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RESUMO

O Alzheimer & uma doenca neurodegenerativa, multifatorial, de etiologia ainda ndo
conhecida. Apesar disto, sabe-se que o acumulo e agregacéo do peptideo B-amiloide
(AB) no tecido cerebral possui um papel fundamental no progresso da doenca. Nas
Gltimas décadas, na busca por um terapia curativa para o Alzheimer, substancias
capazes de inibir a agregacao de AB foram identificadas e avaliadas. Dentre estas, o
acido ferdlico, a curcumina e o scyllo-inositol foram descritos como inibidores de
agregacédo de AB. No sentido de contribuir para a identificacdo de um inibidor da
agregacdo de AR com propriedades otimizadas, desenvolveu-se, no contexto do
presente trabalho, a sintese de hibridos do scyllo-inositol com a curcumina e com o
acido ferulico. De acordo com a rota sintética proposta, partiu-se do myo-inositol para
obtencdo do DL-1,4,5,6-tetra-O-benzil-myo-inositol, um precursor-chave para
preparacdo dos hibridos planejados. A partir deste diol e dos acidos bromo- ou
cloroacético, nas condi¢cdes da reacdo de Mitsunobu, esperava-se obter a-halo
ésteres derivados do scyllo-inositol, precursores de hidridos da curcumina. Entretanto,
0 uso da reacdo de Mitsunobu para derivatizacao e inverséo do centro estereogénico
do diol se mostrou eficaz apenas para a reacdo com o acido cloroacético e obtencéo
do derivado a-cloroacetato. A remocéo dos grupos benzila protetores, em presenca
de bromato de sdodio e ditionito de sodio, conduziu a formagéo do derivado que foi
submetido a reacdo de alquilacdo da curcumina. No entato, o hidrido esperado néo
foi obtido. Adversamente, as condicbes empregadas (carbonato de potassio em N,N-
dimetilformamida), favoreceram a hidrélise do grupo éster do derivado inositélico, em
lugar da alquilacé&o da hidroxila fendlica da curcumina. Por outro lado, a reacdo entre
o DL-1,4,5,6-tetra-O-benzil-myo-inositol e o &cido ferulico, empregando-se as
condi¢cdes de Mitsunobu, permitiu a obtencdo do hibrido (scyllo-inositol benzilado)-
acido ferulico, que foi caracterizado por andlise dos seus espectros de RMN. Espera-
se a obtenc¢do do hibrido planejado apds etapa de desbenzilagcao oxidativa. O hibrido
(scyllo-inositol)-acido ferdlico sera avaliado quanto ao seu potencial de inibir a
formacéao de fibrilas de A, utilizando-se microscopia eletrbnica.

Palavras-chave: Alzheimer. Scyllo-inositol. Curcumina. Acido ferdlico. Reacéo de
Mistunobu.
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ABSTRACT

Alzheimer is neurodegenerative disease, multifactorial and its etiology is still not
known. Despite that, it is known that the accumulation and aggregation of amyloid-f3
(AB) in the brain tissue has a crucial in the desease’s progression. In the last decades,
during the search for Alzheimer treatments, some molecules were identified and
avalueted as capable of inhibit the AR aggregation. Ferulic acid, curcumin and scyllo-
inositol were reported as inhibitors of AR aggregation. In order to contribute to the
identification of an optimized AR aggregation inhibitor, the synthesis of scyllo-inositol
hybrids with curcumin and ferulic acid was developed, in the context of the present
work. According to the proposed synthetic route, from the myo-inositol the DL-1,4,5,6-
tetra-O-benzyl-myo-inositol, a key precursor for preparing the planned hybrids, was
obtained. From this diol and the bromo- or chloroacetic acids, under the Mitsunobu
reaction conditions, a-halo esters derived from scyllo-inositol, precursors of curcumin
hybrids, were expected. However, the use of the Mitsunobu reaction for derivatization
and inversion of the diol stereogenic center was effective only for the reaction with
chloroacetic acid to obtain the a-chloroacetate derivative. Removal of the benzyl
protecting groups in the presence of sodium bromate and sodium dithionite led to the
formation of the derivative which was subjected to the curcumin alkylation reaction.
Neverthless, the expected hybrid was not obtained. Instead, the conditions employed
(N, N-dimethylformamide potassium carbonate) favored hydrolysis of the ester group
of the inositolic derivative rather than alkylation of the phenolic hydroxyl of curcumin.
On the other hand, the reaction between DL-1,4,5,6-tetra-O-benzyl-myo-inositol and
ferulic acid, using Mitsunobu conditions, allowed to obtain the hybrid (benzylated
scyllo-inositol)-ferulic acid, which was characterized by analysis of its NMR spectra. It
is expected to obtain the planned hybrid after a oxidative debenzylation step. The
hybrid (scyllo-inositol)-ferulic acid will be evaluated for its potential to inhibit AB fibril
formation using electron microscopy.

Key words: Alzheimer. Scyllo-inositol. Curcumin. Ferulic Acid. Mitsunobu reaction.
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1 INTRODUCAO

1.1 ALZHEIMER

A doenca de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa
caracterizada pela morte progressiva de neurdnios. E definida pela perda de
células colinérgicas, emaranhados neurofibrilares, deposicdo de placas
formadas pelo peptideo beta-amiloide (AB) no hipocampo e neocortex cerebral,
gue resultam na perda de sinapses. Desta forma, apresenta como sintomas a
deméncia, perturbacdes comportamentais e declinio cognitivo (CREED;
MILGRAM, 2010).

Estima-se que mais de 80% dos casos de deméncia no mundo
estejam relacionados a esta doenca (POSPICH; RAUNSER, 2017). Segundo a
Organizacao Mundial da Saude (OMS), em todo o mundo, 0 nUmero de pessoas
sofrendo com deméncia é estimado em 50 milh&es, sendo que 30-35 milhdes
possuem Alzheimer, que acomete principalmente pessoas idosas. Em pessoas
entre 65 e 69 anos, uma dentre 50 sofre de deméncia. Essa razdo é de uma
dentre cinco pessoas com idade entra 85-89 anos.

A etiologia do Alzheimer ndo é completamente compreendida
até o momento, sendo uma doenca de origem complexa e multifatorial. No
entanto, dentre dos marcadores neuropatoldégicos da mesma se encontram as
placas senis formadas por agregados de proteina B-amiloide, acumulacdo de
filamentos de proteina tau nos emaranhados neurofibrilares e degeneracao
neural associada a gliose extensiva (Figura 1). Processos inflamatdrios,
anomalias mitocondriais e reducdo dos niveis de acetilcolina também sao
associadas a doenca (LASHLEY et al., 2018; PRATICO, 2005).
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Figura 1. Neuropatologias do Alzheimer (Adaptado de Lashley et al 2018).

A cascata B-amiloide fomenta uma das principais hipéteses
etioldgicas do Alzheimer. E amplamente aceito que o acimulo de AB no cérebro
seja um fator determinante da doenca, desta forma, justifica-se o estudo intenso
desta hip6tese na busca por novas alternativas terapéuticas (SOTO-ORTEGA et
al., 2011).

1.1.1 Cascata B-amiloide

A hipotese da cascata de AR, desenvolvida em 1991 por
Hardy e Higgins, considera que o acumulo do peptideo AB no tecido neural seja
0 evento inicial que desencadeia o Alzheimer. O acumulo de AR leva entédo a
agregacado desse peptideo, formando estruturas menos solluveis que dariam
origem a placas que, por sua vez, originam os emaranhados neurofibrilares em
conjunto com proteina tau (MACLEOD et al., 2015; SELKOE, 1999).

O peptideo AB é proveniente da clivagem de uma proteina
transmembrana denominada Proteina Precursora de Amiloide (APP). Esse
peptideo corresponde a parte do dominio extracelular e parte do dominio
transmembrana da APP (Figura 2). A clivagem da APP envolve enzimas
proteoliticas, dentre as quais, a, B e y-secretases. As duas primeiras competem
pela clivagem do dominio extracelular da APP, em diferentes pontos,

participando do processo central de regulagédo da formacao de A.
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A clivagem da APP por a-secretase ocorre no segmento AB e
leva & formagdo sAPPa, um peptideo com atividade neurotréfica e
neuroprotetora. Por outro lado, a clivagem do dominio extracelular conduzida
pela B-secretase ocorre na terminagéo-N do AB, constituindo a primeira etapa
para sua formacao, concluida pela acao da y-secretase que cliva na terminacgao-
C. Essa segunda clivagem pode acontecer entre diferentes residuos de
aminoacidos, o que permite que o peptideo AB possa ser constituido de 37 a 42
aminoacidos, sendo AB40 e APz as isoformas mais comuns (Figura 2) (DE
JESUS DE PAULA et al., 2009; MAKIN, 2018; O’BRIEN; WONG, 2011;
POSTINA, 2008).

a-secretase  [P-secretase

]—{z:,

extracelular

msalsc&s ! A3t Be ||

intracelular
y-secretase

APP = Proteina Precursora de Amiloide (transmembrana);

1) Clivagem da APP pela a-secretase: formacéo do peptideo sAPPa, neurotrdfico e neuroprotetor;

2) Clivagem por B- e y-secretases: formacgdo do peptideo AR, cujo acimulo no tecido neural estd
associado a etiologia do Alzheimer.

Figura 2. Papel das secretases na formacao do peptideo B-amiloide e suas
consequéncias para o desenvolvimento do Alzheimer (Adaptado de Makin, 2018).

Em suas formas monomeéricas, os peptideos ABso e APz sao
soltveis, in6cuos e conformacionalmente aleatérios. Uma vez no meio
extracelular, em contato com membranas lipidicas e certos metais, pode ocorrer
a inducdo de dobra na estrutura dos filamento de AB, o que favorece a
associacao destes em formas oligoméricas (BANERJEE, 2014). Oligdmeros de

AB sollaveis de baixo peso molecular se agregam linearmente dando origem a
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protofibrilas, fibrilas e placas insolaveis. As estruturas insolUveis sdo entendidas
como patogénicas (Figura 3).

fibrila;
neurotoxica

protofibrila

monomero oligobmero

S
I ="
oS5
a\©
S=Z

[

soluveis

il T D b

insoluvel

Figura 3. Processo de agregacéo do peptideo B-amiloide — nomenclatura e
solubilidade de cada estrutura formada ao longo do processo.

