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A coisa mais fascinante que o Homem pode experimentar é o mistério. E é essa

emocao fundamental que esta na origem de toda a ciéncia!
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Resumo

A doenca de Alzheimer é a doenca neurodegenerativa mais comum durante o
envelhecimento, sendo uma das maiores preocupacoes de saude publica e uma prioridade
para investigacao, uma vez que, os tratamentos aprovados apenas atenuam os sintomas da
doenca, sendo incapazes de parar a progressao da doenca. Deste modo, existe um grande
interesse no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que visem os mecanismos
moleculares que estao na origem da doenca, de forma a atrasar ou mesmo parar a progressao
da doenca. De acordo com a hipdtese dominante no campo de investigacdo da doenca de
Alzheimer, a hipotese da cascata amiloide, preconiza que a acumulacao de elevados niveis do
péptido B-amildide no cérebro é responsavel por desencadear uma sequéncia de eventos que
acabam por conduzir a morte neuronal e consequentemente a deméncia, por isso, atualmente
a maioria dos ensaios clinicos sao desenhados tendo em como alvo terapéutico o péptido B-
amildide, ou seja, um dos maiores alvos terapéuticos nesta area € a B-secretase envolvida no
processamento da proteina precursora amiléide e consequente formacdo do péptido B-
amildide. Este trabalho teve como objetivo sintetizar compostos derivados de aclicares com
potencial aplicacao terapéutica na doenca de Alzheimer, mais precisamente, como potenciais
inibidores da B-secretase, uma vez que € um alvo bastante interessante por poder ser inibida
por compostos de baixa massa molecular. No que diz respeito ao primeiro objetivo, foi
sintetizada a lactona 2,3,5,6-tetra-O-benzil-p-glucono-1,4-lactona (7), precursora da
molécula-alvo, com um rendimento de 81%. Seguidamente sintetizou-se o produto N-benzil-
2,3,5,6-tetra-0-benzil-p-gluconamida (8) com 55 % de rendimento. Outra das moléculas-alvo
a sintetizar era o acido 3-(2,3,5,6-tetra-O-benzil-b-gluconamido) propano-1-sulfénico (10b),
no entanto pela caracterizacdo espetroscopica de Ressonancia Magnética Nuclear pode-se
constatar que nao se conseguiu obter este produto pretendido. A elucidacao da sua estrutura
requer a utilizacdo de outros métodos complementares, nomeadamente a espetroscopia de
massa. Os estudos computacionais de Docking para avaliar a interacdao dos compostos
pretendidos com a B-secretase de modo a confirmar se tais produtos poderiam ser potenciais
inibidores deste enzima, estao a ser realizados com os produtos N-benzil-2,3,5,6-tetra-O-
benzil-p-gluconamida e com o acido 3-(2,3,5,6-tetra-O-benzil-p-gluconamido) propano-1-
sulfonico. Porém estes estudos de Docking ainda estao a decorrer, nao tendo ainda resultados

para apresentar nesta dissertacao.
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Abstract

