOPES et al., 1998).
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Figura 3: Estrutura quimica das lignanas 3 e 4 e violeta de genciana 5.

FONTE: Elaborado pelo autor.

Diante das limitagdes encontradas no uso de compostos obtidos de fontes naturais, como
dificuldades na obtencdo de quantidades suficientes, bem como complexidade do processo de
avaliagdo e caracterizagdo, a sintese representa uma alternativa viavel para obtengdo destes
compostos (KINGSTON, 2011; STROHL, 2000). A aplicacdo de estratégias de modificacdo e
simplificagdo molecular para obtencdo de andlogos de produtos naturais menos complexos, tem
fornecido resultados promissores na sintese e avalia¢do tripanocida in vitro de anéalogos
sintéticos das lignanas 3 e 4, com propriedades fisico-quimicas melhoradas (BERNARDES e¢
al., 2006; NIHEI; KONNO; BERNARDES, 2004; SZYCHOWSKI; TRUCHON; BENNANI,
2014).

O bioisosterismo de anéis representa uma abordagem especial para obtencdo de
compostos heterociclicos andlogos bioisostéricos de produtos naturais. O grande interesse em
compostos heterociclicos esta frequentemente relacionado com sua presenca em moléculas com
notavel atividade biologica e capacidade de fornecer propriedades farmacodinamicas e
farmacocinéticas melhoradas (BROUGHTON; WATSON, 2004; DUAI1 et al, 2011;
WELSCH; SNYDER; STOCKWELL, 2010; WU, 2012). Resultados promissores tem sido
descritos na investigacdo de compostos heterociclicos naturais, sintéticos e semissintéticos com
atividade tripanocida (DA ROSA et al., 2017; KRYSHCHYSHYN et al., 2014; PACHECO et
al., 2009; PAGLIERO et al., 2017; ZIMMERMANN et al., 2018).

Reagoes de cicloadi¢do catalisadas por cobre sdo amplamente descritas na obten¢do de

compostos heterociclicos. Comumente conhecidas como reagdes de “click”, estas abordagens
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sintéticas envolvem reagoes termodinamicamente favoraveis, com altos rendimentos e de facil
aplicagdo, além de levar a formacao de isomeros regiosseletivos, formacao de subprodutos de
facil remocgao e a utilizagdo de solventes atdxicos, contribuindo diretamente com os principios
de quimica verde (ANASTAS; EGHBALI 2010; HIMO et al., 2005; ROSTOVTSEYV et al.,
2002).

Em um trabalho desenvolvido em nosso grupo de pesquisa, ¢ descrita a sintese do
composto prototipo 3-(3,4-metilenodioxifenil)-5-(4-hidroximetilfenil )isoxazol (6) com notavel
atividade in vitro contra as formas amastigotas de 7. cruzi ICso: 5,26 uM (figura 4a). Este
composto foi obtido através da substituicao do anel tetrahidrofurano central das lignanas 3 e 4
pelo seu bioisostero isoxazol (figura 4b). Porém, apesar de sua boa atividade, esse composto
apresentou baixa solubilidade aquosa, o que dificulta a realizagdo dos ensaios de atividade

bioldgica (DA ROSA et al., 2017).

Figura 4: Estrutura quimica do composto 6 com atividade tripanocida (a) e representacdo da

substituicdo bioisostérica de anéis realizada (b).

a) b)
"f’o OH . .
0 Y Bioisosterismo
< O de anéis
(0]

=)

(ICsq: 5,26 uM)

FONTE: Elaborado pelo autor.

A identificacdo de compostos com solubilidade inadequada € um problema recorrente e
representa um importante desafio no desenvolvimento de novas moléculas, podendo levar a
obtenc¢do de dados enganosos e problemas com a realizagcdo de ensaios de atividade bioldgica,
bem como diminui¢do da atividade in vivo (DI; KERNS, 2016; SAVJANI; GAJJAR;
SAVJANI, 2012; WILLIAMS et al., 2013). Diante disso, se torna necessario otimizar os
parametros relacionados a farmacodinamica e/ou farmacocinética, como por exemplo, a

solubilidade aquosa (KERNS; DI, 2008).

Entre as diferentes estratégias empregadas na otimizagdo de propriedades fisico-

quimicas, destacam-se a adi¢ao de grupos polares, como por exemplo a introdugdo de unidades
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de agucar. Esse tipo de estratégia tem sido descrita no aumento da solubilidade de compostos,
bem como em uma melhor resposta bioldgica dos compostos otimizados (KERNS; DI, 2008;

OSBORN et al., 2004; SILVERMAN; HOLLADAY, 2015).

O envolvimento dos carboidratos em diversos processos biologicos relevantes ¢
amplamente descrito e seu potencial na medicina ja foi reconhecido através do desenvolvimento
de vacinas e tratamentos para diversas doencas, como cancer, diabetes, AIDS, influenza,
infec¢des bacterianas e artrite reumatoide (BERTOZZI; KIESSLING, 2001; OSBORN et al.,
2004; WONG, 2003).

Com relagdo as unidades monossacaridicas mais abundantes na natureza e de maior
relevancia bioldgica, destacam-se D-glicose, D-galactose e D-manose, compreendendo mais de
75% de todas as unidades monossacaridicas presentes em estruturas celulares especialmente
em mamiferos (FINCH, 1999; WERZ et al., 2007). A introdu¢do de unidades de agtcares a
moléculas aceptoras, podendo ser estas, aromaticas ou alifaticas, ocorre por meio de reacoes de
glicosilacdo. Estas reacdes envolvem o acoplamento via ligacdo O-, S-, N- ou C-glicosidica
entre um doador glicosidico e um aceptor, na presenga ou ndo de um agente promotor
(BENNETT, 2017; BRITO-ARIAS, 2007; MILJKOVIC, 2009; RANADE; DEMCHENKO,
2013).

Os doadores de unidade monossacaridica podem ser empregados diretamente na reacao
ou, entdo, podem ser submetidos as etapas de protecao e ativagdo. Do ponto de vista sintético,
uma selecdo criteriosa deve ser levada em consideragdo na escolha apropriada de grupos
protetores e grupos de saida, uma vez que estes participam ativamente na efetividade das
reacoes, além de influenciar na regio e estereosseletividade das ligagdes glicosidicas (HUNG;

ZULETA, 2016; LEVY; FUGEDI, 2006).

Diversos protocolos estdo disponiveis atualmente para a realizacdo de reagdo de
glicosilagdo, envolvendo diferentes reagentes e condigdes reacionais (DAS;
MUKHOPADHYAY, 2016). Em relagdo aos métodos mais atuais, muitos avangos foram
alcangados no desenvolvimento de processos e reagentes mais sustentaveis (FARRAN et al.,
2015; NAZOR; LIU; HUISMAN, 2021). Métodos classicos, como por exemplo a reacao de
Koenigs e Knorr ainda sdo amplamente descritos na obtengao de glicosideos. Este protocolo de
glicosilagdo envolve doadores haletos de glicosila e alcoois aromadticos ou alifaticos, na
presenca de promotores eletrofilicos de prata que auxiliam a clivagem da ligagdo carbono-

halogénio na posi¢do anomérica e ativagdo do doador (KOENIGS; KNORR, 1901).
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De modo geral, a ativacao do grupo abandonador esté frequentemente relacionado com
o inicio da reagdo (esquema 1), em que, a saida deste grupo ¢ auxiliada por um promotor (a),
levando a formagao do intermediario carbocation. O oxigénio endociclico estabiliza o
carbocation formado, por ressonancia, levando a formacao do ion oxocarbénio (b). Na presenca
de um grupo acetila em C-2, esse interage com o ion oxocarbénio levando a formacao do ion
mais estavel aciloxdnio (¢). Na sequéncia, ocorre o ataque nucleofilico do aceptor glicosidico
ao carbono anomérico (c), levando a formagdo estereosseletiva de um [B-glicosideo e/ou um
intermediario ortoéster (d) (DAS; MUKHOPADHYAY, 2016; HUNG; ZULETA, 2016;
RANADE; DEMCHENKO, 2013).

