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RESUMO

Atualmente a doenca de Alzheimer (DA) permanece sem cura, do mesmo modo a
causa da patologia segue desconhecida. Os principais sintomas da doenca estéo atrelados
aos déficits na transmissao colinérgica, sendo assim, uma das estratégias para o tratamento
paliativo da doenca consiste na restauracao dos niveis do neurotransmissor acetilcolina no
sistema nervoso central, através de farmacos que atuam como inibidores reversiveis de
enzimas colinesterases (ChEl). A tacrina foi o primeiro farmaco aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento sintomatico da DA. Nesse contexto, os analogos
diméricos da tacrina apresentaram capacidade inibitéria de enzimas colinesterases
satisfatoriamente maior do que a tacrina. Moléculas do tipo bis-tacrina demonstram interacéo
simultdnea nos dois sitios das enzimas, tanto o catalitico (CAS), como o periférico (PAS).
Seguindo essa logica de design, novas moléculas ChEI hibridas que possuam dois nudcleos
diferentes, os quais tenham a capacidade de interacdo com ambos sitios da enzima, além de
possivel atuacdo em algum outro fator da doenca, que é multifatorial, vém sendo amplamente
estudadas.

No presente trabalho, a estratégia de hibridizacdo molecular foi utilizada com o intuito
de sintetizar moléculas hibridas que contenham os nucleos lofina e derivados de carboidratos
unidos por uma cadeia espacadora metilénica. Com o objetivo de sintetizar esses hibridos,
foi necessario primeiramente realizar a sintese do intermediario N-alquilaminolofina. Para a
sintese desse intermediario foi realizada a estratégia de protecao/desprotecdo de um dos
grupamentos amino, para posteriormente realizar a reagéo tetracomponente a fim de formar
0 nucleo lofina. Uma reacéo de substituicao nucleofilica entre as N-alquilaminolofinas e os
derivados de carboidratos eletrofilicos foi realizada, gerando as moléculas hibridas finais de
interesse. Os compostos obtidos neste trabalho foram caracterizados por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e 13C, além de terem sido feitos ensaios
preliminares in vitro de atividade de inibicdo das enzimas colinesterases, 0s quais mostraram
uma alta afinidade desses compostos com as enzimas colinesterases. Deve-se ressaltar que
a presencga do nucleo carboidrato pode conferir maior biocompatibilidade e menor toxicidade
aos farmacos. Além disso, calculos de modelagem molecular dos hibridos foram realizados
para verificar as interacdes intermoleculares no sitio ativo das enzimas.

Palavras-chave: Alzheimer, Colinesterase, Lofina, Carboidratos.



ABSTRACT

Despite decades of extensive research, there is still no cure for Alzheimer's disease
(AD) and its cause remains unknown. The main symptoms of this disease are linked to
the deficits in the cholinergic transmission. Therefore, one of the palliative treatment
strategies of the disease is the restoration of the neurotransmitter acetylcholine levels in
the central nervous system through drugs that act as reversible cholinesterase inhibitors
(ChEI). Tacrine was the first drug approved by the Food and Drug Administration (FDA)
for the symptomatic treatment of AD. In this context, the dimeric analogs of tacrine showed
greater inhibitory capacity of cholinesterase enzymes than tacrine. Bis-tacrine molecules
demonstrate simultaneous interaction in both catalytic (CAS) and peripheral (PAS) sites.
Following this design logic of new ChEIl molecules, hybrid drugs that have two different
nuclei have been extensively studied. This kind of drugs have the ability to interact with
both enzyme sites and possibly act in some other factor of the disease, since it is a
multifactorial disease.

In this work, the molecular hybridization strategy was used to synthesize hybrid
molecules containing the lofine nuclei and carbohydrate derivatives bound by a methylene
spacer. In order to synthesize these hybrids, it was first necessary to synthesize the N-
alkylaminolofine intermediate. For the synthesis of this intermediate the
protection/deprotection strategy of one of the amino groups was carried out, which was
followed by the the tetracomponent reaction in order to form the lofina nuclei. A
nucleophilic substitution reaction between the N-alkylaminolofins and the electrophilic
carbohydrate derivatives was performed, generating the final hybrid molecules. The
compounds obtained in this work were characterized by 'H and '3C Nuclear Magnetic
Resonance (NMR) spectroscopy, in addition to preliminary in vitro studies of inhibition
activity of the cholinesterase enzymes which showed a high affinity of the compounds with
the cholinesterase enzymes. It should be emphasized that the presence of the
carbohydrate nucleus may confer greater biocompatibility and lower toxicity to the drugs.
In addition, docking studies of the hybrids were performed in order to verify the enzyme

ligand interactions in the active site of the enzymes.

Key words: Alzheimer, Cholinesterase, Lophine, Carbohydrates.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) é a forma mais comum de deméncia existente,
correspondendo a cerca de 60 a 80% dos casos. Tendo em vista o crescente impacto
social desta doenca, € recorrente a necessidade de pesquisas destinadas a identificar e
entender melhor esse tipo de condicdo. A etiologia da DA permanece desconhecida,
sendo seu principal fator de risco a idade avancada. O evento desencadeador da
patologia ndo é conhecido, sendo assim, ndo existe cura para a DA, apenas tratamento
paliativo. Dentre os diversos sintomas que a doenca acarreta, 0 mais expressivo € a
perda progressiva da memoria que estd associada aos déficits na transmisséo
colinérgica. Além disso, a DA é uma doenca multifatorial, ou seja, diversos fatores sao
possiveis causas do seu desenvolvimento.

A principal estratégia terapéutica vigente atualmente é baseada na hipotese
colinérgica, que se fundamenta na restauracdo dos niveis do neurotransmissor
acetilcolina (ACh) no cérebro. A maioria dos farmacos utilizados para o tratamento
paliativo da DA foram desenvolvidos a partir dessa hipétese, a qual postula que a perda
das fungBes colinérgicas no sistema nervoso central contribui significativamente para o
declinio cognitivo associado a idade avancada e a DA. O tratamento &, entdo, embasado
na inibicdo das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE),
enzimas responsaveis pela hidrélise do neurotransmissor ACh, através de farmacos
inibidores reversiveis de enzimas colinesterases (ChEI). Nesse contexto, a tacrina foi o
primeiro farmaco aprovado para atuar contra a DA, mostrando-se um potente ChEl,
entretanto, devido a seus sérios problemas relacionados aos efeitos colaterais, sendo a
hepatotoxicidade o principal dentre eles, esse farmaco ndo se encontra mais disponivel
para o tratamento da DA.

O desenvolvimento de novos farmacos mais eficientes e com menos efeitos
colaterais contra a DA é de relevante importancia, portanto a estratégia mais utilizada
atualmente para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento da DA é a de
hibridizacdo molecular. Essa estratégia consiste no planejamento de novos prototipos
hibridos mais eficazes, devido a combinacdo de dois ou mais nudcleos bioativos,

contribuindo para a acao multialvo, o que € muito importante, visto que a DA é uma
1



doenca multifatorial. Dentre os nucleos com importante atividade biologica, destacam-se
os derivados do nudcleo imidazol e os derivados de carboidratos. O primeiro apresenta
diversas aplicabilidades na area de quimica medicinal, e os carboidratos, por serem
biomoléculas presentes no organismo humano, também podem contribuir de diversas
formas em diferentes fatores da DA, além de aumentarem a polaridade da molécula,

tornando mais provavel a possibilidade de administracao via oral.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo a sintese, caracterizacéo, avaliacdo biologica e
modelagem molecular de hibridos inibidores das enzimas colinesterases contendo os

nucleos lofina e derivados de carboidratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintese dos intermediarios N-alquilaminolofina, empregando a estratégia de
protecao/desprotecdo seletiva da alcanodiamina e a reacdo de condensacao
tetracomponente.

e Sintese dos hibridos lofina-derivados de carboidratos.

e Analise biolégica de inibicdo das enzimas AChE e BuChE.

e Modelagem molecular (docking).