1.1.2 Vias Terapéuticas

Ainda que nado haja tratamento curativo para o Alzheimer, sao
clinicamente disponiveis farmacos que auxiliam no tratamento dos sintomas nos
estagios iniciais, em especial, o declinio cognitivo. Estdo disponiveis quatro
inibidores de acetilcolinesterases, sendo esses, a rivastigmina, o donepezil, a
galantamina e a tacrina (MORSY; TRIPPIER, 2018) e um antagonista do
receptor de N-metil-D-aspartato (receptor NMDA), a memantina (FISH et al.,

2018). A Figura 4 ilustra as estruturas desses farmacos.
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Figura 4. Farmacos atualmente disponiveis para o tratamento sintomatico do
Alzheimer: Tacrina, donepezil, galantamina e rivastigmina (inibidores de
acetilcolinesterase); memantina (antagonista NMDA).

Os anticolinesterasicos sdo inibidores da enzima
acetilcolinesterase, responsavel pela degradacéo da acetilcolina. O aumento nos
niveis de acetilcolina no sistema nervoso central oferece melhora da funcéo
cognitiva nos pacientes com Alzheimer (HAMPEL et al., 2018). Desde a década
de 1970, o sistema colinérgico é conhecido pelo seu importante papel na funcao
cognitiva (DRACHMAN; LEAVITT, 1974). Os beneficios dos inibidores de
acetilcolinesterase a longo prazo, no entanto, sdo questionados. Enquanto
estudos afirmam e defendem sua eficacia por longos periodos (WALLIN et al.,
2007), outros dizem que a melhora dos pacientes submetidos a esse tratamento,
apos trés anos de uso, é da mesma ordem que pacientes que receberam placebo
(PETERSEN et al., 2005).

Além dos farmacos que agem no sistema colinérgico, esta
disponivel a memantina, um antagonista ndo-competitivo do receptor NMDA
(FISH et al., 2018). Esse receptor trata-se de um canal idnico que controla a
passagem de ions célcio no neurdnio transmissor. Em pacientes com doencas
neurodegenerativas, como o Alzheimer, ha uma maior atividade do receptor em
questdo. A atividade prolongada permite que o canal de Ca?* permaneca aberto,
ocasionando entrada de Ca?* em excesso e causando a morte celular (LIPTON;
ROSENBERG, 1994).

Outras abordagens com vistas ao tratamento curativo do
Alzheimer estdo sendo investigadas. Uma delas corresponde a busca por

inibidores de B e y-secretases. Dessa forma, varias substancias inibidoras
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dessas secretases alcangcaram fases de estudo clinico para o Alzheimer, ainda
que, nenhuma dessas tenha sido aprovada pelo FDA (Food and Drug
Administration) ou qualquer outro 6rgéo regulador no mundo. Um dos efeitos
indesejados da terapia com inibidores de secretases comumente relatado € o
declinio das fun¢cées motoras dos pacientes. Possivelmente, o insucesso desta
abordagem esteja associado a intervencdo em outras vias proteoliticas
importantes, das quais também participam essas secretases (FISH et al., 2019).

As substancias verubecestat (MK-8931), lanabecestat e

atabecestat sdo alguns exemplos de inibidores de B-secretase (Figura 5).
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Figura 5. Inibidores de B-secretase.

Em estudos pré-clinicos e clinicos, o verubecestat reduziu a
concentragdo de espécies toxicas de AR no cérebro de animais e pacientes
humanos com Alzheimer. No entanto, os estudos clinicos (fase Il/lll) foram
interrompidos devido as evidéncias de que esse farmaco nao é eficaz em evitar
a progressdo do Alzheimer (NCT01739348, clinicaltrials.gov). O lanacestat
também atingiu estudos de fase ll/lll, sendo bem tolerado. No entanto, os
resultados dos estudos para determinacdo da dosagem nao foram consistentes,
ou reprodutiveis. Outros estudos de fase Ill estdo ainda em andamento
(NCT02783573 e NCT02972658, clinicaltrials.gov). O atabecestat esta sendo
estudado em pacientes assintomaticos com risco de desenvolvimento de
Alzheimer (fase Ill) (WESSELS et al., 2019).
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Outra abordagem de busca de novos farmacos contra o
Alzheimer considera a prevencao da agregacdo de monémeros ou oligdbmeros
de baixo peso molecular do peptideo Ap em oligbmeros e protofibrilas insoltveis
de alto peso molecular (FISH et al., 2018). O presente trabalho é baseado nessa
abordagem.

1.1.3 Metodologias De Avaliacdo Da Atividade Inibitéria Da Agregagéo De AR.

Varias metodologias séo utilizadas determinar o potencial de
substancias como inibidores de agregacdo de AB. Dentre essas, as principais
metodologias utilizadas sao métodos espectroscopicos, como
espectrofluorometria e dicroismo circular, como também métodos de
microscopia (VICIDOMINI et al., 2019).

A espectroscopia de fluorescéncia ou espectrofluorometria
requer o uso de corantes fluorescentes que se associam fortemente por forcas
ndo covalentes as fibrilas do peptideo AB. Os corantes mais comumente
utilizados sao a tioflavina-T e o vermelho do congo (Figura 9).

Tioflavina-T

Vermelho do Congo

SOzH

Figura 6. Corantes utilizados no método de fluorescéncia para quantificar Ap.

De modo geral, nos ensaios empregam-se diferentes
concentracdes do inibidor, o que permite determinar valores de ECso, e portanto,
qguantificar a atividade inibitéria. Essa técnica pode ser inadequada para
avaliacdo da atividade de compostos polifendlicos, por esses apresentarem
fluorescéncia (CUI et al., 2013; XUE; LIN; CHANG, 2017).

Por outro lado, os meétodos de dicroismo circular e de
microscopia s&o qualitativos e mais diretos para a observacdao da

agregacao/desagregacéao de AR.
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A espectroscopia de dicroismo circular se baseia na
determinacdo da absorbancia a partir da aplicacdo, sobre a amostra, de luz
polarizada no sentido horario ou no sentido anti-horario. Isto permite identificar
os padrdes das estruturas secundarias de proteinas. Considerando que o A
sofre mudancgas conformacionais durante o processo de agregagao, passando
de a-hélice para folha-B. Por dicroismo circular, pelo acompanhamento das
bandas em 195 e 218 nm é possivel identificar a formacé&o de estruturas de folha-
B, indicando a agregacéo do peptideo. Diferentes protocolos de solubilizacao e
dissociagdo do peptideo podem ser utilizados de forma a obter o controle do
experimento. Uma vez que o espectro do controle € obtido, os demais espectros
onde a solucéo de AB estd em contato com determinados compostos, podem ser
comparados ao controle de forma qualitativa (CUI et al., 2013; JUSZCZYK;
KOLODZIEJCZYK; GRZONKA, 2005).

Tanto microscopia de forca atdmica (MFA) quanto microscopias
eletrbnicas de transmissdao (MET) ou varredura (MEV) sdo amplamente
utilizadas em avalia¢des qualitativas da agregacéo de AB, sendo estas técnicas
visuais e de facil compreenséo. As técnicas de microscopia eletrénica sdo Uteis
para a visualizacdo de fibrilas e protofibrilas, bem como, de suas morfologias
estruturais, no entanto ndo permite simular condicdes fisioldégicas, por nao
viabilizar o emprego de amostras em solu¢do. A MFA, por outro lado, permite o
uso amostras em solucdo, além possibilitar a distincdo entre oligbmeros,
protofibrilas e fibrilas facilmente (BRUGGINK; MAREIKE, 2011).

1.1.4 Inibidores Da Agregacéo Do Peptideo B-amiloide

Desde a década de 1990, diversas substancias de origem
natural e sintética foram avaliadas quanto o potencial inibidor da agregacao de
AB in vitro. Dentre os inibidores de agregacdo de AB identificados encontram-se
um derivado estirilbenzénico designado X-34, o galato de epigalocatequina, o
acido ferulico, o resveratrol, o acido rosmarinico, a curcumina e o scyllo-inositol
(LEE et al., 2012; ONO; HIROHATA; YAMADA, 2005). De acordo com as
estruturas dessas substancias, ilustradas na Figura 6, muitas dessas
correspondem a derivados 4-hidroxicinamoilicos, sendo esse um potencial

grupamento farmacoférico frente a inibicdo da agregagéo do AB.
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Figura 7. Estruturas de inibidores da agregacao do peptideo AB.

Dentre as substancias mencionadas acima, apenas o0 X-34 e 0
acido rosmarinico ndo atingiram estudos clinicos para o tratamento de
Alzheimer. O galato de epigalocatequina atingiu estudos de fase I/l
(clinicaltrials.gov, 2018, NCT00951834). O estudo foi conduzido em pacientes
nos estagios iniciais da doenca. O resveratrol também alcancou estudos de fase
clinica Il/lll para a doenga de Alzheimer. A partir dos resultados dos estudos de
fase Il concluiu-se que o resveratrol € capaz de modular a neuroinflamacao
comum em doencas neurodegenerativas e €, portanto, viavel para tratamento ou
prevencdo de doencas desse tipo (MOUSSA et al., 2017). O estudo de fase Il
para esta substancia ainda ndo possui resultados publicados (clinicaltrials.gov,
2012, NCT00678431).

Apesar do acido rosmarinico e o composto X-34 ainda ndo terem
alcancado estudos de fase clinica, seus potenciais como inibidores de
agregacdao do peptideo AB ja foram comprovados. In vitro, ambos 0s compostos
foram capazes de se ligar ao AB impedindo a agregacdo do mesmo, sendo a
capacidade do acido rosmarinico comparavel a da curcumina por estudos de
fluorescéncia (ONO et al., 2004; TAGUCHI et al., 2017).
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A curcumina € um composto de origem natural, obtido do
acafrdo-da-terra. E amplamente utilizada como condimento em paises da Asia,
sendo conhecidas suas atividades anti-inflamatéria (BROUET; OHSHIMA,
1995), antioxidante (SHARMA, 1976) e neuroprotetora (AGRAWAL et al., 2010).