Esquema 1: Mecanismo da reagdo de glicosilagao de Koenigs-Knorr.
OAc OAc OAc
63 o 0
AcO ——> AcO \ ——> AcO R~
AcO AcO ) AcO K\. @)
Br Q5 0 " H
w \<o \YO"/
+

(€)) (b) (©)

0, +
AcO OR AcO
AcO AcO

OAc OAc
AcO (@)

O,
on
(@

FONTE: (DAS; MUKHOPADHYAY, 2016)

Diante do exposto, em continuidade ao trabalho de Da Rosa (2017), este trabalho
descreve a sintese de derivados O-glicosilados do composto 6, envolvendo um protocolo de
glicosilacdo de Koenigs-Knorr catalisado por &cido. Além disso, em fungao das dificuldades
encontradas neste periodo de pandemia, prejudicando a realizacdo de atividades em laboratorio,
neste periodo foi realizada a escrita de um artigo de revisao intitulado “Aplicacao da quimica

verde na sintese de carboidratos”.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Sintetizar e caracterizar os derivados O-glicosilados do composto 6 que apresentem

melhor perfil de hidrossolubilidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o Sintetizar o aceptor glicosidico 6;
o Sintetizar os doadores glicosidicos a partir das unidades monossacaridicas: D-glicose 7

e D-galactose 8;

o Sintetizar os derivados O-glicosilados de 6, contendo as unidades monossacaridicas 7 e
8;
o Caracterizar as estruturas dos glicosideos sintetizados utilizando técnicas de RMN de

'H e 13C e espectroscopia de massas;

. Avaliar in silico das propriedades fisico-quimicas dos compostos sintetizados.
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3 MATERIAIS E METODOS:

3.1 MATERIAIS

o Os espectros de RMN foram adquiridos em Espectrometro Bruker Fourier 300 MHz
(Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Santa Catarina);

o Os espectros de massas foram obtidos em espectrometros modelo Xevo G2-S Q-Tof
Waters operando em modo positivo/negativo em arranjo de massas de 100 a 1500 Da
(Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Santa Catarina);

o Reacdes realizadas sob irradiagdo de micro-ondas foram realizadas em um reator
Discovery - CEM Explorer com sistemas de controle de pressdo e resfriamento.;

o As andlises cromatograficas em camada delgada (CCD) foram realizadas em folhas de
silica gel G60 com suporte de aluminio SILICYCLE®, com indicador de fluorescéncia F-254
e agentes cromogénicos para detec¢do: solucdo acida de cério molibdénio (cério molibdénio
1% e acido molibidico 1,5% diluidos em acido sulfurico concentrado 10% (v/v) em dgua gsp.)
e anisaldeido sulfurico (0,5 mL de anisaldeido e SmL de 4cido sulfirico em 10mL de acido
acético glacial e 85mL de metanol).

o As purificagdes por cromatografia em coluna foram realizadas em silica gel com
tamanhos de particula 40-63 e 63-200 pm (Sigma Aldrich);

o As purificagdes por extracdo em fase solida foram realizadas em Manifold a vacuo e
cartuchos de SPE de fase reversa;

o A peneira molecular de 4A utilizada foi ativada em mufla a 400° C e os promotores
Ag>0O (PF: 280 °C) e Ag>COs3 (PF: 210° C) foram secos em estufa (~ 100° C) antes do uso;

o Solventes e reagente foram tratados e purificados quando necessario, conforme métodos

descritos na literatura (ARMAREGO; PERRIN, 1997).
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3.2 METODOS

3.2.1 Sintese do aceptor glicosidico

(E), (Z)-1,3-benzodioxol-5-aldoxima (10)

0 \N;OH
N

10

Foram adicionados em um gral piperonal 9 (0,50 g; 3,30 mmol), cloridrato de
hidroxilamina (0,23 g; 3,30 mmol) e DABCO (0,37 g; 3,30 mmol), ¢ macerados com auxilio
de um pistilo até¢ a formagdo de uma pasta branca. A verificagdo do consumo completo do
material de partida e formagao do produto desejado foi acompanhada por CCD. Ao final da
reacdo, a mistura foi diluida em diclorometano (15 mL) e extraida com solugdo saturada de
NaCl (3 x 15 mL). Ao final da extracdo, a fase organica foi seca com Na;SOj4 anidro, filtrada e
concentrada em rotaevaporador. O composto 10 foi obtido como um so6lido branco com

rendimento de 82% (0,45 g; 2,71 mmol).

F.M.: CsH7NOs; P.M.: 165,15 g mol''; Rf: 0,59 [Hex:AcOEt, 6:4 (v/v)].

3-(3,4-metilenodioxifenil)-5-(4-hidroximetilfenil)isoxazol (6)

I‘II’ OH
0 av
.
0

6

Em um tubo de micro-ondas foram adicionados o composto 10 (0,55 g; 3,31 mmol),
DMF (2 mL) e por ultimo N-clorosuccinimida (0,46 g; 3,47 mmol) foi adicionada lentamente
para evitar aquecimento. O tubo foi selado e submetido a irradiagdo de micro-ondas (30 °C,
150 W). A reagao foi acompanhada por CCD a cada 1 minuto, até a verificagdo do consumo
completo do material de partida. Na sequéncia, foram adicionados ao tubo dalcool 4-

etinilbenzilico (0,45 g; 3,47 mmol), sulfato de cobre (II) (0,01 g; 0,09 mmol/%), ascorbato de
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sodio (0,09 g; 0,50 mmol/%), dgua (2 mL) e por ultimo bicarbonato de soédio (1,20 g, 14,33
mmol). O tubo foi selado novamente e submetido a irradiacdo de micro-ondas por 10 minutos
(30 °C, 150 W). Apos verificar a formacao do produto esperado, a reagdo foi diluida com
solucao saturada de NaCl (15 mL) e extraida com AcOEt (3 x 15 mL). A fase organica foi seca
com NaxSOs anidro, filtrada e concentrada em rotaevaporador. O produto bruto obtido foi
purificado em coluna cromatografica de silica gel como fase estacionaria e hex:AcOEt (6:4)
como fase movel. O composto 6 foi obtido como um so6lido branco-amarelado com rendimento

de 29% (0,28 g; 0,98 mmol).

F.M.: Ci7H13NOs; P.M.: 295,29 g mol'!; Rf: 0,4 [Hex:AcOEt 6:4 (v/v)]; RMN 'H (300 MHz
CDCl:) 0 7,82 (2H, d, J=8,3 Hz); 7,49 (2H, d, /= 8,3 Hz); 7,38 (1H, d, /= 1,6 Hz); 7,34 (1H,
dd,J=1,6 Hz, J=8,0); 6,90 (1H, d, /= 8,0 Hz); 6,74 (1H, s, isoxazol); 6,04 (2H, s, OCH,0);
4,77 (2H, s, CH,OH). RMN BC (75 MHz (CD3)2:CO) ¢ 170,12; 162,48; 149,28; 148,40,
145,13; 127,03; 126,03; 125,47; 123,21; 121,07; 108,56; 106,46; 101,73; 97,45; 63,24.

3.2.2 Sintese dos doadores de unidade monossacaridica
1,2,3,4,6-penta-0-acetil-o-D-glicopiranose (11)

OAc

(@)
AcO
AcO
OAc 0

11

Ac

METODOLOGIA 1 (KARTHA; FIELD, 1997)

A D-glicose 7 (1,00 g; 5,55 mmol) foi suspendida em anidrido acético (5 mL) e, em
seguida, a suspensao foi tratada com iodo molecular (0,05 g; 0,47 mmol). A mistura ficou sob
agitacdo a temperatura ambiente, e & medida que a reag@o ocorria, o aglicar se solubilizava e a
solugdo adquiria coloragdo castanho escuro. A reagdo foi monitorada por CCD, e ap6s cerca de
2 horas o material de partida foi completamente consumido. A solucdo foi diluida em
diclorometano (15 mL) e tratada com solu¢do de Na2S>03 5% (3 x 15 mL). Em seguida, a fase
organica foi lavada com solu¢do saturada de Na;COs (3 x 15 mL), seca com Na>SO4 anidro,

filtrada e concentrada em rotaevaporador. A mistura bruta foi purificada por meio de
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recristalizacdo com etanol, sendo obtido o composto 11, obtido como um so6lido branco com

rendimento de 42% (0,92 g; 2,36 mmol).

METODOLOGIA 2 (DENG; GANGADHARMATH; CHANG, 2006)

A D-glicose 7 (1,00 g; 5,55 mmol) e anidrido acético (10 mL) foram adicionados em um
baldo de fundo redondo e, em banho de gelo, foi adicionado &cido sulfarico (1 mL). A mistura
foi submetida a irradiacdo de ultrassom em temperatura ambiente, sendo acompanhada por
CCD at¢ a verificagdo do consumo completo do material de partida e formacdo do produto
esperado. Apos cerca de 4 horas de reagdo, a mistura reacional foi vertida em funil e lavada
com solug¢do saturada de Na,HCOs3 (2 x 15 mL) e extraida com acetato de etila (3 x 15 mL). A
fase organica foi seca com NaxSO4 anidro, filtrada e concentrada em rotaevaporador. O material
bruto foi obtido como um produto viscoso branco, e este foi purificado por meio de
recristalizacdo com etanol, levando a obtengdo do composto 11 sob a forma de um soélido

branco, com rendimento de 57% (1,24 g; 3,19 mmol).

F.M.: C16H2011 P.M.: 390,34 g mol™! Rf: 0,72 [Hex:AcOEt 1:1 (v/v)]. RMN 'H (300 MHz,
CDCh:) 0 6,33 (1H, d, J = 3,6 Hz; H-1); 5,47 (1H, t,J = 9,9 Hz; H-3); 5,16 (1H, d, J=9,9; H-
4); 5,10 (1H, dd, J = 3,7 Hz; 10,3 Hz; H-2); 4,27 (1H, dd, J = 4,3 Hz; 12,7 Hz); 4,11 (2H, m);
2,18 — 2,02 (15H, s, CH3). RMN BC (75 MHz, CDCI3) J 170,64; 170,23; 169,66; 169,40;
168,76; 89,05; 69,81; 69,18; 67,87; 61,44; 20,87; 20,69; 20,66; 20,56; 20,44.