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A DOENCA DE ALZHEIMER

A Doenca de Alzheimer (DA) foi descoberta em 1906 pelo médico psiquiatra e
neuropatologista alemé&o Alois Alzheimer quando publicou o estudo de caso de sua

paciente Auguste Deter de 51 anos.! Atualmente a DA, que é a principal causa de
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deméncia entre idosos, afeta aproximadamente 5,3 milh6es de pessoas nos Estados
Unidos. No Brasil estima-se que um milhdo de pessoas sofram da doenca 2 e no mundo
todos os casos provavelmente ultrapassardo 100 milhdes até 2050.2 O principal fator de
risco da doenca de Alzheimer € a idade avancada, visto que a incidéncia dobra a cada 5
anos depois dos 65 anos.

A DA é um disturbio neurodegenerativo que afeta amplas areas do cortex cerebral
e do hipocampo, acarretando perda progressiva e irreversivel de importantes funcdes
cerebrais, gerando disturbios cognitivos, como perda de memdria, alteracdo no humor,
dificuldade na fala, ansiedade e depressdo.? A DA esta associada ao acumulo de formas
insolaveis da proteina B-amiloide (AB) e a agregagao da proteina tau em microtubulos de
emaranhados neurofibrilares nos neurbnios, além de atrofia do cortex cerebral,
degeneracdo neurovascular e diminuicdo das sinapses. Outros sinais biogquimicos
também séo observados na DA, como, por exemplo, estresse oxidativo, neuroinflamacao,
desregulacdo de calcio, deficiéncia e distribuicdo alterada das mitocondrias,
oligomerizacdo do peptideo AP, toxicidade sinaptica e problemas na homeostase
metalica.* Como ja citado, o principal sintoma da DA é a perda progressiva da memoéria
que ocorre, principalmente, devido aos déficits na transmisséo colinérgica. A transmissao
sinaptica colinérgica se trata da sinapse que ocorre no sistema nervoso central utilizando

a acetilcolina (ACh, Figura 1) como neurotransmissor.

Figura 1: Neurotransmissor acetilcolina, ACh.
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3.2 HIPOTESE COLINERGICA

No inicio da década de 80 foi postulada a primeira hipétese que busca explicagbes
para os sintomas da DA, a hipétese colinérgica.>® Dentre as disfuncdes observadas no
sistema colinérgico de pacientes que apresentam a doenca estdo a diminuicdo na
concentracdo da enzima colina acetiltransferase (ChAT), que é responsavel pela sintese

da acetilcolina (ACh), no cortex e no hipocampo, assim como uma reducao variavel dos
3



neurdnios colinérgicos localizados no nicleo basal de Meynert.”8 Tal hipétese sugere
que uma disfuncao de neurénios contendo acetilcolina contribui para o declinio cognitivo.
A perda da funcéo colinérgica (diminuicdo dos niveis do neurotransmissor ACh) no
sistema nervoso central contribui significativamente para o declinio cognitivo associado
a idade avancada e a DA.° Isso se explica pelo fato de a sinapse quimica estar
correlacionada as principais fungdes cognitivas. A sinapse quimica ocorre entre o
neurdnio pré-sinaptico e o neurbnio pos-sinaptico, na regido chamada fenda sinaptica. A
primeira etapa € a sintese do neurotransmissor ACh, por meio da reacao entre a acetil-
coenzima A (Acetil-CoA) e a colina, catalisada pela colina acetiltransferase (ChAT) na

regido ativa do neurdnio pré-sinaptico (Esquema 1). *°

Esquema 1: Biossintese do neurotransmissor acetilcolina.
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O neurotransmissor acetilcolina € armazenado em vesiculas transportadoras e
liberado na fenda sinaptica apés a abertura de diversos canais ibnicos que transmitem o
impulso nervoso. Ao ser liberada na fenda sinaptica a ACh se liga aos receptores
especificos, canais i6nicos presentes na membrana do neurdnio pds-sinéptico,
promovendo a abertura desses canais e a entrada de ions Na* e K* na célula o que gera
a despolarizacdo da membrana e um novo impulso nervoso no neurénio pos-sinaptico.
O excesso da ACh é, entéo, hidrolisado pela enzima acetilcolinesterase (AChE) que se
encontra ancorada na membrana do neurdnio pds-sinaptico, produzindo colina e acido
acético (Esquema 2). A colina é captada novamente pelo neurdnio pré-sinaptico,

encerrando a sinapse quimica (Figura 2).10-11

Esquema 2: Hidrolise da Acetilcolina.
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Figura 2: Representacdo da sinapse quimica colinérgica. 10
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3.3 ENZIMAS COLINESTERASES

Um aspecto importante da funcdo cerebral das colinesterases esta relacionado as
diferencas entre as duas enzimas existentes: acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) e
butirolcolinesterase (BuChg, EC 3.1.1.8) (Figura 3) que sao serino hidrolases
(superfamilia que contém mais de 200 enzimas) amplamente encontradas em varias
espécies animais.'? Essas duas enzimas diferem geneticamente, estruturalmente e por
sua cinética.'® Ambas sdo capazes de hidrolisar a acetilcolina (ACh), porém a AChE
possui uma atividade hidrolitica 10'® vezes maior do que a BUChE a mesma temperatura
e pH.14

A AChE é encontrada no sistema nervoso em grande quantidade, seu principal
papel biolégico é o término da transmissdo de impulsos nas sinapses colinérgicas por
hidrélise rapida do neurotransmissor ACh.*® Segundo pesquisas, a AChE também é
responsavel pela modulacdo do fluxo sanguineo cerebral, agregacdo de peptideos
B-amiloide, ativacdo e expressao da proteina APP95, fosforilacdo da proteina tau e tem
influéncia nos processos inflamatérios, além de interagir com a proteina B-amiloide,

levando a criacdo de complexos estaveis e formacéo de placas senis.®



A enzima AChE possui dois sitios, o catalitico ativo (CAS) e o anibnico periférico
(PAS). O CAS é constituido pelos residuos de aminoacidos Ser200, His440 e Glu327,
que formam a triade catalitica da enzima, parte responsavel pela transferéncia do grupo
acetil da acetilcolina para a Ser200. O sub sitio aniénico, também situado no CAS, é
composto principalmente pelo residuo Trp84, que é responsavel por se ligar ao ion
amonio quaternario da acetilcolina via interacdes cation-n.1” O CAS se encontra no fundo
de uma cavidade estreita hidrofébica de aproximadamente 20A de profundidade. Ja o
PAS se localiza na entrada da cavidade e € composto por cinco residuos de aminoacidos:
Tyr70, Asp72, Tyrl2l, Trp279, Tyr334, o PAS é responséavel por atividades extras,
incluindo a interagdo com a proteina B-amiléide.!8