Alzheimer’s disease is the most common neurodegenerative disease in ageing. This disease is
a major public concern and a priority for research, since the only approved treatments
alleviate the symptoms of the disease, being unable to stop the progression of the disease.
Thus, there is great interest in developing new therapeutic strategies that target the
molecular mechanisms that cause the disease in order to delay or even stop disease
progression. According to the dominant hypothesis in research of Alzheimer's disease, the
amyloid cascade hypothesis, suggests that the accumulation of high levels of B-amyloid
peptide in the brain is responsible for triggering a sequence of events that ultimately lead to
neuronal death and consequently dementia. Therefore, currently the majority of clinical
trials are designed with B-amyloid peptide as therapeutic target. Another therapeutic target
is the B-secretase, an enzyme involved in processing amyloid precursor protein and
subsequent formation of B-amyloid peptide. This study aims to synthesize compounds derived
from sugars with potential therapeutic application in Alzheimer's disease, more specifically as
potential inhibitors of B-secretase, that can be inhibited by compounds of low molecular
weight. For the purpose the lactone 2,3,5,6-tetra-O-benzyl-D-glucono-1,4-lactone (7) was
chosen as starting material and its synthesis investigated and successfully conducted to give
this target molecule in 81% yield. Its transformation into amides was the next step and N-
benzyl-2,3,5,6-tetra-0-benzyl-D-gluconamide (8) was obtained in fairly good yield (55% yield).
Preliminary experiments towards the synthesis of 3-(2,3,5,6-tetra-O-benzyl-D-gluconamide)-
1-propane sulfonic acid were carried out, however characterization by nuclear magnetic
resonance of the product formed were not conclusive to elucidate the structure of the
compound obtained and additional methods, namely mass spectrometry are required to assign
the structure of the final product. The computational studies to evaluate the interaction of
the desired compounds with B-secretase are being carried out with N-benzyl-2,3,5,6-tetra-O-
benzyl-D-gluconamide and 3-(2,3,5,6-tetra-O-benzyl-D-gluconamide) sulfonic acid. The
docking studies are still ongoing and we expect these results will give a contribution to

innovation in Alzheimer’s therapy.
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Introducao






Introducao

1.1 Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (AD) é a doenca neurodegenerativa mais comum durante o
envelhecimento e, de acordo com a organizacdo mundial de salde (OMS), afeta atualmente
cerca de 35 milhdes de pessoas [1]. Esta doenca, caraterizada por ser progressiva e
irreversivel, apresenta a sua prevaléncia associada a idade, sendo estimado que 5% dos
individuos afetados sdo pessoas com mais de 65 anos e que, 25% da populacao afetada seja
com idade superior a 85 anos [2]. De facto, com o aumento da idade média de vida e
consequente envelhecimento da populacdo, o nimero de individuos afetados com doencas
neurodegenerativas, incluindo AD, tem tendéncia a aumentar, representando uma crescente
carga social e econémica, com custos totais que excedem 177 bilides de euros na Europa
apenas em 2008, sendo o custo anual por pessoa com este tipo de deméncia estimado em
cerca de 20 mil euros [3]. Deste modo, existe uma necessidade urgente de diagndstico
precoce, de medidas preventivas e tratamentos farmacologicos eficazes.

Histopatologicamente, a AD caracteriza-se pela presenca de depodsitos extracelulares de
placas amiloides e por depositos intracelulares de feixes neurofibrilares (NFTS) e pela perda
de neuronios do hipocampo e cortex frontal, havendo consequentemente uma diminuicdo da
massa de cérebro em doentes com AD (figura 1.1) [4, 5]. Tais caracteristicas patologicas da
AD s6 podem ser observadas em tecidos post-mortem, o que implica o diagndstico seja
baseado apenas em parametros clinicos, tais como falha de memoria, principalmente
dificuldade em formar novas memorias, alteracdo ou perda da capacidade de falar ou
compreender a linguagem falada ou escrita, dificuldade em desempenhar tarefas quotidianas
e, alteracdes no humor e personalidade, o que leva a que nao exista um diagnostico concreto
para a AD e, deste modo que apenas cerca de 50% dos individuos sejam corretamente

diagnosticados [6].
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Figura 1.1| Neuropatologia da doenca de Alzheimer. (A) Representacdo esquematica da seccdo transversal do

cérebro visto de frente. A seccdo transversal a esquerda representa um cérebro normal e a direita representa um

cérebro com AD. (B) Representacdo esquematica da acumulacdo de placas amildides entre as células nervosas

(neurdnios), no cérebro saudavel os fragmentos quebram-se e sao eliminados, enquanto que, na AD os fragmentos

acumulam-se e formam placas duras e insoliveis (placas amildides). (C) Representacdo esquematica de células

nervosas num cérebro normal a esquerda e, a direita representacdo da hipotese de degradacéo de células nervosas

num cérebro com doenca de Alzheimer (formacao de placas amildides e NFTS) (Adaptado a partir da referencia [5].