1,2,3,4,6-penta-0-acetil-D-galactopiranose (12)

OAc OAc

AcO
OAc 0Ac

12

O composto 12 pode ser obtido através das metodologias 1 e 2, a partir da D-galactose
8 (1,00 g; 5,55 mmol) obtida comercialmente. O composto 12 foi obtido como uma mistura de

andmeros com rendimento quantitativo.
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F.M.: Ci6H2,011 P.M.: 390,34 g mol! Rf: 0,76 [Hex:AcOEt, 1:1 (v/v)]. RMN 'H (300 MHz,
CDCh) 0 6,38 (1H, d, J= 1,5 Hz); 5,50 (1H, m); 5,34 (1H, m); 4,34 (1H, t, /= 6,8 Hz); 4,10
(2H, dd, J=2,3 Hz; 6,7 Hz); 2,16 - 2,00 (15H, s, CH3). RMN 3C (75 MHz, CDCls) J 170,38;
170,15; 169,89; 168,94; 89,71, 68,75; 67,41; 67,35; 66,43; 61,24; 20,88; 20,66; 20,64; 20,61;
20,54.

Brometo de 2,3,4,6-tetra-0O-actil-a-D-glicopiranosila (13)

OAc

AcO
AcO

Br
13

Em um baldao de fundo redondo o composto 11 (1 g; 2,56 mmol) foi dissolvido em
diclorometano (5 mL), e ap0s a dissolugdo completa, foi adicionado anidrido acético (11 mL).
A mistura foi em banho de gelo para a adi¢cdo lenta de acido bromidrico 48% (2,60 mL), e
depois deixada sob agitacdo em temperatura ambiente. A reacao foi acompanhada por CCD até
a verificagdo do consumo completo de material de partida. Apos cerca de 2 horas de reacao foi
possivel observar o consumo completo do material de partida. Ao final da reagdo, foi adicionado
ao baldo gelo picado e deixada sob agita¢do por 20 minutos. A mistura foi vertida em funil e
extraida com diclorometano (3 x 25 mL). A fase orgéanica foi tratada com solugdo de K>COs3
8% (2 x 30 mL) e dgua (2 x 30 mL). A fase organica foi seca com Na>SO4 anidro, filtrada e
concentrada em rotaevaporador. O material bruto foi obtido como um produto viscoso amarelo

claro, sendo este o composto 13, com rendimento de 86% (0,90 g; 2,20 mmol).

F.M.: C14H19BrOy P.M.: 411,20 g mol™! Rf: 0,79 [Hex:AcOEt, 7:3 (v/v)]. RMN 'H (300 MHz,
CDCh:) 0 6,61 (1H, d, J=4,0 Hz); 5,56 (1H, t, J=9,7 Hz); 5,16 (1H, t, J=9,9 Hz); 4,84 (1H,
dd, J=4,0 Hz; 9,9 Hz); 4,31 (2H, m); 4,13 (1H, m); 210 — 2,03 (12H, s, CH3). RMN 3C (75
MHz, CDCl) ¢ 170,48; 169,83; 169,77; 169,45; 86,56; 72,11; 70,56; 70,13; 67,13; 60,92;
20,63; 20,60; 20,53.
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Brometo de 2,3,4,6-tetra-0O-acetil-a-D-galactopiranosila (14)

OAcOAc
(@)
AcO O
¢ Br
14

O composto 14 foi obtido através da mesma metodologia utilizada para a obtengao do
composto 13, a partir do composto 12 (0,35 g; 0,91 mmol). O material bruto foi obtido como
um produto viscoso amarelo claro, sendo este o composto 14, com rendimento de 74,5% (0,28

g; 0,68 mmol).

F.M.: C11H;5BrO7 P.M.: 339,14 g mol™! Rf: 0,63 [Hexano:AcOEt, 7:3 (v/v)].

3.2.3 Reaciao de O-glicosilacdo (SINGH; DEMCHENKO, 2019)

6-0-[(2,3,4,6-tetra-0-acetil-p-D-glicopiranosil)-5-metilfenil|-3-(3,4-

metilenodioxifenil)isoxazol (15)

OAc o
(0]
Aco/mﬁo)
AcO O-N

AcO
15

Em um baldo de duas bocas, o doador 13 (0,06 g; 0,16 mmol) e o aceptor 6 (0,03 g; 0,13 mmol),
juntamente com a peneira molecular 4A, foram deixados sob agitacio em diclorometano (4 mL)
sob atmosfera de argdnio por 1 hora, em temperatura ambiente. Na sequéncia, promotor Ag>O
(0,01 g; 0,08 mmol) foi adicionado, e a mistura ficou sob agita¢ao por mais 5 minutos. A mistura
foi colocada em banho de gelo para a adi¢do do co-promotor TMSOTT (0,01 g; 0,05 mmol) e
agitada vigorosamente em temperatura ambiente. A reagdo foi acompanhada por CCD e apds
cerca de 20 horas, a reagdo foi finalizada com uma gota de trietilamina. A mistura foi filtrada
em celite e os solidos lavados com diclorometano. A fase orgénica coletada foi tratada com

agua (2 x 15 mL) e posteriormente seca com Na>SQOy, filtrada e concentrada em rotaevaporador.
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O material bruto foi aplicado em cromatografia de camada delgada preparativa, a fase mével

empregada foi composta por hex:AcOEt (1:1), levando a obtencdo do composto 15.

F.M.: C31H31NOy3 P.M.: 625,58 g mol! LC-MS m/z (modo negativo): Calculada para
C31H31NO13CI: 660,1484; encontrado: 660,1488 [M + CIJ.

6-0-[(2,3,4,6-tetra-0-acetil-p-D-galactopiranosil)-5-metilfenil]-3-(3.,4-

metilenodioxifenil)isoxazol (16)

O
OAc
it o
\w wo>
O_
AcO OAc

16

Z

Em um baldo de duas bocas, o doador 14 (0,09 g; 0,22 mmol) e o aceptor 6 (0,02 g; 0,09
mmol), juntamente com peneira molecular 4A, foram deixados sob agitagdo em diclorometano
(4 mL) sob atmosfera de argonio por 1 hora, em temperatura ambiente. Na sequéncia, promotor
Ag>0 (0,01g; 0,06 mmol) foi adicionado, e a mistura ficou sob agitacdo por mais 5 minutos. A
mistura foi colocada em banho de gelo para a adi¢cao do co-promotor TMSOTT (0,01 g; 0,04
mmol) e deixada sob agitacdo vigorosa a temperatura ambiente. A reacdo foi acompanhada por
CCD e apos cerca de 40 horas a reagao foi finalizada com uma gota de trietilamina. A mistura
foi filtrada em celite e os solidos lavados com diclorometano. A fase organica coletada foi
tratada com agua (2 x 15 mL) e posteriormente seca com Na>SOs, filtrada e concentrada em
rotaecvaporador. O material bruto foi submetido a extragdo em fase solida em cartuchos de SPE
C-18 e MeOH:H>0 como fase mdvel nas seguintes propor¢des: 5 mL (H20); 5 mL (5% MeOH);
5mL (10% MeOH); 5 mL (20% MeOH); 5 mL (30% MeOH); 5 mL (40% MeOH); 5 mL (50%
MeOH); 5 mL (60% MeOH); 5 mL (70% MeOH); 5 mL (80% MeOH); 5 mL (90% MeOH); 5
mL (100% MeOH). O produto 16 foi identificado nas fracdes eluidas com 80% de metanol

aquoso.

F.M.: C3;H3NO;3 P.M.: 625,58 g mol!' LC-MS m/z (modo positivo): Calculada para
C31H:NOi3™: 626,1868; encontrado: 626,1876 [M + H]". Calculada para C3H3NO3Na':
648,1688; encontrado: 648,1667 [M + Na]". (modo negativo): Calculada para C33H34NOis™:
684,1934; encontrado: 684,1913 [M + AcO].
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3.2.4 Avaliacao in silico das propriedades fisico-quimicas

A estruturas quimicas das moléculas avaliadas foram criadas no programa ChemDraw®
e os calculos das propriedades fisico-quimicas dos analogos glicosilados 15 ¢ 16 foram
realizados utilizando o software de acesso livre “Osiris DataWarrior” (SANDER et al., 2015).
Os parametros avaliados foram: peso molecular (PM), logP, nimero de doadores de ligagao de
hidrogénio (nDLH), nimero de aceptores de ligagao de hidrogénio (nALH), area de superficie
polar (ASP) e nimero de ligagdes rotacionaveis (nLR) (LIPINSKI et al., 1997; VEBER et al.,
2002).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A sintese dos analogos glicosilados do composto 6 com melhor perfil de solubilidade
envolveu a introdu¢do das unidades monossacaridicas D-glicose 7 e D-galactose 8 via ligagao
O-glicosidica. A rota sintética proposta, apresentada no esquema 2, envolveu a obten¢do do
aceptor 6 a partir da reacdo de cicloadi¢ao 1,3-dipolar catalisada por cobre, entre um alcino e
oxido de nitrila. Na sequéncia, procedeu-se com o preparo dos doadores de unidade
monossacaridica, com prote¢do dos grupos funcionais, e, posteriormente, a funcionaliza¢do do
C-1, com a introdu¢ao de um grupo de saida na posi¢cao anomérica. Finalmente, a conexao entre
0 aclcar e o aceptor 6 ¢ realizada via ligagdo O-glicosidica na presenga de promotores

apropriados.