A BUChE é sintetizada no figado, se encontra em grande quantidade no plasma e
também no sistema nervoso. A BUuChE hidrolisa varios ésteres carboxilicos e fosféricos
e participa do mecanismo regulatorio dos niveis da AChE na sinapse colinérgica, é capaz
de hidrolisar moléculas maiores, como a butirilcolina, por exemplo. Durante o progresso
da DA a razdo BUChE/AChE aumenta, pois o nivel de BUChE no hipocampo e cortex
temporal cresce significativamente, constatando a sua funcéo de biomarcador da DA, o
gue favorece a busca de inibidores seletivos de BUuChE para serem utilizados em casos
avancados.*®

Comparando as duas enzimas ChEs, percebe-se que as BUChE séo capazes de
interagir com substratos maiores que as AChE pelo fato de possuirem aminoacidos
menos volumosos no sitio ativo, principalmente no PAS. O PAS da BuChE é composto
pelos residuos de aminoéacidos alifaticos menos volumosos, entdo é possivel afirmar que
a enzima BuChE é menos seletiva que a AChE. As diferencas estruturais dessas enzimas
podem explicar a maioria das diferencas de atividade das enzimas. Estudos recentes
mostraram que a auséncia da BuChE em cérebros de ratos modelos, levou a uma
diminuicdo do depdsito das placas AP, conservado as fungbes cerebrais em certas

regides. 2°



Figura 3: Representacdo da cavidade enzimatica das colinesterases. 17
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3.4 INIBIDORES DE COLINESTERASES

O primeiro farmaco aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), em 1993,
foi a tacrina (9-amino-1,2,3,4-tetraidroacridina) comercializado como Tacrinal® ou
Cognex® que é um inibidor reversivel de enzimas colinesterases (ChEl), porém,
atualmente, esse farmaco encontra-se em desuso devido aos seus efeitos colaterais
muito significativos, sendo o principal dentre eles a hepatotoxicidade.?! Dentre as cinco
drogas aprovadas até agora contra a DA, quatro delas sao caracterizadas como ChEls,
que além da tacrina, sao: Donepezil (Aricept®), (S)-Rivastigmina (Exelon®) e
Galantamina (Razadyne®). O quinto farmaco, a Memantina (Namenda XR®) (Figura 4),
€ do tipo antagonista de receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA), que impede a
ativacdo desses receptores pelo glutamato, evitando o influxo livre de Ca?* e a
consequente excitotoxicidade.?? Apesar de estes farmacos possuirem um alto potencial
de inibicdo frente as enzimas ChEs, apresentam efeitos colaterais muito acentuados.
Como ainda nao foi encontrada a cura para a DA, os farmacos ChEIl citados apenas
garantem o tratamento paliativo da doenca, amenizando seus sintomas, pois ao atuarem
como inibidores de colinesterases aumentam os niveis do neurotransmissor acetilcolina
no cérebro, como consequéncia diminuem temporariamente os déficits cognitivos

7

causados pela DA. O objetivo €, portanto, desenvolver farmacos que sejam
4



simultaneamente potentes inibidores de ChEs e que provoquem efeitos colaterais menos
relevantes do que os farmacos aprovados até agora.

Figura 4: Farmacos utilizados no tratamento da DA.
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A tacrina segue sendo um nucleo referéncia devido a sua alta afinidade com o sitio
ativo da AChE, e mesmo sendo um farmaco que possui elevado grau de
hepatotoxicidade, esse ndcleo continua servindo de base para a pesquisa de futuros
possiveis farmacos.

Neste contexto, com base nos estudos de Pang e colaboradores o anélogo
dimérico da tacrina bis(7)-tacrina foi mil vezes mais potente na inibicdo da AChE do que
a da tacrina e possuiu maior seletividade na inibicdo da AChE em relacdo a BUChE. 22 A
maior atividade comparada a tacrina é explicada devido a acao simultanea do dimero nos
CAS e PAS da AChE (Figura 5). Além disso, a partir de estudos computacionais foi
determinado que a distancia entre o CAS e o PAS é de 16 A, e o espacamento de sete
carbonos metilénicos permite uma distancia de 18 A entre os atomos de nitrogénio de
cada nucleo tacrina, visto que esse valor € proximo, possibilita uma interacdo mais

eficaz. 24



Figura 5: Acdo do bis-tacrina nos dois sitios da enzima acetilcolinesterase. 23
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Anélogos quirais do bis(7)-tacrina foram sintetizados pelo nosso grupo em suas
duas séries enantioméricas, a partir da (R)-(+)- e da (S)-(-)-pulegona, e mostraram alta
afinidade com as enzimas colinesterases. Uma diferenca significativa foi observada na
atividade de inibicdo das enzimas AChE e BuChE entre os antipodas o&pticos,
evidenciando diferentes afinidades nas interagdes AChE-inibidor quiral. Juntamente com
estudos de modelagem molecular que foram realizados, esse trabalho representa uma

contribuicdo importante no entendimento da estereosseletividade da AChE. 2°

3.5 ESTRATEGIA DE HIBRIDIZACAO MOLECULAR

Devido a complexidade patolégica da DA, um farmaco com um Unico alvo
especifico pode ndo ser suficientemente eficaz para produzir os efeitos clinicos
desejados. A vantagem dos hibridos é a possivel acao frente a diferentes fatores da
doenca. Se tradando de uma doenca multifatorial, o foco € que tais moléculas interajam
simultaneamente com o CAS e 0 PAS das ChEs e com algum outro fator da DA. A tacrina
além de ser um farmaco inibidor de enzimas colinesterases, atua em outros fatores da
doenca, como, por exemplo, a diminuicdo da lesdo oxidativa induzida pelo p—amiloide
(AB) %% e reducéo da producdo de espécies reativas de oxigénio.?” Portanto, tendo em
vista as propriedades vantajosas do nucleo tacrina, o estudo de moléculas hibridas foi

muito importante para o desenvolvimento de novos ChEIl, como por exemplo, hibridos
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tacrina-benzotiazol,?® tacrina-ebselen,?® tacrina-selegilina,®® tacrina-acido ferdlico,3!
tacrina-resveratrol,3? entre outros (Figura 6), que além de apresentarem atividade ChEI,

atuaram em algum outro fator da DA .

Figura 6: Exemplos de hibridos que contém dois ndcleos farmacolégicos
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Seguindo essa linha de pesquisa, nosso grupo sintetizou os hibridos tacrina-
lofina33 e tacrina-tianeptina3* (Figura 7) que apresentaram alto poder inibidor das enzimas
AChE e BuChE. Além disso, os hibridos tacrina-tianeptina ndo alteraram a integridade

celular.