Introducao

1.1.1 Etiologia

Estudos sobre a etiologia da AD sdao importantes para identificar possiveis alvos de forma a
possibilitar o desenvolvimento de novos medicamentos para a prevencao e tratamento da AD.
A AD é considerada uma doenca esporadica ou idiopatica e, de facto apenas 7% dos casos de
AD tem uma causa genética bem definida. De facto a maioria dos casos de AD parece ter uma
etiologia complexa e multifatorial, que parece envolver os processos interligados do
envelhecimento, suscetibilidade genética e exposicdo ambiental, no entanto, apesar das
percecoes significativas e hipoteses propostas nos ultimos anos, a origem da AD esporadica
permanece indeterminada [7]

Ao longo do tempo, varios mecanismos tém sido propostos para o processo de degeneracao
neuronal, que incluem a interacdo de fatores genéticos e ambientais, respostas inflamatorias,

disfuncao mitocondrial e stress oxidativo [8-11].

1.1.1.1 Fatores Genéticos

Estudos epidemiologicos tém fortalecido a conviccdo que fatores genéticos desempenham um
papel importante na etiologia de perturbacbées neurodegenerativas. No que respeita a AD,
esta esta identificada como sendo uma doenca genética heterogénea que pode ser dividida
numa forma familiar e numa forma esporadica, sendo esta Gltima maioritaria nos casos de AD.
De acordo com a histdria familiar, os casos de AD podem ser classificados como uma doenca
autossomica dominante. Em familias com elevada incidéncia desta doenca tem sido
identificada, a doenca de Alzheimer familiar (FAD) ou de Alzheimer de inicio precoce, que se
desenvolve antes dos 65 anos. A FAD é causada por mutacGes nos genes que codificam a
proteina precursora amiléide (APP), que estdo localizados no cromossoma 21, e nos genes
com elevado grau de homologia, tais como a presenilina 1 (PSEN1) e a presenilina 2 (PSEN2).
Apesar da FAD ser bastante rara, tém sido detetadas mutagcdes na APP, PSEN1 e PSEN2 em
cerca de 82% dos doentes com AD autossomica dominante [12-14].

Na AD esporadica, o fator genético que parece desempenhar um papel no desenvolvimento
desta doenca é o gene da apoliproteina E (ApoE), conhecida por estar envolvida no transporte
de colesterol no cérebro. Das quatro isoformas distintas que a ApoE pode apresentar, os
individuos que sao homozigéticos para o alelo da ApoE4 apresentem um risco superior de
desenvolver AD, visto que esta apoliproteina parece ser essencial para a deposicao do péptido

B-amiloide (AB) promovendo a formacao de fibras e placas AB [15, 16].
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1.1.1.2 Fatores Nao Genéticos

Como ja referido anteriormente, a AD é uma doenca multifatorial cujas causas sdo ainda
desconhecidas e, apesar da extensa pesquisa sobre a influéncia de fatores genéticos na AD, a
grande maioria dos casos nao se encontra diretamente ligada a estes. No entanto, uma
associacao complexa entre o meio ambiente e o estilo de vida, parece desempenhar um papel
crucial na vulnerabilidade para a AD esporadica [17, 18]

O envelhecimento constitui o fator de risco mais bem estabelecido para o desenvolvimento da
AD esporadica, uma vez que varios estudos demonstram um crescimento exponencial na
incidéncia desta doenca entre os 65 e 85 anos de idade. Adicionalmente, tem sido
demonstrado que os individuos do sexo feminino apresentam uma maior tendéncia para
desenvolver AD comparativamente com os individuos do sexo oposto (figura 1.2) [19, 20].
Outras populacoes consideradas de alto risco para AD sdo constituidas por individuos que
apresentam hipercolesterolémia, hipertensao, ateroesclerose, doencas cardiacas, obesidade,
diabetes, consumo de tabaco e consumo de alcool. Este Ultimo fator nao apresenta consenso,
uma vez que, apesar de ser viavel que este seja considerado um fator de risco devido as
semelhancas entre a deméncia alcoodlica e a AD, existem varias evidéncias que defendem que
um consumo moderado de vinho pode diminuir significativamente o risco de deméncia por ter
um efeito neuroprotetor por acao dos antioxidantes e polifendis que o constituem [21-23].
Além destes, existem ainda outros fatores que parecem influenciar o desenvolvimento da AD,
nomeadamente o baixo nivel de escolaridade, tipo de ocupacado profissional, traumatismos
cranianos e reduzida atividade mental e fisica [24, 25].