Esquema 2: Rota sintética proposta para obten¢ao de derivados O-glicosilados do composto

6.
S o i °
0 . I
oy o IO e
0 i i { O b1 o
o) Br
10 6 13e 14

O
Acom%
D
O-glicosideos

i) NCS, DMF, MW (30 °C, 150 W), 1 min;
ii) NaHCO;, C¢H,NaOg, CuCO,, H,0, MW (30 °C, 150 W) 10 min;
iii) Promotor, solvente, peneira molecular 4A, N,.

FONTE: Elaborado pelo autor.
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4.1 SINTESE DO ACEPTOR

O composto 6 foi obtido por meio da classica reacdo de cicloadicao 1,3-dipolar
catalisada por Cu(l), sendo esta, amplamente conhecida como uma rea¢do de “click”.
Abordagens sintéticas envolvendo “quimica de click” sdo caracterizadas pela conexao
relativamente simples entre duas moléculas através de uma reacdo termodinamicamente
favoravel, e estdo frequentemente relacionadas com processos e condi¢des simples, envolvendo
reacdes estereoespecificas, altos rendimentos e geracdo apenas subprodutos inofensivos e de

facil remog¢do (KOLB; FINN; SHARPLESS, 2001).

A proposta sintética para sintese do aceptor glicosidico 6 envolve duas etapas (esquema
3): sintese de cloreto de imidoila (a) e cicloadi¢ao (b) (HIMO et al., 2005), e foi realizada sob
aquecimento ndo convencional em reator micro-ondas, de acordo com protocolo padronizado

em nosso grupo de pesquisa (DA ROSA et al., 2017).

Esquema 3: Rota sintética para a sintese do composto 6, representada em duas etapas.

O Cl
I ~ ;OH
_NHOH-HCT S\ ~OH NCS_ 0 N’ Base
(a) Macera(;ao < <O MW >
9 17
©
o HO
N®
I]l
N-0O
Cu(l /
(b) . Cu® ~
° I
0o
19 18 6

Fonte: (HIMO et al., 2005)
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Na primeira etapa, obteve-se inicialmente o composto 10 através da reacdo entre o
aldeido aromatico 9 adquirido comercialmente, cloridrato de hidroxilamina e DABCO, de
acordo com metodologia convencional ja descrita na literatura (HAJIPOUR; RAFIEE;
RUOHO, 2010). A reagdo foi monitorada por CCD, em que foi possivel observar a formagao
de um produto com carater mais polar em relagdo ao material de partida, sendo este o composto
10 obtido com rendimento de 82%. A confirmagdo do mesmo se deu através de comparagao do

valor de Rf= 0,75, com ja descrito na literatura (ZIMMERMANN, 2014).

O mecanismo reacional proposto para obtenc¢ao de 10 envolve o ataque nucleofilico da
hidroxilamina ao grupo carbonila do aldeido de partida 9, levando a obten¢do do composto 10
(esquema 4) (HAJIPOUR; RAFIEE; RUOHO, 2010). A literatura descreve a formagdo de uma
mistura de isomeros (E) e (Z), sendo o primeiro formado em maior propor¢ao, devido a sua

maior estabilidade termodinamica (CAREY; SUNDBERG, 2007).

Esquema 4: Mecanismo de formacdo do composto 10.

< o \v :OH
| . %
K' NH,OH LBCO> ITIHZ —_— ITIH —_—
) 2 Maceragdo OH OH
9
X. .OH
N = N
+ OH
(E) (2

10

FONTE: (HAJIPOUR; RAFIEE; RUOHO, 2010).

Na sequéncia, a reacdo entre o composto 10 e o agente oxidante N-clorosuccinimida em
DMF sob irradiagdo de micro-ondas, levou a formag¢do do intermediario 17 através da
substitui¢do do a&tomo de hidrogénio pelo atomo de cloro (esquema 5). A reacao foi monitorada
por CCD, até a verificagdo do consumo completo do material de partida e a formagao de um
produto com carater menos polar, sendo este o composto clorado 17. A confirmag¢do do mesmo
se deu através de comparacao do valor de Rf= 0,83 obtido com resultados ja descrito na

literatura (ZIMMERMANN, 2014) e também através da observagcdo da mudanca de cor de
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incolor para marrom-claro da mancha correspondente a 17 apos revelagdo da placa de CCD

com solugao de anisaldeido.

Esquema 5: Mecanismo de formagao do composto 17.

N
((31
Cl H Cl
) ~
—_—
OH W o
17

FONTE: (HIMO et al., 2005).

Na segunda etapa, a mistura reacional contendo 17 foi empregada diretamente na reagao
de cicloadigdo catalisada por cobre (I) para a formagdo do anel isoxazol (esquema 6). Ao
recipiente contendo 17, foram adicionados o alcino alcool 4-etinilbenzilico 18, a base
bicarbonato de sodio, sulfato de cobre (II), ascorbato de sodio e dgua, e esta mistura foi
submetida a irradiacao por micro-ondas em recipiente fechado. Nesta etapa, composto 17 reage
com a base levando a formacgao in situ do 6xido de nitrila 19, e este reage com o alcino 18 sob
a catalise de cobre (I), levando a formag¢do do composto 6. O catalisador cobre (I) ¢ obtido in
situ através da reducdo de cobre (II) por um agente redutor, sendo este catalisador responsavel
pela formacdo regiosseletiva do anel isoxazol 3,5-dissubstituido (HIMO et al, 2005;
ROSTOVTSEV et al., 2002).
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Esquema 6: Mecanismo de formacdo do composto 6.

0 0"
- N+ I
o o I
Cl Cl
) (’ - Cu(D)
0 X, (OH 0O \NJO N Lol
< N e (, E— 18] MW
o MW o) MW \—O on
17 — 19 — 18
N-O
|
0 s
.9 on
(6]
6

FONTE: (HIMO et al., 2005).

Por meio de analise de CCD foi possivel observar que o composto 6 apresentou
caracteristica mais polar em relagdo aos materiais de partida, ¢ foi obtido com rendimento de
29%. A mistura reacional foi purificada por cromatografia em coluna de silica gel e o composto
3-(3.,4-metilenodioxifenil)-5-(4-hidroximetilfenil)isoxazol (6) foi caracterizado por meio de
analise dos espectros de RMN de 'H e '*C obtidos, sendo estes dados comparados com

resultados descritos na literatura (DA ROSA et al., 2017).

No espectro de RMN 'H (figura 5a) é possivel observar sinais caracteristicos como um
simpleto em ¢ 6,74, integrando para 1 hidrogénio, correspondendo ao hidrogénio do anel
isoxazol, um simpleto em ¢ 6,04, integrando para 2 hidrogénios, referentes ao -CHz- do grupo
metilenodioxi (-OCH20-), e um simpleto em ¢ 4,77, integrando para 2 hidrogénios referentes
ao -CH» benzilico. Além de sinais na regido de o 6,0 - 8,5, caracteristicos de hidrogénios
aromaticos, referentes aos 7 hidrogénios dos dois anéis aromaticos presentes na molécula, bem

como sinais presentes no espectro de RMN 3C (figura 5b).
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Figura 5: Espectros de RMN do composto 6: (a) espectro de RMN 'H (CDCls, 300 MHz), (b)
espectro de RMN *C ((CD3),CO), 75 MHz).
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Em 2005, Himo e colaboradores comprovaram que o mesmo tipo de catélise, bem como,
a mesma proposta mecanistica envolvida na reagdo de cicloadi¢do entre alcinos e azidas 1,4-
dissubstituidos, proposta inicialmente por Rostovtsev e Sharpless (2002), também poderiam ser
aplicadas na sintese de isoxazdis 3,5-dissubstituidos. O mecanismo simplificado proposto para
estas reacdes inicia com a substitui¢do do hidrogénio terminal do alcino por um ligante de Cu(I)
e a formagdo de um intermedidrio acetileto de Cu(l) reativo (a). Na sequéncia, o acetileto de
metal se complexa ao carbono ligado ao nitrogénio do dipolo (b), favorecendo o ataque seletivo
do oxigénio ao C-2 do acetileno (¢), levando a formagao de um intermediario instavel de seis
membros (d). Finalmente, a contragcdo do anel (e) e protondlise da ligagdo com cobre leva a
formagao do isoxazol 3,5-dissubstituido (f) (esquema 7) (HIMO et al., 2005; ROSTOVTSEV
et al.,2002).