Em um estudo de 2005 envolvendo 214 substéancias, derivados
curcumindides apresentaram o maior efeito inibitério de formacao de fibrilas de
AB, em ensaios de espectroscopia de fluorescéncia (KIM et al., 2005). Em
estudos que utilizaram culturas de neurdnios corticais de camundongos, 0
emprego de curcumina levou a diminuigdo dos niveis de AB e também da
maturacdo da APP. Neste estudo, a quantificacdo de AR foi realizada através do
método ELISA (do inglés, Enzime-linked Immunosorbent Assay) (BELKACEMI
et al., 2011).

No entanto, varios fatores dificultaramm a aplicacdo da
curcumina terapeuticamente como um agente anti-Alzheimer. Algumas de suas
caracteristicas envolvem baixa biodisponibilidade oral e baixa solubilidade em
agua (SHI et al., 2007). Um estudo clinico (fase I/Il), trouxe evidéncias de que a
curcumina é capaz de atuar na desagregacdo de depdsitos de AB no cérebro
(BAUM et al., 2008). Um segundo estudo clinico (fase Il) foi conduzido para
avaliar a seguranca e tolerabilidade de doses diferentes de curcumina em
pacientes com a doenca de Alzheimer. Apesar de trés individuos terem sido
retirados do estudo por sintomas gastrointestinais, a curcumina foi bem tolerada.
A partir deste estudo, no entanto, ndo foi possivel comprovar a eficacia
bioquimica da curcumina frente ao Alzheimer (RINGMAN et al., 2012).

O inositol € um poliol que possui nove estereoisémeros, sendo
oito deles de ocorréncia natural. Os mais comuns s&do o0 myo-, chiro- ,epi- € 0
scyllo-inositol, sendo o primeiro, o mais abundante. As estruturas dos nove

estereoisdmeros do inositol estédo apresentadas abaixo (Figura 7).
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Figura 8. Estereoisdmeros do inositol.

Os isbmeros myo-, epi-, scyllo-inositol foram testados in vivo
com base em resultados prévios obtidos de estudos por microscopia eletrdnica
de transmissdo (MCLAURIN et al., 2006). O estudo in vivo foi desenvolvido em
camundongos com superexpressao de mutacdes génicas especificas que
afetam a APP. A quantificacdo de AB no plasma foi realizada por cromatografia
gasosa acoplada a um espetrémetro de massa (CG-MS). O myo-inositol, apesar
de inibir a agregacdo de AB in vivo, ndo aumentou a perfomance cognitiva dos
animais. O epi-inositol forneceu resultados similares quanto a inibicdo de
agregacao de AB porém, com o avanco da doenca, deixou de ser efetivo (FENILI
et al., 2007).

In vitro, a capacidade do scyllo-inositol em inibibir a agregacéo
de AB foi comprovada através de espectroscopia de dicroismo circular e por
microsocopia eletrénica de transmissdo (MCLAURIN et al., 2000). Estudos in
vivo revelaram que a fungao cognitiva de roedores submetidos a tratamento com
scyllo-inositol foi melhorada, estando isto associado a diminuigéo da quantidade
de placas de agregados de AB e aumento da concentracdo plasmatica das
espécies monoméricas em 133% (TOWNSEND et al., 2006). Além disso, outros
estudos mostraram que roedores em diferentes estagios da doenga

apresentaram efeitos terapéuticos positivos quando submetidos a tratamento
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com este ciclitol. Esses resultados trazem evidéncias de que o scyllo-inositol atua
nao somente promovendo a desagregacéao de placas ja formadas mas, também,
previne a formacgéao de novas placas (MCLAURIN et al., 2000a; NITZ et al., 2008).
Este composto se mostrou um potencial agente anti-Alzheimer, sendo dose-
dependente para casos avancados. Os resultados de estudo clinico (fase 1)
indicaram a ocorréncia de um numero maior de casos de infec¢cdes sérias e
efeitos colaterais neuroldgicos e psiquiatricos quando o scyllo-inositol foi
empregado em altas doses (MA; THOMASON; MCLAURIN, 2012; TANAKA;
TAKENAKA; YOSHIDA, 2015).

O &cido ferulico é comumente encontrado em vegetais como
alcachofra, berinjela, farelo de trigo e farelo de milho (SAULNIER; THIBAULT,
1999; SMITH; HARTLEY, 1983), sendo descrito na literatura como antioxidante
e um potencial agente para doencas neurodegenerativas (ARDIANSYAH et al.,
2008; HUDSON et al., 2000; JUNG et al., 2007). Além prevenir a agregacao de
AB, promove a desagregacdo de fibrilas ja formadas (ONO; HIROHATA,
YAMADA, 2005). Ono e colaboradores (2005) compararam a atividade inibitoria
frente a agregacdo de AB do &cido ferdlico com a de curcumina, rifampicina e
tetraciclina (moléculas previamente descritas como inibitérias de agregacao de
AB), e concluiram que o acido ferdlico possui alto potencial inibitorio, sendo seu
efeito pouco menor que da curcumina.

Derivados hidrossoluveis sintéticos do acido ferulico (Figura 8)
mostraram potenciais de inibicdo de agregacdo de AP similares aos do acido
fertlico (KIKUGAWA et al., 2015).

(0] (0]
/O AN O/H/\OH /O AN O/H/\O/\/\OH
HO OH HO OH OH

1-feruloil glicerol 1-feruloil diglicerol

Figura 9. Derivados hidrossoluveis do acido fertlico com atividade inibitéria da
agregacao de AP reportados por Kikugawa et al., 2015.
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1.2 HIBRIDAGAO MOLECULAR COMO ESTRATEGIA NO PLANEJAMENTO DE NOVOS
FARMACOS

Moléculas hibridas, em quimica medicinal, resultam da juncéo
de duas ou mais moléculas, com grupamentos farmacofoéricos distintos, de modo
gue cada porcéao farmacoférica conserve seu potencial de interagir com seu alvo
molecular, desta forma, diversificando a resposta farmacoldgica.

Existem diferentes formas de hibridacdo. A jungdo das
moléculas pode ser feita através de um espacador (linker) ou ndo, bem como,
da sobreposicao de duas moléculas. Os linkers sdo grupamentos utilizados para
a obtencdo do hibrido, se tratam geralmente de cadeias poliméricas, anéis
aromaticos ou heteroaromaticos, dentre outras opcoes.

Essa abordagem mostrou-se especificamente util em casos de
doencas multifatoriais, como é o caso da doenca de Alzheimer. Além de
interacBes multiplas com o alvo, ou multiplos alvos, a utilizacdo de moléculas
hibridas diminui ainda o risco de interagdo entre os farmacos se ambos forem
utilizados simultaneamente. A utilizacdo de uma substancia Unica, também
favorece o estudo farmacodinamico e farmacocinético simplificado (SCHMITT et
al., 2004).

Com esse enfoque, varios hibridos moleculares tém sido
estudados para em busca de novas terapias para o Alzheimer. Hibridos da
tacrina, do donepezil, da rivastigmina e da galantamina mostraram atividade
inibitéria de acetilcolinesterase superior que os farmacos referéncia (SINGH et
al., 2016). Hibridos da curcumina foram também avaliados, incluindo hibridos
entre a curcumina e a rivastigamina que mostraram potencial como inibidores de
acetilcolinesterase. Além disso alguns hibridos ainda mostraram capacidade
inibitéria de agregacao de AR similares a curcumina nos ensaios conduzidos por
microscopia eletr’onica de transmissao (LI et al., 2014).

A avaliacao da atividade inibitoria da agregagcédo de AB42 de um
hibrido resveratrol-clioquinol mostrou que este € capaz e de desestabilizar
também as protofibrilas ja formadas do mesmo fragmento de peptideo (SAINI et
al., 2019). Uma série de hibridos resveratrol-maltol foram também sintetizados e
avaliados como potenciais agente de inibicdo de AB, antioxidante e quelante de
metais. A atividade inibitoria de agregacédo de AB foi analisada for fluorescéncia

utilizando tioflavina-T como corante e também por microscopia eletronica de
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transmissdo. Os hibridos resveratrol-maltol com os substituintes nas posi¢des 2
e 4 (Figura 10) sendo hidroxilas se mostraram mais promissores que o restante
da série sintetizada, mostarndo um potencial inibitério de agregacdo de Ap
superior ao préprio resveratrol (CHENG et al., 2018). A Figura 10 mostra as
estruturas das substancias sintetizadas por Saini et al. (2019) e Cheng et al.
(2018).

série hibridos resveratrol-maltol

hibrido resveratrol-clioquinol

R = 4-H, 4-Cl, 3-F, 4-N(Me),, 4-NO,,
4-OEt, 2-OMe, 3,5-(OMe),, 4-OH,
2-OH, 3,5-(OH),

Figura 10. Hibridos de resveratrol sinsetizados por Saini et al., 2019 e Cheng et al.,
2018.

1.3 DESENVOLVIMENTO DE HIiBRIDOS MOLECULARES DO ScCYLLO-INOSITOL

Com base no exposto acima, no contexto deste trabalho, nos
propomos a desenvolver hibridos moleculares entre derivados 4-
hidroxicinamoilicos (curcumina, scyllo-inositol e acido ferdlico) como agentes

anti-agregacao do AR, conforme a Figura 11.
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Figura 11. Hibridos moleculares derivados 4-hidroxicinamoilicos.

Os hibridos H1 e H2 propostos sdo provenientes da juncao da
curcumina com o scyllo-inositol a partir de um linker éster em diferentes
posi¢cdes. Enquanto o hibrido H3 seria originario da sobreposi¢cdo do &cido
ferdlico com o scyllo-inositol.