Figura 7: Duas séries de hibridos sintetizados pelo nosso grupo de pesquisa.
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3.6 NUCLEO LOFINA E DERIVADOS IMIDAZOLICOS

Derivados do nucleo imidazol ocupam um lugar importante na area da quimica

medicinal por possuirem ampla gama de atividades bioldgicas. O imidazol (Figura 8) &
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um nucleo heterociclico aromatico de cinco membros, possui carater doador e receptor
de ligagdes de hidrogénio e alta afinidade por metais. Seus derivados s&o conhecidos
por serem analgésicos, anti-inflamatoérios, antiparasitarios, inibidores da agregacéao
plaquetaria, e agentes antiepilépticos.®®> O imidazol pode ser encontrado em muitas
drogas, como dacarbazina, metanidazol, cimetidina, flumazenil, entre outras. Além de
formar a estrutura principal de alguns componentes bem conhecidos de organismos
humanos, como a histidina de aminoéacidos, a vitamina B12, purinas, histamina e biotina.
No projeto de possiveis farmacos inibidores de enzimas ChE sua principal funcéo é a de
intensificar as interagdes n—n stacking com os residuos de aminoacidos do sitio ativo.3®
Ja a lofina (2,4,5-trifenil-1H-imidazol, Figura 8) € um derivado imidazélico que
apresenta trés substituintes fenilas nas posi¢cdes 2, 4 e 5 do imidazol, e possui atividade
antioxidante e antibiética.®” Nosso grupo de pesquisa sintetizou anteriormente hibridos
contendo os nucleos tacrina e lofina com atividade ChEI. Neste mesmo trabalho foram
sintetizados uma série de dimeros bis(n)lofina no qual o dimero bis(8)-lofina mostrou-se
um potente inibidor da AChE na escala de concentragdo nanomolar. Este estudo mostrou
a possibilidade de inibicdo de enzimas colinesterases com o nucleo lofina, utilizando a
estratégia de hibridizacdo molecular na melhoria de protétipos multialvo para o

tratamento de doencas multifatoriais. 33

Figura 8: Nucleo lofina derivado do imidazol.
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3.7 NUCLEOS DERIVADOS DE CARBOIDRATOS

Os carboidratos sdo biomoléculas que possuem atividades essenciais a vida,
sendo componentes estruturais basicos dos seres vivos. Carboidratos sdo estruturas
ricas em centros assimétricos, se ligam facilmente a outras moléculas com diferentes
tipos de ligagéo, e sdo comercialmente disponiveis. O interesse frente a estas estruturas
no desenvolvimento de novos farmacos € devido a sua alta afinidade com o organismo e
a solubilidade em meio bioldgico. No ambito do desenvolvimento de moléculas hibridas
que tenham o papel de inibidoras de colinesterases, a presenca de carboidratos
acoplados a outro nucleo inibidor de colinesterases pode ser uma estratégia multialvo
interessante para o tratamento da DA.38

Os carboidratos estdo envolvidos em muitos processos biolégicos importantes,
sdo os componentes basicos do DNA dos seres vivos, sendo essenciais para Varios
processos de reconhecimento e transformacdes especificas.®® A importancia dos
acucares nos processos de reconhecimento bioldgico esta estritamente relacionada com
as ligacfes de hidrogénio entre os grupos hidroxila dos carboidratos e as porc¢des polares
de aminoacidos em interacdes proteina-ligante. Portanto, estas interacdes polares sao
bastante exploradas nas interacGes proteina-carboidrato.*® 41 No entanto, os anéis de
carboidratos também sdo capazes de formar interagbes CH/m com os residuos
aromaticos através de interacbes de dispersao, com contribuicdo eletrostatica e
parcialmente estabilizadas por efeito hidrofébico em sistemas solvatados.*? 43 O residuo
de aminoacido mais rico em elétrons, triptofano (Trp, W) é descrito como o aceptor de
interacdes de CH/m mais comum.*

Nos ultimos anos, alguns compostos contendo scaffolds de carboidratos foram
estudados como promissores candidatos para o tratamento da DA. Em 2007, E. Perissutti
e colaboradores sintetizaram derivado de glucosil(-)-galantamina e estes compostos
apresentaram pequena porcentagem de inibicdo de enzimas AChE, que poderiam ser
explicados pelo impedimento estérico na posi¢do 6 de galantamina, o que proporciona
uma menor interacdo de galantamina no sitio ativo da enzima. Apesar da menor inibigao
enzimatica, a incorporacéao de porc¢des de carboidratos na galantamina poderia melhorar

a biodisponibilidade no sistema nervoso central.** Varios nucleosideos de purina com
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configuracdo D-gluco, D-manno e D-galacto foram inibidores competitivos e seletivos
para enzimas BUChE.*> De outra forma, nucleosideos de purina contendo derivados de
acido D-glucordnico apresentaram atividades inibitérias seletivas moderadas para a
enzima AChE.*® Recentemente, alguns isonucleosideos como sistemas derivados de
purina e pirimidina ligados a por¢des metil glicopiranosidil em C-6 foram avaliados como
inibidores de colinesterases e apresentaram efeitos inibitorios significativos,
especialmente com a fracdo de acUcar protegida.*” Uma série de estudos com
selenofuranosideos demonstrou varias atividades associadas a possiveis terapias para
a DA, tais como antioxidante, envolvimento no processo inflamatério da DA, efeito

antidepressivo e protecédo contra perda de memdria em camundongos.484°

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para realizar a sintese das moléculas hibridas contendo os nudcleos lofina e
derivados de carboidratos, foram sintetizados primeiramente os intermediarios N-

alquilaminolofinas.

4.1 SINTESE DO INTERMEDIARIO N-ALQUILAMINOLOFINA

Uma rota sintética de trés etapas foi utilizada para a sintese das
N-alquilaminolofinas. Na primeira etapa foi empregado o método de protecao seletiva de
um dos grupos amino das 1,n-alcanodiaminas com o grupo protetor dicarbonato de
terc-butila (Bocz20, 2). A segunda etapa dessa rota sintética é a formacéo do nucleo lofina
através da reacao de condensacéao tetracomponente. Por Ultimo, a desprotecéo do grupo
amino em meio acido leva a formacao do intermediario N-alquilaminolofina de interesse.

A protecao seletiva de um dos grupamentos amino das 1,n-alcanodiaminas la-c
foi realizada utilizando excesso de diamina e adicdo lenta de 2 a 0 °C.%° As 1,n-
alcanodiaminas protegidas 3a-c foram obtidas com rendimentos entre 38 e 69% apos

purificacdo por cromatografia em coluna (Esquema 3).
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Esquema 3: Reacao de protecdo das 1,n-alcanodiaminas.

(o)
e A e Ik

t.a., 48 h
3 equiv. .
1 equiv. o
1a n=4 2 3a n=4, 69%
1b n=5 3b n=5, 69%
1c n=8 3¢ n=8, 38%

Apés a obtencdo das 1,n-alcanodiaminas protegidas, realizou-se a reag¢do de
condensacdao tetracomponente (Esquema 4) entre a 1,n-alcanodiamina protegida 3a-c, a
benzila 4, o benzaldeido 5 e o0 acetato de amdnio 6, utilizando tricloreto de indio (InCls)
como catalisador.®® Os produtos dessa reacdo foram as N-alquilaminolofinas protegidas

7a-c com rendimentos entre 57 e 70% ap0s purificacdo por cromatografia em coluna.

Esquema 4: Reacdo de obtencéo das 1,n-alquilaminolofinas.