Esquema 7: Mecanismo de ciclo-adi¢ao para formagao do anel isoxazol.

[LnCul+ (jfn-l B * B-H
R H

N — s

(@)

R:H\*

R R R N N
O_N_j > O=N - O—N:< . O—N:& . 07\ R+ 07\ R
// = \
R—cCu| R==—Cu] RA—_(CM RAZ_(Cul R)\Igil R/‘\£7
u
(b) O] ()] (e) ®

FONTE: (HIMO et al., 2005).

Com excecao da reacdao de sintese do composto de partida 9, todas as demais etapas
foram realizadas em reator de micro-ondas, através de adaptacdes ao convencional método de
Himo (DA ROSA et al., 2017; HIMO et al., 2005). O uso de aquecimento ndo convencional
por micro-ondas ¢ amplamente descrito em procedimentos de sintese organica com redugdes
consideraveis no tempo reacional, altos rendimentos e reacdes relativamente limpas. Essas
reacgoes frequentemente apresentam um melhor controle estereoquimico e podem ser realizadas
em quantidades minimas de solvente, ou até mesmo livre de solvente, contribuindo diretamente

com os principios da quimica verde (BANIK; BANIK, 2012).
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4.2 SINTESE DOS DOADORES GLICOSIDICOS

Diversos autores descrevem o uso de agucares desprotegidos direto na reagdao, sem o
envolvimento de qualquer etapa de protecdo e desprotecdo ou mesmo de ativagdo. Isso se
mostra vantajoso, dentro do contexto de processos mais sustentaveis, porém, para estes
processos, muitas vezes sao relatados problemas com regio e estereoquimica, o que muitas
vezes interfere dramaticamente na efetividade da reagdo. Dessa maneira, optamos pelo uso de
doadores protegidos e ativados, que podem ser obtidos em duas etapas reacionais relativamente

simples, envolvendo procedimentos classicos e de facil manuseio (esquema 8).

Esquema 8: Esquema de obten¢do dos doadores em duas etapas.

AC,0
HO 0 ﬂ» ACO%OLL ﬂ» ACO%O‘
oH Lk onc b
7¢8 11 ¢ 12 13c¢ 14

FONTE: Elaborado pelo autor.

4.2.1 Reacdo de per-O-acetilacao

A protegdo dos grupos funcionais dos agucares D-glicose 7 e D-galactose 8, adquiridos
comercialmente, foi realizada inicialmente por meio de reagdes de peracetilagdo em anidrido
acético sob a catalise de iodo molecular. Esta abordagem, proposta por Kartha e Field (1997),
emprega reagentes baratos e de facil manuseio, como alternativa aos métodos classicos que
envolvem reagentes toxicos e condigdes perigosas (KARTHA; FIELD, 1997; WOLFROM,;
THOMPSON, 1963). A utilizagao de diferentes unidades monossacaridicas visa avaliar a

influéncia destas sobre a atividade bioldgica e propriedades fisico-quimica do aceptor 6.

Os acetatos e benzoatos estao entre os grupos de prote¢do mais empregados na quimica
de carboidratos (COLLINS; FERRIER, 1995). A prevaléncia de acetatos como grupos

protetores se deve a sua facilidade de introducdo e remocao, além de serem obtidos em altos
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rendimentos e em reagdes realizadas em temperatura ambiente (HUNG; ZULETA, 2016;

LEVY; FUGEDI, 2005).

A reagdo de protegao dos grupos funcionais do agucar ¢ realizada em uma tnica etapa
(esquema 9), em que a solubilizagdo completa do material de partida apds tratamento com
anidrido acético e iodo molecular em temperatura ambiente, sugere a formagdo do produto de
interesse. As reagdes foram monitoradas por CCD, até a verificacao da formacao de um produto
com carater menos polar em relacdo ao material de partida, indicando a formagao dos
compostos peracetilados 11 e 12. Tais condi¢des reacionais conduzem a obtengdo do a-anomero
com rendimentos de 42% e 10%, respectivamente, sendo que pequenas quantidades de -

andmero formada sdo removidas apds recristalizacdo com etanol (OSBORN, 2003).

Esquema 9: Reacao de per-O-acetilagao de agucares 7 ¢ 8 sob catalise de iodo.

Ac,O
OH L OAc

7e8 11 e 12

FONTE: Elaborado pelo autor.

Uma variedade de protocolos e reagentes sdo descritos para o preparo de doadores
monossacaridicos, no entanto, o uso de iodo molecular como catalisador tem representado uma
alternativa bastante versatil na quimica de carboidratos. Por apresentar caracteristicas de acidas
de Lewis, o iodo apresenta orbitais 6* livres, capazes de interagir com elétrons do solvente
promovendo a ativag¢do da carbonila do anidrido acético. Essa interacdo leva ao aumento do
carater eletrofilico da carbonila do anidrido, potencializando desta maneira o ataque

nucleofilico das hidroxilas do agucar promovendo desta maneira reacdes de acilagdo (esquema

10) (KARTHA; FIELD, 1997; OSBORN, 2003).
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Esquema 10: Mecanismo de acetilag@o catalisada por iodo.

(SN A 0

o (0
BPQ oy
—~—->0 . (Hy—~———0 } 0O . )(J)\
HON ~Q & =\ T 0N~ OH

FONTE: (KARTHA; FIELD, 1997)

Posteriormente, frente a uma perspectiva mais sustentavel, optamos por realizar as
reacdes de protegdo empregando uma metodologia sob irradiagdo ultrassonica. Essa abordagem
¢ descrita na obtenc¢ao de doadores peracetilados com excelentes resultados, além de promover
reacdes de protecao, desprotecao e migragdo reagioespecifica de grupos acila em apenas alguns

minutos (DENG; GANGADHARMATH; CHANG, 2006).

Este método simples também ¢ realizado em uma tUnica etapa, em que uma mistura
contendo o agucar desprotegido e acido sulfurico em anidrido acético, é submetida a irradiagao
de ultrassom em temperatura ambiente (esquema 11). As reacdes foram monitoradas por CCD
até a verificacdo da formacdo dos produtos peracetilados 11 e 12. O composto 11 foi obtido
com rendimento de 57% do a-andmero apds recristalizagdo com metanol, porém, nao foi
possivel realizar recristalizagdo do composto 12, sendo este obtido como uma mistura de
anomeros. Embora a metodologia utilizada descreva a obteng¢ao dos doadores peracetilados em
apenas 10 minutos, o mesmo nao foi observado, e os compostos 11 e 12 foram obtidos apos

cerca de 4 horas de reacgao.

Esquema 11: Reacdo de per-O-acetilagdo de agucares sob sonocatalise.

®) Ac,O 9]
HO > AcO
%—LOH Ultrassom %—LOAC
H,S0,

Te8 11 e12

FONTE: Elaborado pelo autor.
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Embora o procedimento envolvendo sonocatilise ndo tenha ocorrido no tempo
esperado, o que favoreceria um menor consumo de energia, esta abordagem ainda oferece
vantagens em relacdo ao método de Kartha e Field, como o uso de reagentes de baixo custo e

menos danosos ao meio ambiente.

Os intermediarios peracetilados 11 e 12 obtidos foram caracterizados através da analise
dos espectros de RMN de 'H e C em comparagio com dados descritos na literatura
(MOROTTI, 2014; VIEIRA, 2020). Para ambos os produtos peracetilados 11 e 12, foi possivel
observar nos espectros de RMN 'H (figuras 6a e 7a) sinais caracteristicos como 5 simpletos na
regido de 0 2,0, integrando para 15 hidrogénios, sendo estes sinais caracteristicos de hidrogénios
metilicos dos grupos acetila, além dos sinais referentes aos 7 hidrogénios do esqueleto do
acgucar. Ja nos espectros de '*C (figuras 6b e 7b), a presenca de 5 sinais em & 170, bem como 5
sinais em o0 20, sendo estes representados pelos carbonos das carbonilas e metilas dos grupos
acetila, respectivamente, confirmam a obten¢do dos agucares peracetilados. Ainda, é possivel
comprovar a obtengdo exclusiva do anomero a, apds recristalizagao do composto 11, através da
medida de constante de acoplamento entre o H-1 ¢ H-2, do dupleto em ¢ 6,33 (J;->= 3,6 Hz),

indicando orientagdo axial-equatorial para o hidrogénio da posi¢ao anomérica (figuras 6¢ e7c¢).