O nucleo 4-hidroxicinamoilico, presente na curcumina e acido
ferulico, € comum a vérios inibidores de agregacao do AB. Ja o scyllo-inositol, €
um composto poliidroxilado de estrutura bastante diferente dos demais que
também possui atividade frente a AB. Como base nas diferengas estruturais dos
compostos, espera-se que a juncdo dos mesmos resulte em uma melhora na
interacdo com o peptideo em questédo, resultando numa taxa melhor de inibicdo
de AB do que os compostos nado hibridizados. Além disso, a adicdo do scyllo-
inositol deve afetar as propriedades fisico-quimicas dos derivados 4-
hidroxicinamoiliocos hibridos, favorecendo a hidrossolubilidade dessas

substancias.
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2 OBJETIVOS

Obter de hibridos moleculares derivados do scyllo-inositol
contendo o grupo 4-hidroxicinamoila como potenciais inibidores da agregagao
do peptideo B-amiloide (AB). Sendo H1 e H2 hibridos hibridos (scyllo-inositol)-

curcumina e H3 um hibrido (scyllo-inositol)-acido ferulico.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com vistas a obtencédo sintética dos hibridos moleculares
planejados, H1, H2 e H3 (Figura 11, pagina 14), desenvolveu-se as analises
retrossintéticas apresentadas a seguir (Figura 12 e 13). Propusemos que a
obtencéo dos hibridos H1 e H2 seria viabilizada pela alquilagdo da curcumina
com derivado 1-haloacetil do scyllo-inositol (2 (X = CI) ou 3 (X = Br)).
Consideramos que os ésteres 2 e 3 poderiam ser preparados a partir de acidos
haloacéticos correspondentes e do derivado tetra-O-benzilado 4, de
configuracdo myo, por meio de reacdo de Mitsunobu, que permite a inversao da
configuracdo do centro estereogénico, com base na estratégia empregada por
Chung e colaboradores (1999) para obtencdo do monobenzoato do scyllo-
inositol (9, Figura 15, pagina 19). O derivado 4, por sua vez, pode ser obtido a
partir de do myo-inositol comercial em trés etapas (CHUNG et al., 1999) (Figura
12).

o O

HsCO O N = O OCH;
HO curcumina OH

H1 (1)

ou i o OH OH

X Reagdo de
QJ\/ Mitsﬁnobu HO OBn HO OH
H2 HO : OBn
. . ; BnO™ “'OBn — HO" “OH
BnO™ “OBn OBn OH
oen (4) myo-inositol
5
(2) X=Clou (5)
(3) X =Br

Figura 12. Andlise retrossintética para a obtencéo de H1 e H2.

A proposta de obteng&do do hibrido H3 envolveu um numero
menor de etapas, de modo que consideramos que esse hibrido poderia ser

resultante da desbenzilagcdo de 6, o qual seria obtido pelo emprego do diol 4
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como substrato de uma inversdo de Mitsunobu, diretamente com o derivado 4-

hidroxicinamoilico, no caso, o acido ferulico (7) (Figura 13).

OH
HO OBn
o . —
H3CO X Yo Reacao de 5NO OBn
Bno. - .OB Mitsunobu OBn
n n N
HO i 4 myo-inositol
H3 T . 5 @ ()
BnO' ‘OBn +
OBn 0
HO 4c. fertlico

M

Figura 13. Andlise retrossintética para a obtencéo de H3.

Dessa forma, os hibridos moleculares derivados do scyllo-
inositol propostos no presente projeto (Figura 11, pagina 14) tém como
precursor-chave o diol 4, de acordo com a rota sintética apresentada abaixo
(Figura 13).

(0]

O)J\/X

OBn HO_~__0Bn

Mitsunobu (2) X=Clou
—_— -
iy - ., (3) X=Br

‘OBn BnO' ‘OBn

(4) OBn
Alquilagao/

Mitsunobu | ac. ferdlico (7) curcumina (1)

Desbenzilagédo

(0]
H3;CO N 0
HO BnO\Q,OBn
(6) BnO OBn
OBn
Desbenzilagdo
0}
H3;CO N 0
HO : OH
HO oﬁ) OH
. . H2
H3 HO" “"OH O, WOH
OH

Figura 14. Rota sintética para obten¢éo dos hibridos H1, H2 e H3.
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1.4 OBTENCAO DO PRECURSOR-CHAVE 4, O DL-1,4,5,6-TETRA-O-BENZIL-MYO-

INOSITOL

A sintese do diol 4 foi descrita por Chung et al. em 1999, sendo
este um precursor sintético do scyllo-inositol em rota que parte de seu

diastereoisdbmero comercialmente mais acessivel, o0 myo-inositol (Figura 15).

(5) (8 4 ©)

a. (CH3),C(OCH3),, TsOH anidro, DMSO; b. (/) NaH, BnBr, DMF; (ii) AcOH; c. PPh3; DEAD, BzOH

Figura 15. Rota para obteng&o do derivado scyllo-inositol a partir do myo-inositol
descrita por Chung et al. (1999).

Pelo emprego dessa metodologia, obtivemos o diol 4 em trés
etapas. Primeiramente, as hidroxilas cis vicinais do myo-inositol foram
estereosseletivamente protegidas, utilizando-se o 2,2-dimetoxipropano e acido
p-toluenossulfénico como catalisador (Esquema 1) (CHUNG et al., 1999). O

acetonideo 8 foi obtido como mistura racémica com 56% de rendimento.

2,2-dimetoxipropano
TsOH

_

DMSO, 90°C
56%

(5

Esquema 1. Sintese do DL-1,2-O-isopropildeno-myo-inositol (+8).

A formacao do acetonideo 8, nessas condigdes, foi decorrente
da protonacdo de uma das metoxilas do 2,2-dimetoxipropano, seguida da

eliminacdo de metanol. O ion resultante é susceptivel & adicdo nucleofilica de
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hidroxila do ciclitol. A participagdo de uma das hidroxilas vicinais cis neste
processo, favorece a formacéo do cetal ciclico de cinco membros.

A partir da andlise do espectro de RMN de 'H (Apéndice 1,
pagina 52) foi possivel confirmar a estrutura do composto 8. Observa-se que
atribuicoes dos sinais de RMN mencionadas na sequéncia do texto, se referem
a numeracao dos atomos da estrutura do myo-inositol estabelecida pelo Comité
de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica, em 1988 (Figura 16)

(“Numbering of atoms in myo-inositol”, 1989)

, Ho OH HO OH 0 OH
HO s 4, e gal,
hg ® 1 oM HO' ‘OH HO' 'OH

OH OH
myo-inositol DL-1,2-O-isopropildeno-myo-inositol
(5 ()]

Figura 16. Numerag&o dos atomos do myo-inositol e de derivados estabelecida pelo
Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioguimica empregada na
designacéo da atribuicdo dos sinais de RMN.

No espectro de RMN de 'H de 8, os dois singletos em & 1,55 e
1,41 caracterizam as metilas do grupamento isopropil. A configuragcdo syn do
cetal ciclico formado foi evidenciada pela constante de acoplamento de 4,6 Hz
dos sinais em & 4,52 e 4,10, referentes a H-1 e H-2, respectivamente,
caracteristica do acoplamento vicinal axial-equatorial. Esses e 0s demais sinais
observados no espectro estdo de acordo com os dados descritos na literatura
para 8 (CHUNG et al., 1999).

Subsequentemente, a protecdo das hidroxilas livres do
acetonideo 8 foi feita por reacao com brometo de benzila, na presenca de hidreto
de sddio (Esquema 2). Apos purificacdo, o derivado foi obtido com rendimento
de 92%.

I I

o]
o OH ' BnBr, NaH OBn
—_—
HOW “ioq DMF, 0°C-ta Bpo" “OBn
OH 92% OBn
(¥8) (£10)

Esquema 2. Sintese do DL-1,4,5,6-tetra-O-benzil-2,3-isopropilideno-myo-inositol (+10).
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A reacdo substituicdo nucleofilica bimolecular das hidroxilas
livres do derivado inositélico com o brometo de benzila foi favorecida
desprotonacao prévia conduzida por ions hidreto.

A caracterizacdo do produto foi feita pela analise do espectro de
RMN de 'H (Apéndice 2, pagina 52). Verificou-se a presenca de sinais entre 3
7,27 e 7,37 correspondentes a vinte hidrogénios aromaticos, com também os
sinais correspondentes aos oito hidrogénios metilénicos dos grupos benzilas em
0 4,87-4,72. Os demais sinais do espectro estdo de acordo com os dados
descritos na literatura (CHUNG et al., 1999).

Partindo-se de 10, obteve-se o diol 4 com rendimento de 55%, por
hidrélise do grupo cetal em meio &cido, utilizando-se acido acético sob refluxo,
de acordo com descrita na literatura (CHUNG et al., 1999) (Esquema 3).

#\o OH

o) OBn HO OBn
AcOH . )

Bno\" "/OBn Refluxo BnO' ‘OBn
OBn 55% OBn

(#10) (#4)

Esquema 3. Sintese do DL-1,4,5,6-tetra-O-benzil-myo-inositol (+4).

Em favor da evidéncia de sua formacéo, no espectro de RMN de
'H de 4 (Apéndice 3, pagina 53) ndo foram observados os sinais referentes as
metilas do grupamento cetal do precursor 10. O tripleto em & 4,20, referente ao
H-2, de constante de acoplamento de 2,6 Hz referente ao acoplamento
equatorial-axial com H-1, caracteriza a configuracdo myo do derivado inositélico
(Figura 17). Os demais sinais, referentes aos hidrogénios carbindlicos, em &
3,97, 3,84 e 3,50-3,45, aqueles referentes aos hidrogénios dos grupos benzila &
7,33-7,30 e 4,96-4,71, estdo de acordo com os dados descritos na literatura
para o composto 4 (CHUNG et al., 1999).

OH
BnO
BnO 2 H 4,20 ppm
BnO
BnO 1 OH Jaxial-equatorial =2,6Hz
H
' ‘3,45—3,50 ppm (sobreposto a H-3 e H—5)‘

Figura 17. Caracterizacdo da configuracdo myo do composto 4 por RMN de H.
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1.5 OBTENCAO DOS ESTERES HALOGENADOS 2 E 3 POR REACAO DE MITSUNOBU

A reacdo de Mitsunobu utiliza fosfinas e azodicarboxilatos de
alquila para a transformacdo de alcoois em outras fungdes organicas por
substituicdo nucleofilica, sendo especialmente importante na conversdo de
alcoois secundarios por permitir a inversdo da configuracdo do centro
estereogénico. A escolha dessa reacao para a obtencdo de derivados éster do
scyllo-inositol foi baseada nha metodologia descrita por Chung (1999), que utilizou
a reacdo de Mitsunobu, empregando &cido benzoico, para inverter a
configuracdo do carbono C-1 do ciclitol de configuragdo myo, permitindo a
obtencéo de produto de configuracéo scyllo (Figura 14, pagina 20, etapa c).