No entanto, quando se fala destes fatores de risco fica a dlvida se a influéncia destes fatores
no desenvolvimento da AD se faz potenciando os processos patogénicos desta doenca, ou se
permitem o desenvolvimento de patologias cerebrovasculares que, em paralelo com o

desenvolvimento da AD, promove o desenvolvimento desta mais rapidamente [21].
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Figura1.2| Prevaléncia da doenca de Alzheimer. Representacdo grafica de casos de AD em funcdo da idade em

homens (M) e mulheres (F). (Adaptado da referéncia [19]).
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1.1.2 Vias de Patogénese da Doenca de Alzheimer

Ao longo dos tempos tém sido propostos por diversos grupos de investigacdao varios
mecanismos patogénicos para o desenvolvimento da AD, entre os quais encontram-se os que
descrevem processos inflamatorios, stress oxidativo e disfungdes mitocondriais, hipotese
colinérgica, hiperfosforilacdo da tau e hipotese da cascata amildide (figura 1.3). Porém, até a
data, nao existe nenhum mecanismo molecular envolvido na etiologia e patogénese da AD
completamente caracterizado, apesar da hipotese que a maioria dos investigadores defende

corresponda a hipotese da cascata amiloide [26].
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Figura 1.3 | Hipoteses de patogénese da doenca de Alzheimer. (Adaptado da referéncia [27])
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1.1.2.1 Inflamacéao

A inflamacao cerebral constitui uma caracteristica recorrente que é identificada em doentes
com AD A inflamacao cerebral constitui uma caracteristica recorrente que é identificada em
doentes com AD. O aumento da vulnerabilidade do tecido cerebral com AD promove os
processos inflamatorios sendo os elementos celulares responsaveis por esta resposta
inflamatodria a microglia ativada e astrdcitos, acompanhados de pequenas acumulacdes de
células T.

Estudos recentes sugerem que o péptido AB, o principal componente das placas senis, é
quimiotatico para as células microgliais, podendo ativar a via citolitica microglial direta ou
indiretamente levando, ao agravamento da inflamacao na AD. A ativacdao da microglia
promove a libertacdo de mediadores inflamatdrios como as interleucinas IL-1, IL-6 e o fator
de necrose tumoral TNF-a, assim como de prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos,
fatores de coagulacdo, proteina C reativa e espécies reativas de oxigénio (ROS). Por outro
lado os astrdcitos, encontrados na proximidade das placas senis, sdo estimulados por IL-1 e IL-
6, produzindo Oxido nitrico e, deste modo desempenham um novo papel no processo
inflamatorio. As células T também podem libertar os seus préprios mediadores inflamatorios,
estimulando uma resposta especifica, que em conjunto com o anteriormente descrito,

contribuem para a neurodegeneracao [26, 28-30].