3a n=4 | H Q
3b n=5 e InCl4 (0,15 equiv. /U\
Z s 3 (015 quiv) Dk

3¢ n=8 EtOH N N

+ S L H

0 A NH,OAC 24h — N

P 'HH ,-"A"::“‘H A 6 .-1 \-
[ _

a _ ?a n=41 ?Gofu
4 7b n=5, 81%
7e n=8, 57%

A proposta do mecanismo da reacéo tetracomponente entre benzila, benzaldeido
e acetato de amonio, utilizando o tricloreto de indio como catalisador para a formacéo da

lofina é apresentada a seguir (Esquema 5).
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Esquema 5: Mecanismo da reacado tetracomponente.
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Como representado no Esquema 5, o tricloreto de indio atua como o &cido de
Lewis ativando a carbonila do benzaldeido 5. Ao aumentar o carater eletrofilico desta
carbonila ela é capaz de sofrer 0 ataque nucleofilico da amina primaria 3 formando, entao,
o ion iminio 8 e eliminando 4gua. Em seguida, a imina sofre um ataque nucleofilico da
amonia, formada in situ a partir do acetato de amonio (6), resultando na diamina 9. O
grupo amino secundario em 9 realiza o ataque nucleofilico a uma das carbonilas da
benzila (4), que se encontra ativada pelo acido de Lewis, resultando no ion iminio 10 e
na eliminacdo de agua. Na sequéncia, o ataque nucleofilico intramolecular do grupo
amino a carbonila ativada resulta no intermediario ciclico 11. Por ultimo, a eliminacéo de
um proéton de 11 leva a aromatizacdo do anel e resulta no imidazol tetrassubstituido de
interesse 12.

Como ultima etapa da rota sintética, realizou-se a desprotecao do grupo amino. A
reacdo de hidrélise em meio acido das N-alquilaminolofinas protegidas 7a-c conduz a
formacdo do intermediario N-alquilaminolofina 13a-c de interesse (Esquema 6). Os
produtos foram obtidos em rendimentos de 74 a 92% ap0os purificacdo por cromatografia

em coluna.
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Esquema 6: Reacdo de desprotecdo do grupo amino.

E LK o i -
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7an=4 13a n=4, 74%
7b n=5 13b n=5, 92%
7c n=8 13c n=8, 87%

4.2 SINTESE DOS HIBRIDOS LOFINA-DERIVADOS DE CARBOIDRATOS

O intermediario derivado tosilado da D-xilose foi disponibilizado pelo grupo de
pesquisa do Prof. Dr. Diogo Seibert Ludtke, com o qual nosso grupo possui colaboracao.
Os monossacarideos comerciais foram transformados em derivados na forma de tosilatos
eletrofilicos, por serem bons grupos de saida para reacbes do tipo substituicdo
nucleofilica. Os hibridos lofina-derivados de carboidratos foram sintetizados através da
reacdo de substituicdo nucleofilica entre as N-(1,n-diaminoalquil)-lofinas e o derivado
tosilado de carboidrato (Esquema 7). Neste trabalho o derivado de carboidrato utilizado
foi o tosilato da D-xilose (14), e as condi¢des de reacdo adotadas foram aquecimento de
83 °C durante 72 h, utilizando isopropanol como solvente.>* As moléculas hibridas finais
foram obtidas com rendimentos entre 31 e 67% apds purificagdo por coluna

cromatografica.
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Esquema 7: Sintese dos hibridos lofina(n)-derivados de carboidratos

isopropanol
o TsO o) 83 °C,72h 0
7 N n 2 + "/O N/ N H )TMG
o —
= HO™ )YAMG Ho' 07 wme
e O

14
13a n=4 15a n=4, 46%
13b n=5 15b n=5, 67%
13c n=8 15¢ n=8, 31%

O espectro de RMN de *H do hibrido 15a é apresentado na Figura 10. No espectro
em questdo, sdo observados entre 7 e 8 ppm o0s sinais referentes ao nucleo lofina. Em
7,7 ppm tem-se o dubleto tipico do H14 das lofinas, esses sinais foram atribuidos em
outras moléculas contendo o nlcleo lofina em trabalhos anteriores do nosso grupo.>? Em
5,91 ppm observa-se o sinal referente ao hidrogénio H4 ligado ao carbono anomérico do
acucar, que é um dubleto com 3J = 3,7 Hz devido ao acoplamento cis com H5 (5 = 4,46
ppm). N&o é observado acoplamento trans entre H5 e H6, situagéo caracteristica de anéis
furanosidicos de carboidratos, onde o angulo entre essas ligacdes é de aproximadamente
90 °.

Os hidrogénios H8 sado diastereotdpicos e, portanto, podem aparecer em
deslocamentos quimicos diferentes, como de fato foi observado, em 2,76 e 3,21 ppm,
com constante de acoplamento geminal 2J = 13,0 Hz. O H8 observado em 3,21 ppm é
um duplo dubleto, com uma constante 3J = 3,5 Hz e atribui-se ao acoplamento em cis
com H7. Devido ao angulo de ligacdo trans H7-H8 ser aproximadamente 90°, esse
acoplamento dificilmente € observado, como ja discutido acima. Os hidrogénios H9 séo
observados como multipleto em 2,24 ppm. Os dois singletos intensos entre 1,34 e 1,48

ppm séo referentes aos hidrogénios das metilas H1 e H2 do grupo protetor acetonideo.
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Figura 9: Estrutura numerada do hibrido lofina(4)-derivado da D-xilose (15a)
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Figura 10: Espectro de RMN de 'H de 15a (CDCls, 300 MHz)
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Figura 11: Ampliagédo do espectro de RMN de 'H entre 2,1 e 4,3 ppm.
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No espectro de RMN *3C apresentado na Figura 12 observa-se em 147,7 ppm o
carbono referente ao C13, em 111,5 ppm o sinal referente ao C3, em 105,1 ppm referente
ao carbono anomeérico C4. Em 86,1 ppm destaca-se o sinal do C5, em 78,1 ppm do C6.

Ja em 48,6 ppm temos o sinal do C9 e em 48,4 ppm referente ao C8.

Figura 12: Espectro de RMN de 3C do composto 15a (CDClz 300 MHz)
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4.3 INIBICAO DAS ENZIMAS COLINESTERASES

As moléculas resultantes neste trabalho foram os hibridos contendo os nucleos
lofina e derivados de carboidratos, que foram avaliados quanto a capacidade de inibicéo
das enzimas colinesterases (ChE): acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase
(BUChE) através do método de Ellman.>® As andlises bioldgicas foram realizadas em
parceria com o Laboratério de Bioquimica de Proteinas e Peptideos na Fundacao
Oswaldo Cruz - I0C (FioCruz), no Rio de Janeiro.

Foram sintetizados 3 compostos hibridos lofina-D-xilose ligados por uma cadeia
espacadora metilénica, e foram realizadas andlises de inibicdo das colinesterases, 0s
resultados do I1Cso estdo apresentados na Tabela 1.

Através dos resultados de ICso, que é a concentracdo necessaria das moléculas
para inibir em 50% a atividade das enzimas colinesterases, pode-se constatar que as
moléculas sintetizadas se mostram seletivas para as enzimas BuChE. Essa seletividade
pode ser explicada primeiramente pela presenca do nucleo lofina, que € um grupamento
volumoso, portanto a interacdo com as enzimas BUChE é facilitada em comparacéo as
AChE, pois estas possuem residuos de aminoacidos mais volumosos no sitio ativo que
a BUChE, proporcionando, dessa forma, uma interagdo mais eficaz com as BuChE.
Percebe-se, também, que as moléculas que possuem uma cadeia espacadora metilénica
menor (n=4, n=5) apresentaram maior seletividade para BuChE, entretanto a molécula
com n=8 apresentou a melhor atividade inibitoria para BUChE, pois possui o0 menor valor
de ICso.
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Tabela 1: Hibridos sintetizados

Molécula Rendimento ICso
ICso [Intervalo de ICso [Intervalo de
confiangal confianga]
AChE (uM) BuChE (uM)
N\
! 1,23 0,295
\/\/\H ° 46%

g [0,52 a 2,91] [1,80 a 4,85]