De acordo com o mecanismo proposto para a reacdo de
Mitsunobu (Esquema 10), o processo reacional parte da adicéo de trifenilfosfina
ao nitrogénio do azodicarboxilato de alquila (1), gerando uma betaina (ll). Esta
espécie promove a desprotonacdo do acido carboxilico e resulta no derivado
fosfonio Il que irA promover a ativacdo do diol reagente (IV) para substituicdo
nucleofilica. A reacdo com ion carboxilato, que resulta na inversdo da
configuracéo do carbono carbindlico apresenta o grupo oxifosfénio em axial (1V)
(Figura 19), sendo que o mecanismo envolvido é bimolecular. A aproximacédo do
nucleofilo ao carbono com grupo oxifosfébnio em equatorial € estericamente

desfavoravel, conforme ilustrado na Figura 20.

®
~ 9 Q ©PPhs O  PPh,
rRo._N2 RO™ NN~ OR ? N__OR
T N oR R o J RO™ N

el /\ R
T oBn ROJ\N’N\H/OR L9 oen JOL o= OBn
o L7 g VT o T i e wet T g
BnO BnO BnO
(16) éster de
configuragdo myo configuracéo scyllo

Figura 18. Mecanismo da reacao de Mitsunobu envolvendo o diol 30 e &cidos
carboxilicos.
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OH

OBn
® o OBn
PhsP~ ~—0Bn
BnO HH ;

,4’,%

Nu

Figura 19. Seletividade da reacdo de Mitsunobu para o diol 30 de configuracdo myo.

No contexto deste trabalho, foram utilizados os acidos bromo- e
cloroacético como reagentes nas condi¢des da reacédo de Mitsunobu envolvendo
o diol 4. A conversao deste em ésteres halogenados de configuracdo scyllo, por
meio de reacdo de Mitsunobu, viabiliza as rotas propostas para a obtencéo dos
hibridos H1 e H2, por reacbes de C- e O-alquilacdo respectivamente. Os
produtos esperados para estas conversdes seriam 0s ésteres 2 e 3, precursores

dos hibridos propostos H1 e H2 (Figura 21).

(o] OH o
HyCO ! N > ! OCH, O)K/Bf
HO ° OH OH C-alquilagéo HO - OBn
O, ~OH :> . , + curcumina
H1 BnO" “OBn 1)
HO” > oH 0Bn
OH @)
O OH

H;CO P OCHs

O O Ac
HO o o HOL_~__,OBn
oﬁ) O-alquilagéo \Qf )
OH :> + curcumina
BnO" “'OBn (1)

Ha O:@OH

OH

HO” ™
OH

Figura 20. Plano de obtencéo dos hibridos H1 e H2 a partir dos ésteres 2 e 3.

As investidas na preparacdo destes dois ésteres foram feitas,
tendo-se em vista que, de acordo com o que estad consolidado na literatura
(COSTA; PILLI; PINHEIRO; VASCONCELLOS, 2003), C-alquilacdes de
enolatos sédo favorecidas pelo emprego de brometos de alquila (por serem

eletrofilos relativamente mais moles que cloretos de alquila), em relagdo a O-
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alquilacdo. Por outro lado, os cloretos de alquila séo mais seletivos para
formacéo de derivados O-alquilados.

No entanto, as tentativas de obtencdo do éster bromado 3,
empregando-se trifenilfosfina e DIAD como reagentes, ndao foram bem
sucedidas, ainda que tenham sido avaliadas diferentes condi¢cdes reacionais,

variando-se a temperatura e solvente, conforme Tabela 1.

Tabela 1. Condicdes reacionais empregadas nas tentativas de obtencéo de 3

(0]
OH B
HO. 0Bn o)k/ r
L ac. bromoacético, DIAD, PPh; 1O OBn
BnO" “OBn i )
OBn BnO" “OBn
(£4) OBn
(*3)
Tentativa Solvente Temperatura Resultado (CCD)
. N3o houve
1 tolueno 80°C
consumo de 4
Consumo total de
a4
2 tolueno Refluxo o
Formacao de
multiplos produtos
. N3o houve
3 THF Ambiente
consumo de 4
N3o houve

consumo de 4
Formacao de
4 THF Refluxo multiplos produtos
(incluindo 11,
Figura 21, pagina
25)
*Em todos os casos foi empregada a seguinte propor¢cédo molar:
4/PPhs/DIAD/BrCH,COzH 1:2:2:2.

Na reacdo conduzidas em tolueno, a temperatura de refluxo
(tentativa 2, Tabela 1), observou-se por CCD, o consumo completo do diol 4,
bem como, formacao de vérios produtos. O bruto reacional dessa reacdo néo foi
submetido a purificacdo por cromatografia em coluna por conter varios produtos
de Rfs proximos. O bruto reacional da tentativa 4 (Tabela 1) foi submetido a
purificacdo cromatografica, por se apresentar mais limpo, apesar de ainda conter

material de partida. No entanto, ndo conseguiu-se isolar o produto esperado 3,
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nao havendo evidéncias de que este tenha sido formado, mesmo que com baixo
rendimento. Entretanto, isolou-se, com baixo rendimento, um composto cujos
espectros de RMN de 'H e 3C (Figura 22) (Apéndices 4 e 5, paginas 53 e 54)
indicam ser o DL-2,3,4,5-tetra-O-benzil-1-desoxi-1-bromo-scyllo-inositol (11),

inédito na literatura.

HO OBn BnO

\Q, BnO OH [3.73 ppm]

W "y BnO
BnO OBn BnO Br Jdiaxial = 1013
OBn / H
AN 3,89 ppm
2,3,4,5-tetra-O-benzil-1-bromo- s Rk

1-desoxi-scyllo-inositol (11) 57,2 ppm

Figura 21. Estrutura proposta para o produto isolado da reacao entre 4 e o0 acido
bromoacético, nas condi¢des da reacao de Mitsunobu, com base na analise dos
espectros de RMN de 'H e 3C.

A andlise do RMN de 'H (Apéndice 4, pagina 52) deste produto
revelou que sua estrutura é resultante da inversao de configuracdo do carbono
C-1, sendo a constante de acoplamento dos tripletos em & 3,89 e 3,73, referentes
a H-1 e H-2, de 10,3 Hz, caracteristica de acoplamento vicinal diaxial. Neste
espectro, sao também observados os sinais referentes aos grupamentos benzila
(entre 6 7,25 e 7,38 e entre & 4,95-4,80). Adicionalmente, no espectro de RMN
de 3C observou-se um sinal de carbono em & 57,2, caracteristico de carbono
diretamente ligado ao bromo. Em nenhum dos espectros se encontram
evidéncias de que a estrutura deste contenha grupo éster alfa-bromado.

O derivado 11 pode ser resultante de reacdo de Mitsunobu em
gue o ion brometo atuou como nucledfilo na etapa final de substituicdo. O ion
brometo pode estar disponivel no meio reacional, considerando sua formacéao
pela possivel reacao de substituicdo entre o &cido bromoacético e trifenilfosfina,
formando um ion fosfénio insolivel no meio reacional e, portanto, indisponivel
para a etapa substituicdo com o substrato inositolico (Figura 23). Este processo

também justifica a dificuldade encontrada para obtencéao do éster desejado, 3.
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0 PPh P e ©
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Figura 22. Proposta de reacéo paralela nas condi¢Bes de Mitsunobu. Justificativa para
obtencéo de 11.

A obtencdo do éster 2, por outro lado, foi conseguida por
adaptacdo de metodologia descrita na literatura, em que se empregou acido
cloroacético e diferentes alcoois em condi¢des de reacédo de Mitsunobu (SAIAH;
BESSODES; ANTONAKIS, 1992). O diol 4 foi submetido a reacdo em presenca
de DIAD, trifenilfosfina e &cido cloroacético, em tolueno, a 90 °C (Esquema 4),

fornecendo o éster de configuracao scyllo, com 74% de rendimento.

DIAD, PPh3 HO : OBn
Tolueno, 90°C BnO" “'0Bn

(4) (£2)

Esquema 4. Sintese do DL-1-O-(2-cloroacetil)-2,3,4,5-tetra-O-benzil-scyllo-inositol
(£2).

A estrutura de 2 foi caracterizada por RMN de 'H (Apéndice 6,
pagina 54). O tripleto em & 5,07 foi atribuido ao hidrogénio H-2. A constante de
acoplamento de 9,5 Hz observada para este sinal corresponde a acoplamento
diaxial, corroborando para determinar a configuragéo scyllo do 2 (Figura 24). Os
dupletos em & 3,76 e 3,90, com constante de acoplamento de 14,5 Hz
caracteristica hidrogénios geminais, sao referentes aos hidrogénios metilénicos

diasterotopicos do grupo cloroacetato.
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l3,60-3,55ppm (sobreposto a H-3 e H-Sj

H Valores tipicos:
BnO 1
BEBO OH Jdiaxial = 9,5 Hz Jdiaxial = 8-14 Hz
2 ° Jaxial-equatorial =0-7 Hz
BnO H o
‘\' 5,07 ppm

¢l

Figura 23. Caracterizacéo estrutural de 2 por RMN de H, destacando a identificacédo
da configuracéo scyllo.

Ainda que inédito na literatura, o composto 2 j& havia sido
previamente sintetizado e caracterizado no nosso grupo de pesquisa (JEREZ,
2016), desta forma, sua caracterizacao foi feita apenas por comparacao com o0s
dados de RMN de H descritos. Ressalta-se que no presente trabalho foi
conseguida a otimizacdo da metodologia de obtencdo deste derivado,
conquistando-se rendimentos superiores.

A desbenzilacdo de 4, requerida para a obtencdo do derivado
desprotegido 12, foi conduzida utilizando-se metodologia alternativa a
desbenzilagdo classica, por reacdo de reducao por hidrogenacdo catalitica.
Empregou-se um sistema reacional bifasico contendo bromato de sdédio
(NaBrOs) e ditionito de sodio (Na2S204), que favorecem a desbenzilacdo
oxidativa (NIEMIETZ et al., 2011). O ditionito de so6dio promove a reducao do
bromato de s6dio em acido hipobromoso, que por sua vez participa da oxidagcao
dos carbonos metilénicos dos grupos benzila de 2. O Esquema 5 descreve as

condicBes reacionais.