1.1.2.2 Disfuncbes Mitocondriais e Stress Oxidativo

As mitocondrias sao as principais fontes de ROS no SNC (sistema nervoso central) (figura 1.4
A), uma vez que contém transportadores redox que podem transferir um so eletrdo para o
oxigénio, gerando ROS superéxido (0%). Os enzimas do ciclo do acido tricarboxilico, a cadeia
transportadora de eletrées (complexos I, Il e lll) e a monoamina oxidase (MAQ) estao entre os
transportadores mitocondriais que geram o O (figura 1.4 B). As mitocondrias também tém
outros enzimas capazes de desintoxicar ROS como a superoxido dismutase (SOD) que,
transforma o 0% em peroxido de hidrogénio (H,0,) (figura 1.4 C). Os enzimas SOD trabalham
em conjunto com catalases e peroxidases de glutationa para removerem o H,0, de dentro da
mitocondria. Além disso, na célula o 0% e H,0, podem reagir com outras moléculas, tais como
metais (reacdo de Fenton) e oOxido nitrico, levando a formacdo de radicais hidroxilo e
peroxinitritos (figura 1.4 C). Em condicdes normais, estes eventos quimicos requerem um
equilibrio entre a producdo de ROS e a sua remocao, equilibrio esse que quando fica
perturbado, leva a acumulacao de ROS e ao stress oxidativo [31].

A disfuncdo mitocondrial tem sido assim implicada na patogénese de varias doencas
neurodegenerativas, nomeadamente na AD. Tem sido descrito que disfuncdes mitocondriais
correlacionam-se com as caracteristicas histopatolégicas apresentadas na AD. Deste modo, a

hipétese da cascata mitocondrial defende que a deposicao do péptido AB, a formacdo de
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NFTS e a consequente neurodegeneracao sao eventos decorrentes do mau funcionamento das

mitocondrias [32].

(A) Cadeia de transporte electronico na mitocdndria
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(C) Reagdes quimicas do metabolismo de ROS

. +€ +€ +€ . te
Formagdo de ROS: Oy — Oy’ W H,Op —> OH + OH ™ —> 2H,0

Dismutagco por superoxido dismutase (SOD): O, + Oy + 2H* ﬂ» H,O0, + O,

Reaco de Fenton: H,0, + Fe?* ——— OH +OH ™ + Fe®

Formagdo de RNS: O, "+ NO* ———— ONOO ™ —> OH" + NOy
Figura 1.4| Mitocéndria e ROS. (A) Esquema de transporte de eletrées na cadeia mitocondrial. Os eletrées sao
transferidos do complexo | (C |) para o complexo IV (C V), incluindo a coenzima Q10 e citocromo C (Cit C). (B)

Esquema da geracao de ROS na mitocéndria mediado a partir de C I, C II, C lll e do TCA. (C) Reagbes quimicas para a

geracdo de ROS, tais como 0%, H,0, e RNS (Adaptado da referéncia [31]).
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A causa do mau funcionamento mitocondrial permanece por explicar, porém com base na
instabilidade e irreparabilidade do genoma mitocondrial, devido a auséncia de histonas e
sistemas de reparacao enzimaticas, € possivel que durante o envelhecimento, a acumulacdo
de danos no DNA mitocondrial (mtDNA) induzido pelo stress oxidativo e subsequente
disfuncao mitocondrial podem servir como desencadeadores do aparecimento dos principais
marcadores histopatoldgicos da AD (figura 1.5) [33].

Em suma a disfuncdo mitocondrial € uma das causas provaveis de neurodegeneracao e pode
ser prejudicial na AD devido a funcdo mitocondrial ser responsavel pela producao energética
metabdlica e regulacdo de segundos mensageiros como ROS e calcio (Ca®") e, deste modo ha
perturbacao das suas funcdes pois a disfuncdo do metabolismo energético mitocondrial
culmina com a deficiéncia do ido Ca** promovendo a abertura do poro de transicio de
permeabilidade mitocondrial (MPTP) e, aumentando a morte celular por apoptose. Alguns
estudos evidenciam que o péptido AB é o responsavel por este fenébmeno [34, 35]. Cerca de
100% do oxigénio molecular é consumido pela respiracdo mitocondrial e, oxidantes fortes sao
normalmente produzidos como subprodutos, incluindo o peroxido de hidrogénio (H,0;) e os
radicais superoxido. Neste sentido, o defeito do complexo mitocondrial | (C I) pode submeter
células ao stress oxidativo, devido a um aumento da producdo de superoxido. Defeitos
mitocondrias também podem contribuir para a degeneracdo celular na AD através da
diminuicdo da sintese de ATP e consequente defeito bioenergético, e por promover apoptose
como anteriormente referido. Em cérebros de doentes de AD, também ocorrem alteragoes
patologicas nos enzimas mitocondriais, sugerindo uma desregulacdo do metabolismo
energético, uma vez que os neuronios do SNC conduzem a sua energia quase completamente