Figura 6a: Espectro de RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) do composto 11.
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Figura 6b: Espectro de RMN *C (CDCls, 75 MHz) do composto 11.
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Figura 6¢: Expansio da regido J 6,40 — 6,20 do espectro de RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) do
composto 11, evidenciando a constante de acoplamento (J) do hidrogénio anomérico (H-1) do

o-andmero.
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Figura 7a: Espectro de RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) do composto 12.
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Figura 7¢: Expansio da regido § 6,30 — 6,40 do espectro de RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) do
composto 12, evidenciando a constante de acoplamento (J) do hidrogénio anomérico (H-1) do

o-andmero.
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4.2.2 Reacgao de funcionalizacio de C-1

A segunda etapa de funcionalizagdo dos intermediarios peracetilados 11 e 12 envolve a
substitui¢do do grupo acetila da posicdo anomérica pelo halogénio bromo, exercendo este, a
fun¢do de grupo de saida (PIGMAN, 1972). Estes doadores possuem notavel importincia na
quimica de carboidratos devido sua facil obtencdo e por possuir reatividade relativamente alta
em comparagdo com outros halogénios, como por exemplo, o cloro e o fluor (COLLINS;
FERRIER, 1995). No entanto, a combinacao de alta reatividade com estabilidade razoavel, leva
anecessidade de utiliza¢do logo apds o seu preparo (DAS; MUKHOPADHYAY, 2016; YANG;
ZHANG; YU, 2015).

Os intermediarios peracetilados 11 e 12, dissolvidos em diclorometano, foram tratados
com acido bromidrico 48%, e apos cerca de 4 horas sob agitacdo em temperatura ambiente, foi
possivel observar, por meio de analise de CCD, a formagdo dos produtos esperados 13 e 14
com carater menos polar em relagdo ao material de partida, bem como a formagao de
subprodutos mais polares (esquema 12). Estes subprodutos podem ser resultado da degradacao
do material de partida causada pelo calor gerado durante a rea¢do, bem como a presenca de

agua residual no meio reacional. Os doadores bromados 13 e 14 foram obtidos na forma de um



45

produto viscoso incolor, com rendimento de 75% e 86%, respectivamente, e foram utilizados

diretamente na proxima etapa sem purificagdo adicional (HAYNES; NEWTH, 1955).

Esquema 12: Sintese de doadores bromados 13 e 14.

0 (0]
HBr 48%

OAc Br

11e12 13c¢ 14

FONTE: Elaborado pelo autor.

A introdu¢do de halogénios na posi¢ao anomérica de carboidratos ocorre pela simples
troca do acetato anomérico pelo halogénio mais reativo (DAVIS; FAIRBANKS, 2002;
PIGMAN, 1972). A protonacdo do grupo acetato em condi¢do 4cida (a), leva a partida deste
grupamento da posi¢do anomérica (b) e formacao de acido acético, e posteriormente o ataque
do bromo ao ion oxocarbénio formado (c), leva a formagao do doador brometo de glicosila (d)

(esquema 13) (COLLINS; FERRIER, 1995).

Esquema 13: Mecanismo de formagao de brometo de glicosila acetilado.

0 0
oy - g “oiog
o) )J\OH - :<)
0 OYO Br
(©) ()

FONTE: (COLLINS; FERRIER, 1995)
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E descrita uma maior tendéncia na formacio de haletos com orientagio axial, em relacdo
a orientacdo equatorial, devido a uma maior estabilidade termodindmica descrita para o
andémero o. Este fenomeno ¢ descrito como efeito anomérico, ¢ diversos fatores podem estar
envolvidos na sua ocorréncia, no entanto, as interpretagdes mais aceitas sao o alinhamento dos
vetores e interacdo entre orbitais (esquema 14) (DAVIS; FAIRBANKS, 2002; HUNG;
ZULETA, 2016).

Esquema 14: Efeito anomérico A) alinhamento dos vetores B) interacdo entre orbitais.
0./ 0,/
Q 0O

A) Hov%l HOXT—\"Br,

Br

00) %0 3(
B) HOAB&F HO Br
Br

FONTE: (DAVIS; FAIRBANKS, 2002; HUNG; ZULETA, 2016).

A caracterizagdo do doador acetobromoglicosila 13 foi realizada através de analise do
espectro de RMN 'H e !3C (figura 8a e 8c) em comparagiio com dados descritos na literatura
(VIEIRA, 2020). Através do espectro de RMN 'H ¢é possivel observar um maior deslocamento
do sinal referente ao hidrogénio H-1 0 6,60, em comparagdo com o intermedidrio acetilado
(figura 8b), indicando a presenga de um atomo mais eletronegativo na posi¢cao anomérica. Além
disso, a formacao do a-andmero foi confirmada através da constante de acoplamento Jy.;;1-2 =
4,00 Hz. Também pode ser observado a presenca de 4 simpletos na regiao de ¢ 2,0, integrando
para um total de 12 hidrogénios, sendo estes sinais caracteristicos de grupos acetila, bem como

os sinais caracteristicos no espectro de RMN !°C.



Figura 8a

: Espectro de RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) do composto 13.
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Figura 8b: Expansio da regido J 6,80 — 6,20 dos espectros de RMN 'H (CDCI3, 300 MHz)
dos compostos 11 e 13, evidenciando a constante de acoplamento (J) do hidrogénio

anomeérico (H-1) do a-andmero.
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Figura 8c: Espectro de RMN '*C (CDCls, 75 MHz) do composto 13.
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4.3 REACOES DE O-GLICOSILACAO

As tentativas iniciais de glicosilagdo do aceptor glicosidico 6 envolveram a cléssica
reacdo de Koenigs-Knorr, amplamente descrito na literatura na obtengdo de arila e alquila
glicosideos. Este protocolo emprega doadores haletos de glicosila acetilados e promotores
eletrofilicos de prata Ag.O e AgoCO3 que auxiliam a partida do grupo de saida da posigao
anomérica por meio de complexagdo (KOENIGS; KNORR, 1901).

Ap0s a obtengdo de 6 e dos respectivos doadores haletos de glicosila peracetilados 13 e
14, estes foram submetidos a reacdo de glicosilacdo (esquema 15), em que os promotores Ag>0,
Ag>CO; e AgTOf foram testados, bem como diferentes propor¢des dos reagentes em diferentes

tempos reacionais (tabela 1).



Esquema 15: Sintese dos derivados O-glicosilados 15 e 16 através da reacao de Koenigs-

0
Aco% + <O
Br 0

13e¢14

Tabela 1: Reagentes e condi¢des reacionais aplicados nas reagdes de Koenigs-Knorr.

Entrada

1

2

10

11

(0]

Knorr.

Agy)0;

N~ Ag,CO3;
| Y O OH AgOTf 0
O e
AcO
6

FONTE: Elaborado pelo autor.

Doador / eq.
14/1

14/1
14/1
14/2
14/2
14/2
14/3
13/3
13/1
13/3

13/3

Aceptor / eq.
6/1,72

6/2
6/1
6/1
6/1
6/1
6/1
6/1
6/0,7
6/1

6/1

15¢16

Promotor / eq.

Ag0/1
AgCOs3/ 1
AgCO3 /2
AgxCO3/3
Ag,0 /2
Ag 0O/ 1
Ag 0O/ 1
AgOTf/ 1
AgCOs/ 1
AgrCOs/2

Ag0/3

FONTE: Elaborada pelo autor.

ooo>

Tempo
42 h

48 h
48 h
70 h
42 h
20 h
26 h
24 h
17h
41 h

26 h
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Notas: Todas as reagdes foram realizadas em diclorometano como solvente, temperatura ambiente, ao abrigo de

luz, sob atmosfera de argdnio na presenca de peneiras moleculares 4A.

As reacdes envolvendo os promotores Ag>O e AgoCOs proporcionaram um perfil mais

limpo em CCD, em que, em grande parte das reacdes somente os materiais de partida eram

observados, mesmo apods longos periodos reacionais. Em alguns casos, um produto levemente

menos polar que 6 foi observado. Este produto foi de dificil separacdo através de coluna

cromatogréfica de fase normal. E possivel sugerir que este produto seja o ortoéster amplamente
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observado em reagdes do tipo Koenigs-Knorr (IGARASHI, 1977), e também pelo fato de este
produto ndo ter sido observado em condi¢des reacionais acidas, como por exemplo, na presenga
do promotor AgOTT. Por outro lado, o emprego deste promotor mais acido levou a obtencgao de
uma mistura reacional mais complexa, com a presenca de diferentes produtos de dificil

separagao.

Devido a ineficicia de purificagdo de produtos com polaridade muito proximas aos
subprodutos dos agucares em coluna cromatografica de fase normal, optamos por otimizar a
separac¢do dos constituintes das misturas complexas combinando diferentes técnicas de extragao
e purificagdo, com o objetivo de identificar, mesmo em pequenas quantidades, o produto
glicosilado de interesse. A técnica de extracdo em fase solida em silica de fase reversa foi

empregada em uma etapa de pré-tratamento, através de um manifold a vécuo.

O material bruto dissolvido foi carregado diretamente no cartucho pré-condicionado.
Este cartucho foi lavado com fase movel, composta por propor¢des crescentes de metanol em
agua, até que 100% de metanol fosse alcancado. As lavagens iniciais, contendo maiores
proporg¢des de dgua, permitiram a remog¢ao de subprodutos altamente polares, como produtos
de degradacao do doador, sugerindo uma separagdo em fase reversa convencional, restando
apenas produtos de menor polaridade nas fragdes finais. As fracdes de interesse foram reunidas
e submetidas a uma segunda etapa de purificacdo por meio de cromatografia em coluna de silica

gel.