HO o
Me

N NN 0

i g Ao 3,79 0,277

0,
O O 7 e 67% [1,82 a 7,86] [1,72 a 4,45]

LOFINA-XILOSE n =5

O N %
’ 1,89 1,30
'O 0 1 L
o 31% 0,88 a 4,07] [0,94 a 1,80]

LOFINA-XILOSE n =8

4.4 MODELAGEM MOLECULAR

Os estudos de modelagem molecular dos hibridos foram feitos pelo no Laboratorio
Nacional de Computacao Cientifica (LNCC), em Petropolis-RJ. Métodos computacionais
de docking molecular receptor-ligante sdo de grande importancia para o planejamento e
desenho de novos farmacos. O objetivo é o de explicar o modo de ligacao e a afinidade
de um candidato a farmaco dentro do sitio ativo de um receptor alvo envolvido em alguma

doenca investigada.>* Para o estudo de modelagem molecular referente a enzima AChE
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foi utilizado o método de ensemble docking, que consiste na realizacdo do docking
molecular em cada estrutura representante com o objetivo de incluir implicitamente a
flexibilidade proteica. Neste contexto, as estruturas selecionadas foram do Torpedo
californica. Os estudos de ensemble docking foram realizados com o programa de
docking molecular GOLD.

Os compostos sintetizados nesse trabalho se mostraram seletivos para a enzima
BuChE, pois apresentaram valores de ICso menores em relacdo a enzima AChE, sendo
ambos os resultados na faixa de concentracdo micromolar. Essa diferenca de atividade
pode ser explicada pela diferenca dos residuos de aminoacidos presentes nas cavidades
das enzimas. Como a BUChE apresenta aminoacidos menos volumosos, é possivel que
ocorra a interacdo com substratos mais volumosos, sendo assim uma enzima menos
seletiva. O fato de o grupo lofina ser um ndcleo volumoso explica parcialmente essa
diferenga nas atividades, pois possivelmente ha uma dificuldade maior de interagdo no
sitio de ligacdo mais estreito da AChE.

As interacdes envolvidas entre enzima e substrato sdo através de interacao
eletrostatica entre o grupo amino, carregado positivamente, com a cadeia lateral do
Asp70. H& também interacdo do tipo T-stacking com o residuo Trp231 do sitio hidrofébico
envolvido na seletividade para BuChE (Figura 13). Em relagdo as enzimas AChE
ocorrem, provavelmente, interacdes de stacking com residuos aromaticos do nucleo
lofina no fundo do sitio de ligacao (Trp84, Phe330, Trp432), e ligacao de hidrogénio entre

o grupo hidroxila da xilose com a cadeia principal da Phe288 (Figura 14).
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Figura 13: Interagao entre o grupo lofina do inibidor lofina(5)-D-Xilose com Trp231 localizado em um sitio

de ligagao adjacente no fundo da cavidade da enzima BuChE (PDB ID 5K5E). Interagcéo de stacking esta

representada como linha pontilhada azul.

Figura 14: Resultado de docking do composto lofina(5)- D- Xilose na AChE: 1ZGC (A) e na BUuChE: 5K5E
(B).
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizadas trés moléculas hibridas contendo os nucleos
lofina e derivados da D-xilose unidos por uma cadeia espacadora metilénica. Para a
obtencdo do nucleo lofina foi adotada uma metodologia de reacdo de protecao seletiva
das alcanodiaminas, em seguida foi empregada a reacdo do tipo tetracomponente, e
finalmente a desprotecéo do grupamento amino gerando os intermediarios nucleofilicos
contendo o nucleo lofina e o grupo amino separados por uma cadeia metilénica
espacadora. A partir dessas moléculas contendo o nucleo lofina foi possivel realizar a
sintese de novos hibridos, acoplando nudcleos eletrofilicos, neste caso os derivados de D-
xilose. Todos os compostos sintetizados foram caracterizados por RMN de 'H e 3C.

As moléculas hibridas finais de interesse foram obtidas com pureza apropriada
conforme verificada nos espectros de RMN de 'H. Assim sendo, foram enviadas para o
Laboratério de Bioguimica de Proteinas e Peptideos na Fundacdo Oswaldo Cruz - IOC
(FioCruz), onde foram realizados os ensaios de inibicdo das enzimas colinesterases. As
trés moléculas apresentaram bons resultados de ICso em relagdo as enzimas AChE e
BuChE na escala micromolar. Além disso, alguns compostos se mostraram seletivos para
a BuChE, ao apresentarem maior atividade de inibicdo de uma enzima em relagcdo a
outra, fato que é muito interessante visto que a concentracdo da enzima BuChE aumenta
em casos avancados da DA. Foram feitos, do mesmo modo, estudos de modelagem
molecular dos hibridos em parceria com o Laboratério Nacional de Computacao Cientifica
(LNCC). Esse estudo molecular evidenciou a dupla interacdo enzimatica mostrando a
interacdo do nucleo lofina no fundo da cavidade enzimatica e a interacao de hidrogénio

do grupamento hidroxila na entrada da cavidade enzimatica.
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6 PARTE EXPERIMENTAL

6.1 MATERIAIS E METODOS

Todos os intermediarios e hibridos sintetizados foram caracterizados por RMN de
'H e de *3C.

6.1.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

As andlises de RMN de 'H e de 3C foram realizadas em uma solucédo de
cloroférmio deuterado no espectrometro Varian VNMRS modelo INOVA, 300 MHz, no
Instituto de Quimica da UFRGS. O tempo de relaxacdo em ambas as andlises foi de 1,0
segundo. Os sinais sao descritos em ordem decrescente de deslocamento quimico. Os
deslocamentos quimicos () sdo apresentados em partes por milhao (ppm), considerando
o tetrametilsilano (TMS) como padrédo interno. As multiplicidades sdo representadas da
seguinte forma: s = singleto, sl = singleto largo, d = dupleto, t = tripleto, g = quarteto, gn
= quinteto, dd = duplo dupleto, m = multipleto; o nimero de hidrogénios foi deduzido da

integral relativa e a constante de acoplamento (J) é dada em Hertz (Hz).

6.1.2 Solventes e Reagentes

Para a purificacdo por cromatografia em coluna foi utilizada como fase estacionéaria
silica gel 60 A (70-230 mesh) fornecida pela Acros. Na cromatografia por camada delgada
(CCD) utilizaram-se placas de aluminio com 0,2 mm de silica gel 60F-254 (Macherey-
Nagel). A trietilamina P.A. utilizada na fase movel para cromatografia foi fornecida pela
Aldrich e os demais solventes P.A. utilizados nas reacdes e nas purificacdes pela Nuclear.

O isopropanol de grau HPLC foi fornecido pela Tedia.
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6.2 PROCEDIMENTO GERAL PARA A PROTECAO DAS 1,N-ALCANODIAMINAS
(3a-c)

A uma solugdo contendo 3 equivalentes (39,0 mmol) de 1,N-alcanodiamina
dissolvida em 240 mL de cloroférmio, adicionou-se com um funil de adicdo, a 0 °C, o
dicarbonato de di-terc-butila (Boc20; 1,0 equiv., 6,5 mmol) dissolvido em 6,0 mL de
cloroférmio, durante 2 h. Apos a adicao, a reacdo ficou a temperatura ambiente. Ao final
do tempo reacional de 24 h, filtrou-se o sélido branco formado e o liquido remanescente
foi evaporado em rotaevaporador. O 6leo obtido foi dissolvido em acetato de etila e lavado
com solucdo saturada de NaCl (3x35 mL). O produto foi extraido da fase agquosa com

AcOEt (2x25 mL) e os extratos organicos foram combinados, secos com Na2SO4 e o

solvente evaporado em rotaevaporador. O produto bruto foi purificado por cromatografia

em coluna em silica gel empregando-se como fase movel CHClz:MeOH:EtsN (95:4:1).