O 0}

cl
Q)K/ 0 M _al
HO : OBn NaBr03, N325204 HO. - OH
BnO" Y~ “OBn H,O/ACOEL HO‘T,’@"OH
OBn 32% OH
(2) (£12)

Esquema 5. Sintese do DL-1-O-(2-cloroacetil)-2,3,4,5-tetra-hidroxi-scyllo-inositol (+2).

A reacgdo de desbenzilagdo foi acompanhada por CCD, tendo
sido observado o consumo completo do material de partida. No entanto, foi
encontrada grande dificuldade durante a purificacdo do produto obtido. A reacéo
ocorreu em sistema bifasico agua/acetato de etila. A natureza hidrofilica do
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produto poliidroxilado favoreceu sua particdo para a camada aquosa do sistema,
dificultando sua separacao dos sais inorganicos envolvidos no processo. Ao final
do percurso de tratamento e purificacdo, em que se empregou coluna de
excluséo por tamanho para a Cromatografia Liquida de Alta Resolugédo (CLAE),
obteve-se 12 ainda em mistura com sais de natureza inorganica. Sua
caracterizacao e a estimativa de seu rendimento (32%), foram feitas por RMN de
H,

Em seu espectro de RMN de 'H (Apéndice 7, pagina 55),
observou-se a presenca do sinal dos hidrogénios metilénicos em & 3,96 , bem
como o0s sinais relativos aos hidrogénios carbindlicos. No espectro de RMN
HMBC (Apéndice 9, pagina 56), observou-se a presenca da mancha de

correlagdo do carbono carbonilico em 6 171,9/3,96 caracteristica de grupo éster.

1.6 TENTATIVAS DE OBTENGAO DE HIBRIDOS (SCYLLO-INOSITOL)-CURCUMINA
(HLE H2)

Em estudos prévios desenvolvidos pelo grupo de pesquisa,
visando a C-alquilacdo da curcumina, empregou-se o derivado di-OTBDMS
desta e o 2-cloroacetato de isopropila (RIVERO-JEREZ, P. S., 2016) e,

adversamente, foram obtidos os produtos de O-alquilagdo (Esquema 6).

O OH

H3;CO O ™ NG O OCHj;
TBDMSO OTBDMS O OH
+
H3CO A NS OCH;
I te T L0 [
o)K/CI R'O OR"
Produtos obtidos:

R'=CH,COO/Pro R"=H
e R'=R" = CH,COOiPro

Condigbes reacionais:
O OH K,CO3, DMF

H3;CO A N OCHj3 ta., 1h
C . O
TBDMSO OTBDMS
o}
produto esperado j/

Esquema 6. Tentativa de obtencéo de derivados C-alquilados da curcumina realizada
por RIVERO-JEREZ (2016).
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Com base nesta experiéncia e nas metodologias classicas
descritas para reacdo de Wiliamson, as mesmas condi¢cdes reacionais
(carbonato de potassio em DMF, a temperatura ambiente) foram utilizadas, no
sentido de se obter o dimero H2, pela O-alquilacao de hidroxila fendlica livre da
curcumina pelo cloroacetato 12. A evolucdo da reacdo foi acompanhada por
CCD, esperando-se observar mancha relativa ao produto formado, uma vez que
a mancha respectiva ao reagente limitante ndo € observavel (ndo revela com os
reagentes empregados, vanilina sulfirica e solugdo de permanganato de
potédssio). ApGs 22 horas, a temperatura ambiente, e outras trés a 70°C, no

entanto, ndo houve indicios de formagé&o do produto (Esquema 7).

O OH

HO OH

(1) O OH

H3;CO O NS N O OCHj
+
o K.COsDMF  ho o

—_— H2
[ o)
Q)J\/c "o ﬁ)
HO B OH HO,, i W0
HOY ; “'OH HO” > “OH
OH OH

(12)

Esquema 7. Condicao reacional proposta para a alquilacdo da curcumina com 12.

Com a intencéo de identificar as condicfes adequadas para a O-
alquilacao da curcumina, optamos por empregar um sistema mais favoravel para
o acompanhamento da reacdo por CCD. Desta forma, avaliamos diferentes
condi¢cdes experimentais para a reacao da curcumina com composto 2, que é
bem visivel por CCD, a partir da revelagdo com vanilina sulfarica. As condi¢des

reacionais estudadas estao descritas na Tabela 2.
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Tabela 2. Condicdes reacionais estudadas para a alquilacdo da curcumina com 2.

O OH

H;CO O NN N O OCHj3
HO OH

M O OH

HsCO A~ OCH;
N O O
o) —# >  HO o)

cl H2' o)
i omr 00y

HO OBn BnO:@O
Bno“';"’osn BnO” > YOBn

OBn 2) OBn
Tentativa Reagentes Resultado
1 NaH
Hidrdlise de 2/ndo formacgdo de
2 K2COs . . .
derivado O-alquilado da curcumina
3 K»COs/Nal

Todas as tentativas de O-alquilacdo identificadas na Tabela 2
foram acompanhadas por CCD, esperando-se a formacédo do composto H2'.
Apdbs o consumo total do éster 2, o meio reacional foi extraido com éter etilico.
Em todos os casos, 0s brutos reacionais apresentaram o mesmo peffil
cromatografico, indicando a formacdo de um produto um dnico produto. Os
espectros de RMN de H deste produto, no entanto, indicam que seja o scyllo-

inositol, resultante da hidrélise de 2 ocorrida nessas condicfes reacionais.

1.7 OBTENCAO DE HiBrIDO AciDO FERULICO-SCYLLO-INOSITOL (H3)

O &cido ferulico € um produto natural que pode ser obtido por
sintese a partir da vanilina. Uma das metodologias classicas corresponde a
condensacao de Knoevenagel modificada por Doebner, que permite a obtencéo
de compostos a,B-insaturados pela condensacdo de aldeidos com acido

malonico (FREEMAN, 1980; KHARE; PANDEY; RUPANWAR, 2019). A Figura
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25 apresentada a seguir descreve a condensacdo de Knoevenagel e a
modificacdo de Doebner.

Condensacédo de Knoevenagel

N o o
O O 0 Q
+ EtO OEt
EtOMOEt R)kH )ﬁ)k
A R
N 0
o o o) @
+ § OH
HOMOH R)LH - . \
A R

Modificagao de Doebner

Figura 24. Condi¢cbes da Condensacdo de Knoevenagel e a modificacdo de Doebner.

A partir do emprego dessa metodologia, a 70-75 °C, o &cido
fertlico foi obtido com 29% de rendimento (Esquema 8). O baixo rendimento
deste processo se deve, em parte, a degradacao de 7 nas condi¢des reacionais.
Observou-se que reacdes conduzidas em temperaturas ainda mais altas (90-95
°C), sugeridas na literatura, favorecem a formacdo do produto de

descarboxilacéo do acido ferdlico, o 2-metoxi-4-vinil-fenol (14) (Esquema 9).

Q ac. malénico Q
HsCO:C/U\H piridina H3C°:©/\)J\OH
HO 70 °C HO

28%
(13) (7)

Esquema 8. Sintese do acido ferulico pela metodologia de Doebner.

0]

meio basico
H3CO:©/\)‘\OH agueciemento H3CO:©/\
HO

HO
™ (14)

Esquema 9. Reacdo adversa de descarboxilacéo do acido feralico, ocorrente nas
condicOes empregadas para sua obtencéo.

O mecanismo para a formacdo do acido ferulico (7) pelo
emprego do método de Doebner, considera a remogao do hidrogénio a as

carbonilas do acido malénico por reacdo pela base presente no meio reacional,
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favorecendo a formacgéo do ion enolato correspondente. A reacao de adi¢ao do
ion enolato a carbonila da vanilina resulta no aldol, que forma o acido ferulico por
descarboxilacdo e desidratacdo subsequentes, favorecidas pelo meio basico e
aguecimento.

No espectro de RMN de 'H de 7 (Apéndice 10, pagina 56) foram
observados os sinais referentes aos hidrogénios da carboxila & 12,11, da
hidroxila em & 9,52 da metoxila em & 3,80. Os sinais dos hidrogénios olefinicos
foram observados em & 7,48 e 6,35 (3J 15,9 Hz), caracterizando as
estereoquimica trans da dupla ligagdo. Os sinais dos hidrogénios arométicos
foram observados em & 7,27, 7,07 e 6,78.

O acoplamento entre o acido ferulico 7 e o diol 4, por reacao de
Mitsunobu, foi conduzido sob as condi¢des otimizadas para a obtencéo do éster
6, conforme o Esquema 9.

OH 0
H3CO
HO OBn o : N0
acido ferulico (7), DIAD, PPH3 "o HO - 0OBn
BnO' ‘OBn tolueno, 80° C . 5
OBn BnO' ‘OBn
(£4) (£6) OBn

Esquema 10. Condi¢fes reacionais para a obtencédo de +6.

As condi¢cdes empregadas nao permitiram o consumo completo
do material de partida, o diol 4. Por CCD, os perfis cromatograficos das
substancias 4 e 6 sdo bastante semelhantes em diferentes sistemas de
solventes, dificultando a identificacdo do término da reacdo. Da mesma forma, a
cromatografia em coluna empregada na purificacdo do produto ndo permitiu a
separacao completa destas subtancias. Por ora, o derivado 6 foi obtido em duas
fragbes, uma em mistura o diol 4, na propor¢ao 4:1 e outra em mistura com o
acido ferdlico (7), na proporcdo 1:3,2. As Figuras 25 e 26 apresentam 0s

espectros de RMN de *H das respectivas misturas.
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Figura 25. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) da mistura 6/4 (proporcéo 4:1).
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Figura 26. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) da mistura 6/7 (proporgéo
1:3,2).
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Nos espectros de RMN de 'H da mistura 6/4 (em CDCIs) (Figura
25), caracterizam a estrutura do éster 6: o tripleto em 6 5,18 (J 9,6 Hz) referente
a H-9, os sinais em & 7,65 e 6,23, referentes aos hidrogénios olefinicos, os sinais
em 6 7,07, 7,02 e 6,92 referentes aos hidrogénios aromaticos, além dos sinais
dos hidrogénios carbinéllicos em 6 3,69 a 3,52.