Extracdo em fase solida ¢ uma abordagem amplamente descrita na simplificacdo de
misturas complexas, e apresenta vantagens como curto tempo de processamento, podendo ser
realizada em nao mais que 30 minutos, substitui¢do de solventes organicos por quantidades
minimas de solventes verdes e redu¢do consideravel de materiais de sor¢ao, podendo estes, em
alguns casos, serem reutilizados. Os solventes frequentemente aplicados nesta técnica sdo agua,
metanol, acetonitrila, entre outros, sendo estes, portanto, de baixo custo e menos toxicos

(PLOTKA-WASYLKA et al., 2016; SANTRA et al., 2017; TAIWO et al., 2021).

Esta otimizacao no processo de purificacdo proporcionou o isolamento de dois produtos,
além dos materiais de partida. Estes produtos foram caracterizados por meio de anélise dos
espectros de RMN de 'H e '*C. Um destes produtos apresentou caracteristica menos polar (Rf:
0,80) em relagdo ao composto 6 (Rf: 0,72) e sinais, em ambos espectros de RMN 'H e 13C,
caracteristicos do doador e do aceptor (figura 9a e 9b). Dessa maneira, foi possivel isolar e

caracterizar o ortoéster 20, comparando dados obtidos nos espectros de RMN com ja descritos
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na literatura (LEGENTIL et al., 2017; MACHADO, 2011). A presenca de um dupleto em ¢
5,71 (Ju-1; m2= 5,3 Hz) caracteristico de hidrogénio anomérico de ortoéster, associado a um
carbono em ¢ 97,5, bem como 3 simpletos na regido de ¢ 2,0, integrando para um total de 9
hidrogénios e também outro simpleto integrando para 3 hidrogénios em ¢ 1,81, representando
a metila da posicdo 8 do ortoéster. A medida da constante de acoplamento Ju.;; 2= 5,3 Hz
indica configuragdo 1,2-cis. Além disso, o espectro de RMN 3C mostrou um carbono em ¢
121,5 atribuido a um carbono quaternario que nao estava presente nos espectros do doador e do
aceptor. Devido a baixa quantidade de amostra obtida nao foi possivel obter os espectros de

RMN bidimensionais para confirmar correlagdes entre hidrogénios e carbonos.

Figura 9a: Espectro de RMN 'H (CDCls, 300 MHz) do composto 20.
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Figura 9b: Espectro de RMN *C (CDCls, 75 MHz) do composto 20.
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O outro produto de baixa polaridade (Rf: 0,82) isolado, apresentou sinais no espectro de
RMN 'H caracteristicos do composto 6, no entanto, o simpleto referente ao CH» benzilico
apresentou um maior deslocamento quimico em o 5,15, em comparagdo com o composto 6 (0
4,77), e a presenga de um simpleto na regido de 0 2,00, integrando para trés hidrogénios, sendo
este sinal caracteristico de grupo acetila, sugere a formagao de um intermediario acetilado 21
do composto 6 (figura 10) (ROSA, 2016). Devido a pequena quantidade obtida deste produto,

ndo foi possivel obter os espectros de RMN '*C e bidimencionais.
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Figura 10: Espectro de RMN 'H (CDCls, 300 MHz) do composto 21.
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Diversas vias de reagdo sdo descritas para formagdo de glicosideos e/ou produtos
intermediarios a partir da reagdo de Koenigs-Knorr. A obtenc¢ao do intermediario 21 pode estar
associada a migragdo de grupos acetila do doador para a molécula aceptora, sendo que isto ja
foi observada anteriormente em reagdes de glicosilagdo, ocorrendo a formagdo de um
intermediario acetilado, em que, em alguns casos, este ¢ obtido como unico produto ao final da
reagdo e consequentemente levando a falha completa da reacio (MURAKAMI et al., 2007,
SAMPEI; ARAI; ISHIBASHI, 2018).

Resumidamente, as vias envolvidas na obtengdo de ambos intermediarios 20 e 21 sdo
descritas no esquema 16. Inicialmente, a estabilizacdo do ion oxocarbénio, formado logo apos
a partida do grupo de saida em C-1 (a), promovida pelo grupo acetila em C-2, leva a formagao
do ion mais estavel dioxolénio (b). O ataque nucleofilico do aceptor ao centro anomérico levaria
a formacao do 1,2-transglicosideo 22 (¢), porém, o ataque nucleofilico ao ion dioxolénio levaria

a formagdo do ortoéster 20 (d). E descrito, portanto, uma forte tendéncia na formagio do
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composto 20 na auséncia de condi¢des acidas. Sob condi¢des acidas, a partir do composto 20,
um rearranjo levaria a formagao de uma mistura de anoméros (e). Ainda sob condigdes acidas,
a clivagem da ligagao C-1 — O-1 do ortoéster 20 e o posterior ataque nucleofilico do aceptor ao
C-1, levaria a formagao de 21 e um glicosideo desprotegido em C-2 de configuragao anomérica
mista (f) (CMOCH et al., 2014; KONG, 2007; KUCZYNSKA; PAKULSKI, 2015;
MURAKAMI et al., 2007).

Esquema 16: Proposta de mecanismo para formag¢ao dos compostos 20 e 21.
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FONTE: Elaborado pelo autor.

A utilizacdo de acidos de Lewis auxilia na diminuicdo destas reacdes colaterais e
formagdo de produtos indesejado. Entretanto, alguns autores promovem a substituicdo dos
grupos dos protecdo acetila e também a substituigdo do solvente para resolu¢do destes

problemas (CMOCH et al., 2014; KONG, 2007; KUCZYNSKA; PAKULSKI, 2015).

Dada a facilidade de obtengdo e o baixo custo dos doadores peracetilados, e também
controle estereoquimico da reacdo de glicosilagdo, estes permanecem vantajosos em relagao as
demais estratégias de protecdo de aglcares. Dessa maneira, optou-se pela utilizagcdo de
abordagens sintéticas envolvendo pequenas quantidades de 4cido, com o objetivo de minimizar

a formacao de produtos indesejados.
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Singh e Demchenko (2019) demonstraram recentemente excelentes resultados em
reacdes de glicosilagdo envolvendo condigdes reacionais de Koenigs-Knorr, sob a catalise de
Ag>0 e co-promotor TMSOTT. Estas reagdes foram significativamente aceleradas na presenca
de varios acidos de Lewis/Bronsted. Diante disto, as tentativas de glicosilagao do composto 6
foram direcionadas para o emprego deste protocolo envolvendo dois promotores e
diclorometano como solvente. Esta reducdo consideravel no tempo reacional ¢ justificada pela
disponibilidade de um aditivo catalitico, neste caso TMSOTT, capaz de auxiliar na dissociagao
do complexo AgBr, o que levaria mais tempo somente na presenga de Ag>O menos reativo

(esquema 17) (SINGH; DEMCHENKO, 2019).

Esquema 17: Sintese dos derivados O-glicosilados 15 e 16 através da reacdo de Koenigs-

Knorr envolvendo um co-promotor acido.
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FONTE: Elaborado pelo autor.

Na primeira tentativa, a reagdo apresentou um perfil cromatografia em CCD muito
semelhante as reacdes sem a presenga do co-promotor. Curiosamente, mesmo apos 20 horas
sob agitacdo vigorosa, a reacdo foi finalizada com a presenca de pequenas quantidades de
material de partida. Embora os autores descrevam a realizagao destas reacdes em apenas alguns
minutos, 0 mesmo nao foi observado. Também foi possivel observar uma mudanga gradual na
cor da mistura reacional, de cinza escuro para cinza mais claro, o que indicaria a conversao de

Ag>0, e consequentemente do doador bromado, em AgBr.
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Devido a pequena quantidade de material bruto obtido ao final da reacdo, realizou-se
separagdo dos compostos através de CCD preparativa, em que foi possivel obter trés bandas
destintas, sendo estas F1, F2 e F3. As trés bandas apresentaram revelagdo com UV, porém

somente as fragdes F1 e F2 apresentaram revelagdao em solugao acida.

Cada fragdo foi caracterizada através de analise dos espectros de RMN de 'H e 13C. A
fracdo menos polar (F1) isolada apresentou sinais nos espectros de RMN caracteristicos do
ortoéster 22 descrito anteriormente. A fragao mais polar (F3) isolada, apresentou apenas sinais
caracteristicos ao aceptor 6. A fracdo de polaridade intermediaria (F2), apresentou sinais de
ambos, doador e aceptor, e um sinal caracteristico de ligacao glicosidica, sendo este um dupleto
em 0 4,60, integrando para 1 hidrogénio, correlacionado com o carbono ¢ 99,7. Ainda, a medida
da constante de acoplamento deste dupleto (Ju.sn2> = 7,80) indica um glicosideo de

configuragdo 1,2-trans.