6.2.1 (4-aminobutil)carbamato de terc-butila (3a)

Oleo amarelo ; rendimento : 69% ; RMN de H (CDCls) & 4,68 (sl, 1H), 3,17-3,10
(m, 2H), 2,73 (t, J= 6,8 Hz, 2H), 1,62 (s, 2H), 1,57-1,49 (m, 4H), 1,46 (s, 9H).

6.2.2 (5-aminopentil)carbamato de terc-butila (3b)
Oleo amarelo; rendimento: 69%
6.2.3 (6-aminooctil)carbamato de terc-butila (3c)
Oleo amarelo; rendimento: 38%; RMN de 'H (CDCls) & 4,67 (sl, 1H), 3,13-3,05 (m,

2H), 2,70-2,59 (m, 2H), 1,51-1,34 (m, 8H), 1,31-1,22 (m, 15H); RMN de 13C (CDCls)
§ 155,7; 78,4; 41,9; 40,3; 33,5; 29,8; 29,2; 29,0; 28,2; 26,6; 26,5.
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6.3 PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE TETRACOMPONENTE DE
terc-BUTIL(N-(2,4,5-TRIFENIL-1H-IMIDAZOL-1-IL)ALQUIL)YCARBAMATO DE
terc-BUTILA (7a-c)

As 1,n-alcanodiaminas protegidas foram misturados a benzila (2,0 mmol), o
benzaldeido (2,0 mmol), o acetato de aménio (2,0 mmol ; pré-seco sob alto vacuo), o

InCl3 (0,3 mmol) e 2 mL de etanol absoluto. A reac¢éo ocorreu a 80 °C, sob refluxo, por

12 h. ApGs este periodo mais 2,0 mmol de benzaldeido, de benzila e de acetato de
amonio foram adicionados, e a mistura reacional permaneceu sob refluxo por mais 12 h.
Apoés o término da reacdo o solvente foi evaporado e o produto bruto foi purificado por
cromatografia  em coluna em silica gel utilizando como mistura eluente
Hexano:AcOEt:EtsN com eluigéo por gradiente (90:9:1;80:19:1;70:29:1;60:39
:1;50:49:1;0:99:1).

6.3.1 (4-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)butil)carbamato de terc-butila (7a)

Oleo amarelo; rendimento: 70%; RMN de 'H (CDCls) § 7,69-7,63 (m, 2H), 7,55-
7,37 (m, 10H), 7,24-7,08 (m, 3H), 4,22 (sl, 1H), 3,90 (t, 2H), 2,86-2,66 (m, 2H), 1,39 (s,
9H), 1,35-1,32 (m, 2H), 1,16-1,05 (m, 2H); RMN de 3C (CDCl3) & 155,9; 147,8; 137,9;
134,6; 131,5; 131,1; 129,6; 129,3; 129,1; 128,9; 128,8; 128,2; 127,0; 126,4; 125,6; 79,3;
44.4; 39,7; 28,6; 27,7; 26,8.

6.3.2 (5-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)pentil)carbamato de terc-butila (7b)

Sélido branco; rendimento: 81% p.f. 59-60 °C; IV (KBr) vmax/cm™: 3344, 3050,
2976, 2852, 1697, 1499, 1163, 768, 700; RMN de *H (300 MHz, DMSO-d6) d 7,72 (d, J =
6,6 Hz ; 2H); 7,59 — 7,37 (m, 10H); 7,24 — 7,04 (m, 3H); 6,62 (s, 1H); 3,87 (t, J=7,3 Hz;
2H); 2,74 — 2,57 (m, 2H); 1,33 (s, 9H); 1,29 — 1,19 (m, 2H); 1,09 — 0,93 (m, 2H); 0,86 (d,
J = 7.0 Hz, 2H); RMN de *3C (75 MHz, DMSO-d6) d 155,9 ;147,1; 136,9 ; 135,1 ; 131,7;
131,5;131,3;130,2;129,6 ; 129,3; 129,2;129,1; 128,9; 128,6 ; 128,5; 127,5; 126,5;
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125,6 ; 77,8 ; 44,7 ; 29,8 ; 29,0 ; 28,7 ; 23,4; HRMS-ESI: calculado [M-H]* 482,2802;
encontrado 482,2805

6.3.3 (8-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)octil)carbamato de terc-butila (7¢)

Oleo amarelo; rendimento: 57%; RMN de *H (DMSO-d6) § 7,78-7,66 (m, 2H), 7,55-
7,39 (m, 10H), 7,21-7,08 (m, 3H), 6,80-6,70 (m, 1H), 3,93-3,80 (m, 2H), 2,83-2,79 (m,
2H), 1,36 (s, 9H), 1,29-1,19 (m, 4H), 1,07-0,76 (M, 8H); RMN de 13C (DMSO- d6) & 156,0;
147,2;137,0; 135,2; 131,6; 131,3; 130,2; 129,6; 129,3; 129,2; 129,1; 128,5; 126,6; 125,7,
77,7;44,6; 40,3; 29,9; 29,8; 28,8; 28,6; 28,3; 26,6; 25,8.

6.4 PROCEDIMENTO GERAL PARA A DESPROTECAO DE 7a-c E OBTENCAO DAS
N-(2,4,5-TRIFENIL-1H-IMIDAZOL-1-IL)ALCANO-1-AMINA (13a-c)

Ao (N-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)alquil)carbamato de terc-butila (1,0 mmol)
dissolvido em 2,2 mL de CH2Clz, foi adicionado 1,0 mL de acido trifluoroacético. A reacao
durou 2 h a temperatura ambiente. Em seguida o TFA foi evaporado no rotaevaporador
utilizando diclorometano como co-solvente. Apds o 6leo obtido foi ressolubilizado em
2 mL de CH2Cl:z e foram adicionados 522 mg de carbonato de sédio. A mistura foi mantida
sob agitacdo por 2 h até completa neutralizacdo. O solido foi filtrado, e 0 solvente foi
evaporado em rotaevaporador em alto vacuo. O produto bruto foi purificado por
cromatografia em coluna em silica gel utlizando como mistura eluente
CHCI3:MeOH:Et3N (90:9:1).

6.4.1 4-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)butano-1-amina (13a)
Oleo amarelo; rendimento: 74%; RMN de 'H (CDCls) § 7,72-7,66 (m, 2H), 7,54-

7,39 (m, 10H), 7,23-7,08 (m, 3H), 3,97-3,84 (m, 2H), 2,34 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 1,43- 1,26
(m, 2H), 1,23 (sl, 2H), 1,07 (gn, J = 7,2 Hz, 2H); RMN de 13C (CDCls) & 147,8; 137,9;
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134,7;131,7; 131,6; 131,1; 129,7; 129,3; 129,2; 129,0; 128,9; 128,8; 128,2; 126,9; 126,4;
44.6; 41,3; 30,3; 27,9.