Por sua vez, no espectro de RMN de 'H da mistura 6/7, em
DMSO-de (Figura 26), o sinal em 6 6,51 referente ao H-8 (J 15,7 Hz), além dos
sinais dos hidrogénios carbindlicos em & 4,80, caracterizam a presenca de 6.
Devido a maior proporcéao de acido ferulico na mistura foi dificil a identificacdo de
todos os sinais referentes ao composto 6.

Considerando que a massa da mistura obtida com o diol (mistura
6/4) foi de 83,0 mg e a da mistura com o acido ferulico (6/7), de 127,0 mg,
estimou-se que a massa de 6 obtida nesta estapa foi de 140 mg (28%).

A mistura de 6 com acido ferudlico (7) foi submetida a extracéo
com solucado saturada de bicarbonato de sédio. O acompanhamento por CCD
indica a remoc¢ao completa do acido ferdlico (7) dessa mistura, resultando em 72
mg de 6.
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4 CONCLUSAO E PESPECTIVAS FUTURAS

A metodologia descrita por Chung et al. (1999) foi reproduzida
com relativo sucesso para a obtencédo do diol tetrabenzilado 4, a partir do myo-
inositol. O rendimento global para essa etapa do procedimento foi de 28%,
enguanto o equivalente da literatura foi obtido com 40%.

O éster bromado derivado do inositol (3) ndo foi obtido nas
condicbes empregadas. Logo, a reagdo para obtencdo de H1 proveniente da
reagdo de alquilagéao entre curcumina (1) e 3 n&o foi realizada. Por outro lado, o
emprego da reacdo de Mitsunobu permitiu a obtencao do éster clorado derivado
do inositol (2), bem como, a desbenzilacéo oxidativa levou a obtencéo de 12. No
entanto, devido as dificuldade encontradas no acompanhamento da reacéo de
alquilacé@o entre curcumina e 12, o hibrido 2 n&o foi obtido. Estudos da reagéo
de alquilacédo entre curcumina e o éster clorado, ainda benzilado (2), levaram a
conclusdo que o meio reacional estava hidrolisando o composto 2, ndo sendo
possivel a formagéao do produto esperado (H2’).

O acoplamento entre o acido feralico 7 e o diol 4, por reacdo de
Mitsunobu, resultou no precursor de H3 (o derivado 6), em baixo rendimento
(28%). O processo de otimizacdo da purificacdo de 6, como também, sua
desbenzilagédo oxidativa séo previstas. Uma vez obtido H3, prevé-se o estudo de

interacdo do mesmo com o peptideo AB por microscopia eletrénica de varredura.
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5 METODOLOGIA

5.1 METODOS DE SECAGEM E PURIFICACAO DE REAGENTES E SOLVENTES

O solventes tetrahidrofurano (THF) e tolueno foram destilados
na presenca de sodio metalico e benzofenona como indicador e armazenados
sob peneira molecular ativada (3A). A dimetilformamida (DMF) foi seca com
sulfato de magnésio e armazenada sob peneira molecular ativada (3A) por pelo
menos 72 horas. O dimetilsufoxido (DMSO) foi armazenado sob peneira
molecular ativada (3A) por um perido minimo de 72h. O
diisopropilazodicarboxilato (DIAD) foi purificado por destilagdo simples. O
carbonato de potassio (K2COs) foi macerado e colocado em um baldo de fundo
redondo. Foi submetido a alto vacuo e agitacéo vigorosa a 140 °C por 24 horas,
sendo utilizado logo apos secagem. O acido bromoacético foi solubilizado em
éter etilico, sendo a solugéo eluida em coluna de alumina ativada em mufla. O

éter etilico foi removido no rotaevaporador.

5.2 METODOS CROMATOGRAFICOS
O monitoramento das reacdes foi feito através de cromatografia
de camada delgada (Alugram, silica gel 60 mesh), reveladas em luz ultravioleta
(364 nm), solucdo de vanilina sulfdrica ou solugéo de permanganato de potassio.
As purificacbes das misturas obtidas de procedimentos
sintéticos foram realizadas em coluna de silica gel 40-63 pm (silica flash)

(Merck®) como fase estacionéria.

5.2.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A purificacdo por CLAE foi efetuada utilizando o cromatografo
Shimadzu LC-AD, equipado com detector UV SPD-10A. A coluna utilizada foi
Shodex GS-310 2G, para cromatografia no modo preparativo. Agua foi utlizada
como fase mével com vazao de 3 mL.mint. O comprimento de onda de detecédo
foi de 210 nm. As aliquotas injetadas foram, previamente, solubilizadas
parcialmente em 1,5 mL de uma mistura agua/acetonitrila (1:1) e filtradas em

membrana TPP de polietersulfona (PES) 0,22 um, diametro 33 mm.
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5.3 CARACTERIZAGAO POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN de *H, 400,13 MHz), de carbono 13 (RMN de *3C, 100,61 MHz) e os mapas
de correlagdo homo- e heteronucleares (COSY, HSQC e HMBC) foram
adquiridos em um espectrometro Bruker Advance Il operando com uma sonda
com deteccédo direta de 5 mm (BBO) a 298 K, do Laboratorio de Multiusuarios de
Espectroscopia (ESPEC) da Central Multiusuaria de Laboratorios de Pesquisa
(CMLPQ) da Universidade Estadual de Londrina. A multiplicidade dos sinais de
RMN de 'H foram denotadas como simpleto (s), dupleto (d), tripleto (t), quarteto
(q), quinteto (qui), sexteto (sex), septeto (sep), duplo dupleto (dd) e mdltipleto
(m), enquanto que as respectivas constantes de acoplamento (J) foram
expressadas em hertz (Hz).

5.4 PROCEDIMENTOS SINTETICOS

5.4.1 Obtencao do DL-1,2-O-isopropildeno-myo-inositol (CHUNG et al., 1999)

OH 2,2-dimetoxipropano #o

HO OH TsOH o) oH
. . 0,
o oy DMSO,90°C
. HO OH
OH 56%
(5) OH ()

Em um bal&do de fundo redondo foram adicionados o myo-inositol
(5) (1,00 g; 5,55 mmol) e o dimetilsulfoxido seco (3,2 mL). Seguidamente,
adicionou-se o acido p-toluenosulfénico (0,17.10* g; 0,98.102 mmol), o 2,2-
dimetoxipropano (1,6 mL, 1,36 g, 13 mmol). O sistema foi fechado e mantido sob
atmosfera inerte a 90°C por 30 minutos. A solucao reagente foi entdo resfriada
até temperatura ambiente e agitada por 2 horas com etanol (4,0 mL) e éter etilico
(20,0 mL). Trietilamina foi adicionada ao meio reacional e manteve-se a agitagéo
overnight. A mistura foi filtrada a vacuo e o precipitado lavado com uma solugéo
metanol/hexano (1:5). O produto da reacéo foi extraido a quente em etanol. Apos
filtracdo para separagdo do material de partida remanescente, o filtrado foi
deixado em repouso, obtendo-se, por recristalizacéo, o cetal 8 (0,69 g; 56%),
como um solido branco.
RMN de 'H (400 MHz, D20) d (ppm): 4,52 (1H; t; J 4,6; H-2), 4,10 (1H; dd; J 4,6;
J7,9; H-1), 3,88 (1H; dd; J 4,4 J 9,5; H-3), 3,64 (2H; m; H-4 e H-6), 3,30 (1H; t; J
9,9; H-5), 1,58 (3H; s; CH3), 1,44 (3H; s; CHsa).
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5.4.2 Obtencao do DL-O-1,4,5,6-tetra-O-benzil-2,3-isopropilideno-myo-inositol
(CHUNG et al., 1999)

#‘o #‘o

0 OH BnBr, NaH ° @ OBn
HO" > “oH  DMF 0°Cta  gnov" >3~ “oBn

ST 92% OBn 1)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados hidreto de
sédio (0,73 g; 29,01 mmol; 95%), dimetilformamida seca (20,0 mL) e o cetal 8
(0,397 g; 1,80 mmol). O sistema foi fechado e, sob atmosfera inerte, agitacao
magnética e banho de gelo, adicionou-se brometo de benzila (2,2 mL, x 3,14 g,
18,3 mmol) a mistura reacional. Apos 30 minutos sob agitacdo em banho de
gelo, a mistura reacional foi deixada a temperatura ambiente por 20 horas. A
mistura reacional foi entdo diluida em acetato de etila e extraida com agua e com
solucéo saturada de cloreto de sddio. A fase organica foi seca com sulfato de
magnésio anidro e concentrada sob pressdo reduzida. Os produtos obtidos
foram submetidos a purificacdo por coluna cromatografica utilizando-se acetato
de etila’/hexano 1,5:9,5, como eluente. O derivado tetrabenzilado 10 (0,97 g;
92%) foi obtido como um 6leo.
Rf 0,26 (eluente: acetato de etila’/hexano 1,5:9,5; revelador: vanilina sulfurica)
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,27-7,37 (20H; m; Ar), 4,87-4,72 (8H;
m;CH2Ph, 4,27 (1H; dd; J 3,9 J 5,7; H-2), 4,11 (1H; dd; J 6,8 J 5,7; H-1), 3,94
(1H; t; J 8,7,H-4), 3,80 (1H; dd; J 6,8 J 9,4; H-6), 3,70 (1H; dd; J 3,8 J 8,7; H-3),
3,42 (1H; t; J 9,1; H-5), 1,51 (3H; s; CH3), 1,35 (3H; s; CH3).
Lit..RMN de *H (400 MHz, CDCI3) & (ppm): 7,24-7,39 (20H; m; Ar), 4,88-4,72
(8H; m; CH2Ph, 4,27 (1H; dd; J 3,8 J 5,5; H-2), 4,10 (1H; app. t; J 6,2; H-1), 3,95
(1H; t; J 8,6,H-4), 3,79 (1H; dd; J 6,9 J 9,4; H-6), 3,70 (1H; dd; J 3,8 J 8,8; H-3),
3,42 (1H; t; 3 9,0; H-5), 1,51 (3H; s; CH3), 1,35 (3H; s; CH3)(CHUNG et al., 1999).
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5.4.3 Obtencao do DL-1,4,5,6-tetra-O-benzil-myo-inositol (CHUNG et al., 1999)