A F2, no entanto, apresentou um excesso de aceptor (doador 1:4 aceptor), e devido a
pequena quantidade de produto obtido, uma purificagdo adicional deste nao seria possivel. A
confirmagdo da presenca do produto glicosilado em nesta fragdo se deu através de
espectrometria de massa, em que foi identificado no espectro de ions negativos um pico em m/z

660,1488 ([M + CI] calculado para a formula molecular C3:H31NO13CI") (figura 11).

Figura 11: Espectro de massas do composto 15.
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Motivados por estes resultados, outra tentativa foi realizada, empregando as mesmas

condigdes e reagentes descritos anteriormente. A reagao foi deixada sob agitagcdo por cerca de
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40 horas, e a mistura bruta obtida no final da reagdo foi purificada por meio da técnica de SPE
em fase reversa. O perfil cromatografico em CCD das duas reagdes foram semelhantes, no
entanto, a purificagdo em SPE, quando comparada com as reagdes sem a presenca de um co-
promotor, mostrou a formacao de novos produtos. Entre estes, trés produtos com polaridade
muito proximas ao composto 6 puderam ser observados, além de um com caracteristica menos
polar. Devido a dificuldade de separacao destes compostos, apenas duas fragdes aparentemente
puras foram obtidas e caracterizadas. Estas trés fracdes foram analisadas separadamente e foi
possivel observar que conforme a concentragao de metanol na fase movel foi aumentando, a
proporc¢ao de agucar nas fragdes foram diminuindo, sendo que na tltima, somente sinais do

aceptor foram identificados.

Na fracdo em que foram observados sinais caracteristicos do doador e do aceptor,
também foi identificado um sinal caracteristico de ligacdo glicosidica em ¢ 4,40, sendo este um
dupleto com constante de acoplamento de Jx.;;n.2= 7,0, integrando para 1 hidrogénio. Através
da anélise do espectro de massa de ions positivos e negativos foi possivel observar picos de
baixa intensidade em m/z 626,1868 ([M + H]" calculado para C31H3NOi3") (figura 12); m/z
648,1667 ([M + Na]" calculado para C3;H31NO;3Na") (figura 13) e m/z 684,1913 ([M + AcO]
calculado para C33H3aNOi5") (figura 14).

Figura 12: Espectro de massas do composto 16.
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Figura 13: Espectro de massas do composto 16.
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Figura 14: Espectro de massas do composto 16.
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Mesmo que as reagdes nao tenham sido realizadas no tempo descrito pelos autores, esta

nova abordagem possibilitou a identificagdo dos produtos glicosilados 15 e 16 de interesse.
Além disso, o intermedidrio acetilado 21 ndo foi identificado nas reagdes empregando co-
promotor TMSOTT, sugerindo uma reducdo na formagdo de produtos indesejados sob

condig¢des reacionais acidas.
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A otimizacdo das técnicas de purificagdo das misturas também favoreceu a identificacio
dos produtos glicosilados, bem como dos intermediarios 20 e 21, proporcionando uma melhor
resolucdo e compreensdao dos produtos obtidos ao final das reagdes, além de contribuir

grandemente com o envolvimento de processos mais sustentaveis.

E possivel atribuir a baixa eficicia na obtengdo dos derivados glicosilados de 6 a
diversos fatores. Além da interferéncia dos produtos indesejados descrito nas tentativas
envolvendo somente promotores de prata, a baixa solubilidade do aceptor 6 no solvente
diclorometano pode ser outro fator a ser considerado. O uso de solventes polares facilitaria a
solubilizagdo do aceptor 6 ¢ também dos promotores de prata. Por outro lado, a solvatagdo dos
cations de prata representaria uma desvantagem na interagdo do promotor com o halogénio
anomérico, dificultando a ativagdo dos brometos de glicosila e consequentemente na

efetividade da reacao (SINGH; DEMCHENKO, 2019).

4.4 ALIACAO IN SILICO DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

Dada a importancia no desenvolvimento de novos farmacos com solubilidade e
biodisponibilidade oral adequada, torna-se cada vez mais necessaria a compreensdo suficiente
de propriedades moleculares que possam vir a limitar tais propriedades. Diante disso, uma
avaliagdo prévia do composto 6, dos derivados O-glicosilados protegidos 15 e 16, e também
dos derivados O-glicosilados desprotegidos 22 e 23 foi realizada, utilizando o software de
acesso livre “Osiris DataWarrior”. Este software fornece informagdes relacionadas a
propriedades como solubilidade e predi¢ao de biodisponibilidade oral, por meio resultados

obtidos in silico, com base em calculos teoricos (SANDER et al., 2015).

Sete descritores foram avaliados, sendo estes: peso molecular (MM); clogP; nimero de
doadores de ligacdes de hidrogénio: soma de O-H e N-H (nDLH); niumero de aceptores de
ligagdes de hidrogénio: soma de N e O (nALH), ligacdes rotacionaveis (nLR), area de superficie

polar (ASP) e logS (LIPINSKI et al., 1997; VEBER et al., 2002).
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Tabela 2: Resultado dos céculos da propriedades fisico-quimicas dos compostos 6, 15, 16, 22

Composto

15
16
22

23

e 23, obtidos no software Osiris DataWarrior.

MM
(<500)

295.29
625.58
625.58
457.43

457.43

log P
(=5)

3.08
3.18
3.18
1.24

1.24

log S
(>-4)

-4.86
-6.20
-6.20
-4.56

-4.56

nDLH
(=9

1
0
0
4

4

nALH ASP
(£10) (<140 A?)
5 64.72

14 168.15

14 168.15

10 143.87

10 143.87

FONTE: Elaborado pelo autor.

nLR
(=10)

3
14

14

Com base nos dados obtidos in silico, apresentados na tabela 2, é possivel observar que

os glicosideos protegidos 15 e 16, contendo grupos de protecdo acetila nas hidroxilas dos

agucares, violam cindo dos sete parametros avaliados, porém, os dados obtidos in silico nao

desqualificam estes compostos para a realizagdo de testes experimentais. Os glicosideos

desprotegidos 22 e 23, nao violam nenhum dos sete parametros avaliados, e também ¢ possivel

observar um aumento no valor de logS em relagdo ao valor encontrado para o aceptor 6, sendo

este um indicativo de um melhor perfil de solubilidade aquosa dos derivados glicosilados, bem

como, ¢ possivel sugerir um bom perfil de solubilidade e biodisponibilidade oral in silico para

estes compostos.
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5 CONCLUSAO

O composto 6, identificado como prototipo em um trabalho realizado em nosso grupo
de pesquisa, foi sintetizado por meio de reacdo de cicloadicdo catalisada por cobre, realizada
em reator de micro-ondas, sendo obtido com rendimentos moderados 20-29%. Embora este
tenha apresentado atividade promissora contra as formas amastigotas de 7. cruzi (ICso: 5,26

uM), o mesmo apresentou baixa solubilidade aquosa.

Diante disso, o composto 6 foi submetido a reagdes de O-glicosilagdo com o objetivo
de otimizar suas propriedades de hidrossolubilidade. A introdugdo de unidades de agucares a
moléculas complexas ¢ amplamente descrita na obten¢do de compostos com propriedades
fisico-quimicas e atividade bioldgica melhoradas. Os protocolos reacionais empregados na
obtencdo de doadores glicosidicos e reagdes de glicosilagdo envolveram procedimentos
relativamente simples, e as tentativas de acoplamento entre as unidades de acticar D-glicose e

D-galactose e o aceptor 6 possibilitaram a identificacdo dos derivados O-glicosideos 15 e 16.

Diferentes estratégias de purificacio das misturas complexas obtidas ao final das
reacdes de glicosilagdao foram testadas, devido a dificil separagdo dos constituintes da mistura.
Foram aplicadas técnicas de CCD preparativa para o isolamento de compostos com Rf muito
proximos, bem como extracdo em fase sélida em cartucho SPE C-18 para remog¢do de
subprodutos altamente polares, porém as fracdes de interesse caracterizadas apresentavam

sinais dos glicosideos de interesse, € também um excesso do aceptor 6.

Devido a pequena quantidade de amostra obtida dos compostos glicosilados 15 ¢ 16,
sua caracterizagdo por espectroscopia de RMN e espectrometria de massas nao foi conclusiva,
porém, sinais caracteristicos aos compostos 15 e 16 foram identificados. E possivel que os
subprodutos identificados possam interferido na obtencdo de melhores rendimentos dos

glicosideos de interesse.

Para resolugdo destes problemas, sugere-se o emprego de doadores mais estaveis e/ou
promotores mais reativos para a obtengao de melhores rendimentos e também para uma melhor
compreensdo dos produtos formados. Também ¢ possivel que o emprego de diferentes
solventes, ou at¢é mesmo o emprego de sistemas de co-solventes promovam uma melhor

solubilizacao dos constituintes da reagao.
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Diante disto, este trabalho tem como perspectiva uma investigagdo mais aprofundada
de diferentes protocolos de glicosilagdo que possibilitem a obtengdo dos derivados glicosilados
do composto 6 com melhores rendimentos, para assim, proceder com sua caracterizagao
completa e também avaliacdo de sua poténcia tripanocida, bem como avaliacdo de suas

propriedades fisico-quimicas.
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