6.4.2 5-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)pentano-1-amina (13b)

Oleo amarelo; rendimento: 92%; IV (KBr) vmax/cm™: 3433, 3058, 2922, 2851, 1595,
1503, 1437, 768, 692; RMN de *H (300 MHz, CDCI3) & 7,67 (dd, J = 8,0; 1,6 Hz; 2H); 7,56
— 7,38 (m, 10H); 7,22 — 7,06 (m, 3H); 3,88 (t, J = 7,5 Hz; 2H); 2,39 (t, J = 6,0 Hz); 1,48
(br, 2H) ; 1,32 (dt, J = 15,0 ; 7,5 Hz ; 2H) ; 1,14 — 0,86 (m, 4H); RMN de 3C (75 MHz,
CDCl3) 6 147,7 ;137,8;134,6; 131,6 ;131,5;131,0;129,6 ; 129,2; 129,1;128,9; 128,7 ;
128,6 ; 128,4 ; 128,1; 126,9 ; 126,3 ; 125,7 ;44,6 ; 41,7 ; 32,6; 30,2 ; 23,5; HRMS-ESI:
calculado [M-H]* 382,2278; encontrado 382,2278

6.4.3 8-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)octano-1-amina (13c)

Oleo amarelo; rendimento: 87%; RMN de 'H (CDCls) § 7,73-7,65 (m, 2H), 7,57-
7,38 (m, 10H), 7,33-7,08 (m, 3H), 3,94-3,81 (m, 2H), 2,60 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 1,63 (s, 2H),
1,40-1,24 (m, 4H), 1,16-0,94 (m, 8H); RMN de 13C (CDCls) & 147,7; 137,7; 134,7; 131,7;
131,6; 131,1; 129,7; 129,3; 129,1; 128,9; 129,7; 128,1; 126,9; 126,3; 44,8; 42,2; 33,6;
30,4; 29,1; 28,6; 26,7; 26,2.

6.5 PREPARACAO GERAL PARA A SINTESE DOS HIBRIDOS LOFINA(n)-
DERIVADO DE CARBOIDRATOS

Uma mistura contendo 0,3 mmol do derivado tosilado da D-xilose e 0,6 mmol das
aminas contendo o nucleo lofina foi diluida em 1,0 mL de isopropanol, previamente
armazenado em peneira molecular para remocédo do excesso de agua. A mistura foi
ambientada em atmosfera inerte e mantida sob aquecimento a 83 °C em um frasco
vedado e sob agitacdo durante 72 horas. Decorrido este tempo, a reacéo foi diluida em
20 mL de diclorometano e tratada com solucdes aquosas saturadas de NaHCO3 (20 mL),

seguido de NaCl (20 mL) e 4gua (20 mL). A fase organica foi seca com Na2S0Oa4 anidro, e
29



0 solvente foi evaporado em rotaevaporador. O produto bruto obtido foi purificado por
cromatografia em coluna utilizando como mistura eluente hexano : AcOEt (1 : 1) até a

remogéo do tosilato de partida e CHCl3 : CH30H (98 : 2) até a remog¢éao do produto puro

da fase estacionaria.

6.5.1 Hibrido lofina(4)-derivado da D-Xilose

Sélido amarelo; rendimento: 46%; ponto de fusdo: 67-68° C; [a]p?°= +19,0° (c
0,237, CH2Clo); IV (KBr) vijax/cm™: 3059, 2983, 2937, 2853, 1434, 1372, 1213, 1161,
1069, 1001, 781, 697; RMN de *H (CDCls, 300 MHz) d 7,70 (dd, J =7,9, 1,3 Hz, 2H); 7,56
— 7,41 (m, 10H); 7,24 — 7,11 (m, 3H); 5,91 (d, J = 3,7 Hz, 1H); 4,46 (d, J = 3,7 Hz, 1H);
4,22 (d, J =2,8 Hz, 1H); 4,14 (s, 1H); 3,93 (t, J = 7,4 Hz, 3H); 3,21 (dd, J = 13,0, 3,5 Hz,
1H); 2,76 (d, J = 13,0 Hz, 1H); 2,39 — 2,11 (m, 2H); 1,49 (s, 3H); 1,39 — 1,27 (m, 5H); 1,16
— 1,02 (m, 2H); RMN de 13C (CDCls, 75 MHz) d 147,8; 137,9; 134,6; 131,5; 131,1; 129,6;
129,3; 129,0; 128,8; 128,1; 127,0; 126,4; 111,5; 105,1; 86,0; 78,1, 76,9; 48,6; 48,4; 44,4,
28,1; 26,9; 26,3; HRMS-ESI: calculado [M-H] * 540,2857; encontrado 540,2851.

6.5.2 Hibrido lofina(5)-derivado da D-Xilose

Sélido amarelo; rendimento: 67%; ponto de fusdo: 53-54 °C; [a]p?°= -107,6°(c
0,196, CH»Cl»); RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) d 7,72 — 7,63 (m, 2H); 7,57 — 7,36 (m,
10H); 7,24 — 7,09 (m, 3H); 5,91 (d, J = 3,6 Hz, 1H); 4,45 (d, J = 3,7 Hz, 1H); 4,23 (d, J =
2,8 Hz, 1H); 4,15 (s, 1H); 4,06 (s, 1H); 3,88 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 3,27 (dd, J = 12,9, 3,4 Hz,
1H); 2,81 (d, J=11,9 Hz, 1H); 2,48 — 2,11 (m, 2H); 1,47 (s, 3H); 1,31 (s, 5H); 1,08 (s, 2H);
0,96 (d, J =6,4 Hz, 2H); RMN de 13C (CDCls, 75 MHz) d 147,8; 138,0; 134,7; 131,7; 131,6;
131,2; 129,7; 129,4, 129,3; 129,1; 128,9; 128,2; 127,0; 126,4; 111,6; 105,2; 86,2; 78,4,
77,0; 49,2; 48,6; 44,6; 30,2; 28,7; 27,0; 26,3; 23,8; HRMS-ESI: calculado [M-H] *
554,3013; calculado 554,3012.
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6.5.3 Hibrido lofina(8)-derivado da D-Xilose

Oleo amarelo; rendimento: 31%; [a]p2°=+38,7° (c 0,281, CH»Cl»); RMN de H

(CDCls, 300 MHz) 6 7,68 (dd, J = 8,0, 1,6 Hz, 2H); 7,55 — 7,37 (m, 10H); 7,23 — 7,07 (m,
3H); 5,94 (d, J = 3,7 Hz, 1H); 4,48 (d, J = 3,7 Hz, 1H); 4,27 (d, J = 2,8 Hz, 1H); 4,23 — 4,10
(m, 2H); 3,90 — 3,81 (m, 2H); 3,36 (dd, J = 13,0, 3,5 Hz, 1H); 2,93 (d, J = 11,8 Hz, 1H);
2,65 — 2,38 (m, 2H); 1,54 — 0,79 (m, 15H); RMN de 13C (CDCls, 75 MHz) & 147,6; 137,7;
134,5;131,5; 131,6; 131,0; 129,6; 129,2; 129,0; 128,8; 128,6; 128,0; 126,8; 126,2; 111 4,
105,0; 86,0; 78,1; 76,9; 49,5; 48,4, 44,6; 30,2; 29,7; 29,3; 28,9; 28,4, 26,8; 26,1; 26,0;
HRMS-ESI: calculado [M-H]* 596,3483; calculado 596,3481.
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