(10)

AcOH

Refluxo
55%

HO @
BnO"" “'OBn

OH
OBn

OBn

“4)

Em um bal&o de fundo redondo aqueceu-se o derivado 10 (0,946
0;1,63 mmol) em &cido acético glacial (16,2 mL) a 100 °C, durante 4 horas. O
acido acético foi retirado do meio reacional por destilagéo a presséo reduzida. O
residuo obtido foi purificado por coluna cromatografica utilizando-se acetato de
etila/hexano (3:2) como fase mével. O diol 4 (0,49 g; 55%) foi obtido como um
sélido branco.
Rf 0,6 (eluente: acetato de etila/hexano 1:1; revelador: vanilina sulfarica).
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,33- 7,30 (20H; m; Ar), 4,96-4,71 (8H;
m; CH2Ph),4,20 (1H; t; J 2,6; H-2), 3,97 (1H; t; J 9,6; H-4), 3,84 (1H; t; J 9,5; H-
6), 3,50-3,45 (3H;m, H-1; H-3; H-5).
Lit.. RMN de 'H (400 MHz, CDCIz) & (ppm): 7,35- 7,25 (20H; m; Ar), 4,97-4,71
(8H; m; CH2Ph),4,21 (1H; br. s; H-2), 3,97 (1H; t; J 9,5; H-4), 3,84 (1H; t; J 9,5;
H-6), 3,51-3,44 (3H;m, H-1; H-3; H-5), 2,48 (1H; s; OH), 2,41 (1H; d; J 4,5;
OH)(CHUNG et al., 1999).

5.4.4 Obtencao do pL-1-O-(2-cloroacetil)-2,3,4,5-tetra-O-benzil-scyllo-inositol

(0]
HO 7" OBn ac. cloroacético, DIAD, PPh; QJ\LCI
HO ; OBn
BnO“'\@T’OBn tolueno,80°C
OBn 75% BnO™ “OBn
(4) OBn
(2)

A uma solucéo do diol 4 (0,20 g; 0,37 mmol) em tolueno seco (8
mL), sob atmosfera de nitrogénio, foi adicionada trifenilfosfina (0,20 g; 0,76
mmol) e acido cloroacético (0,08 g; 0,85 mmol). Sucessivamente, o diisopropil
azodicarboxilato (DIAD) (0,15 mL; 0,74 mmol) foi adicionado, gota a gota, a
mistura reagente, sendo esta entdo aquecida a 80°C e deixada sob agitacao

durante 2 horas. O solvente da mistura reacional foi removido por destilacéo a
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pressao reduzida. O residuo obtido submetido a purificacdo por cromatografia
em coluna, empregando-se como eluente diclorometano/metano 99:1. O éster 2
(0,17 g; 75%) foi obtido como um sélido branco.

Rf 0,5 (eluente: 1% metanol/diclorometano; revelador: vanilina sulfurica)

RMN de H (400 MHz, CDCI3) & (ppm): 7,33- 7,26 (20H; m; Ar), 5,07 (1H; t; J 9,5;
H-2), 4,96- 4,83 (6H; m; CH2Ph), 4,73 (1H; d; J 11,5; CH2Ph), 4,65 (1H; d; J 11,5;
CH2Ph), 3,90 (1H; d; J 14,5; H-7), 3,76 (1H; d; J 14,5; H-7), 3,63 (1H; t; J 9,3),
3,60-3,55 (3H; m), 3,45 (1H; t; J 9,3), 2,29 (1H; s; OH).

5.4.5 Obtengéao do oL-1-O-(2-cloroacetil)-scyllo-inositol

o )

7
O)J\/CI NaBrO3, Na23204 Q)J\/CI

HO - OBn HO OH
L] H,O/ACOEt ..
BnO" “OBn 320, HO “OH

OBn @) OH (12)

Uma solucdo do éster 2 (0,10 g; 0,162 mmol) em 2,1 mL de
acetato de etila foi preparada e posteriormente misturada a solu¢do de bromato
de sodio (0,11 g; 0,73 mmol) em agua (1,6 mL). O sistema heterogéneo foi
agitado durante 10 minutos. Uma terceira solugéo, contendo ditionito de sddio
(0,10 g; 0,65 mmol) em 3,2 mL de agua, foi adicionada a mistura lentamente,
sempre sob agitacdo. Ap6s 1 hora, adicionou-se 2,5 mL de tiosulfato de sodio
10% (m/v). O acetato de etila foi removido por destilacéo sob pressao reduzida.
A fim de remover grande parte dos ions inorganicos, a mistura reacional
remanescente foi submetida a coluna de silica gel (40-63 um, Merck®),
utilizando-se como fase movel solugdo acetonitrila/dgua 8:2. O residuo obtido
apos destilacdo do solvente sob presséo reduzida, seguida de liofilizacao, foi
submetido a purificagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em
coluna de exclusédo (Shodex®, GS-310P), empregando-se adgua como eluente.
foi entdo utilizada para purificacdo do composto 12 em um tempo de retencao de
37 min. O derivado 12 (0,01 g; 32 %) foi obtido em mistura com sais inorganicos,
sendo seu rendimento estimado por RMN de *H, utilizando-se 1,4-dioxano como
referéncia interna.

RMN de 'H (400 MHz, D20) d (ppm): 4,82 (1H; t; J 9,6; H-2), 3,96 (2H; s; H-7),
3,53 (2H; t; J 9,6; H-1; H-3), 3,40-3,29 (3H; m; H-4; H-5; H-6), HSQC (400 MHz,
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D20) & (ppm): 4,82/76,8 (H-2/C-2), 3,96/36,7 (H-7/C-7), 3,53/71,5 (H-1;H-3/C-
1;C-3), 3,40-3,29/72,9 (H-4; H-5; H-6/ C-4; C-5; C-6) HMBC (400 MHz, D20) &
(ppm): 4,82/71,5 (H-2/C-1;C-3), 4,82/170,9 (H-2/C=0) 3,96/170,9 (H-7/C=0),
3,53/76,8 (H-1;H-3/C-2), 3,53/72,9 (H-1;H-3/C-4;C-6), 3,40-3,29/71,5 (H-4; H-5;
H-6/C-2;C-3).

5.4.6 Obtencao do acido (2E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-propendico

(0] (@]

H.CO piridina 3 4 7
3 ]Q)LH acido malénico H3COWOH
8
_ 1
HO HO 5

(13) 6 )

Em um baldo de fundo redondo agitou-se uma mistura de
vanilina (13) (0,67 g; 4,36 mmol), piridina (10 mL) e piperidina (1,0 mL; 10,1
mmol). Adicionou-se em seguida acido maldnico (1,00 g; 9,6 mmol). A reacéo foi
aguecida a 70° C por duas horas. Apos o resfriamento até temperatura ambiente,
a mistura reacional foi vertida em gelo e acidificada até pH 2-3 com &cido
cloridrico concentrado. O precipitado formados, um sélido amarelo, foi filtrado a
vacuo e caracterizado como 7 (0,25 g; 29%).
Rf 0,3 (eluente: acetato de etila/lhexano 3:2; revelador: permanganato de
potassio)
RMN de *H (400 MHz, DMSO-de) & (ppm): 12,11 (1H; s; COOH), 9,52 (1H; s;
OH) 7,48 (1H; d; J 15,9; H-7), 7,27 (1H; d; J 1,7; H-3), 7,07 (1H; dd; J 1,7, 8,2;
H-5), 6,78 (1H; d; J 8,2; H-6), 6,35 (1H; d; J 15,9; H-8), 3,80 (3H; s; OCH3). RMN
de *C (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 167,9 (C=0), 149,0 (C-1), 147,9 (C-6),
1445 (C-7), 125,8 (C-4), 122,8 (C-3), 115,6 (C-8), 115,5 (C-2), 111,2 (C-5), 55,7
(CHs).
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5.4.7 Obtencao do ferulato de DL-1,4,5,6-tetra-O-benzil-myo-inositila

OH o

3 7
H;CO
HO. OBn 3
@’ 7, DIAD, PPH;, wo
_— HO A OBn
HO
BnO OBn tolueno, 80°C 6 . _
OBn BnO" “OBn
(4) (6)

OBn

A uma solucéo do diol 4 (0,15 g; 0,28 mmol) em tolueno seco
(10 mL), sob atmosfera de nitrogénio, foram adicionados trifenilfosfina (0,14 g;
0,53 mmol) e acido ferdlico (0,1 g; 0,51 mmol). Sucessivamente, o diisopropil
azodicarboxilato (DIAD) (0,12 mL; 0,59 mmol) foi adicionado, gota a gota, sendo
a msitura entdo aquecida a 80°C e deixada sob agitacdo durante 6 horas. O
solvente da mistura reacional foi removido por destilacdo a presséao reduzida. O
residuo obtido foi submetido a cromatografias em coluna, sucessivas,
empregando-se como eluente, primeiramente, diclorometano/metanol 99:1 e,
posteriormente, hexano/acetato de etila 3:2. O éster 6 foi obtido como duas
misturas, uma juntamente com o diol 4 (propor¢cédo 4:1) e outra com o &cido
ferdlico (7) (proporgéo 1:3,2) com rendimento total estimado de 28,3% (140 mg).
O acido ferulico (7) foi extraido da mistura com solucao saturada de bicarbonato
de sadio.
Rf 0,3 (eluente: hexano/acetato de etila 3:2; revelador: vanilina sulfarica).
RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) & (ppm): 7,63 (1H; d;J 15,9; H-7), 7,32 — 7,22
(20H; m; Ar), 7,07 (1H; dd; J 1,9 J 8,4; H-5), 7,01 (1H; d; J 1,9; H-3), 6,92 (1H; d;
J 8,4; H-6); 6,23 (1H; d; J 15,9; H-8), 5,86 (1H; s; OH), 5,18 (1H; t; J 9,7; H-9),
4,96 — 4,69 (8H; m; CH2Ph); 3,93 (3H; s; CH3s), 3,71 — 3,46 (5H; m; H-inositdlico).
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