a partir da fosforilagao oxidativa na cadeia respiratoria das mitocondrias [34, 35].
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Figura 1.5| Anomalias mitocdndrias na doenca de Alzheimer. A cadeia respiratoria mitocondrial € o maior produtor
celular de espécies reativas de oxigénio (ROS), que causam varios danos oxidativos a componentes mitocondrias,
incluindo o mtADN. Mutagdes no mtADN, por sua vez, diminuem a eficiéncia da cadeia de transporte eletrénico (ETC)
aumentando a producdo adicional de ROS. Também tem sido descrito uma reducdo na expressdao nuclear das
subunidades dos complexos respiratorios e, sua translocacdo para a mitocondria pode ser prejudicada devido a
inibicao da translocase de membrana externa 40 (TOM 40) e da translocase do interior da membrana 23 (TIM 23)

sobre o complexo mitocondrial IV (C IV). Para além dos disturbios causados pelo ETC, também se verifica diminuicéo
na atividade de algumas enzimas do ciclo do acido tricarboxilico (TCA) (Adaptado da referéncia [34]).

O cérebro é um orgao vulneravel aos processos oxidativos devido a utilizacao da respiracdo
aerdbia, consumindo mais 20% de oxigénio que todos os 6rgaos na respiracao mitocondrial,
resultando num aumento dos niveis de ROS, na dependéncia quase total de reacdes de
fosforilacdo oxidativa para os neuronios produzirem energia sob a forma de adenosina
trifosfato (ATP), em elevadas concentracdes de acidos gordos poli insaturados, que sao
facilmente oxidados pelos radicais livres e num elevado metabolismo glicidico. Fatores estes
que criam um ambiente sensivel ao stress oxidativo e, niveis relativamente baixos de
antioxidantes e de enzimas de defesa antioxidante. Em comparacdao com outros tecidos, o

cérebro é menos eficiente na eliminacao de radicais livres.
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O stress oxidativo tem recebido particular atencdo na AD uma vez que, varios estudos
identificaram elevados niveis de produtos finais de oxidacdo, sob a forma de modificacoes
oxidativas proteicas, oxidacdo do DNA e RNA, assim como peroxidacdao dos lipidos de
membrana e polissacaridos em doentes com AD [36].

A oxidacdo de proteinas pode levar a agregacao ou sua dimerizacdo, além disso, também
pode desencadear alteracdes conformacionais destas, havendo uma maior exposicao de
residuos hidrofobos. Esta exposicdo induz a perda de caracter estrutural ou de atividade
funcional e a agregacao de proteinas, o que conduz a acumulacao de proteinas oxidadas sob a
forma de inclusdes citoplasmaticas. Exemplos destas inclusdbes sdo os emaranhados de
proteina tau e as placas senis de péptido AB, caracteristicas histopatologicas da AD. A
acumulacao de proteinas modificadas por oxidacao pode resultar em alteracoes fisiologicas e
patologicas, uma vez que, perturba as funcdes celulares a nivel de alteracdes na expressao
proteica e na regulacao génica, modulacdo da sinalizacdo celular e inducao de apoptose e
necrose [37].

O péptido AB pode induzir processos oxidativos direta ou indiretamente e esses eventos
podem estar na base da neurotoxicidade deste péptido. Existem varios processos oxidativos
associados ao péptido AB, entre eles a interacao direta dos agregados AB com as membranas
neuronais, inducdo de outros radicais, incluindo as espécies reativas de azoto (RNS), por
ativacao da microglia e radicalizacdo do proprio péptido AB [38].

A geracao e acumulacao de ROS e RNS sao prejudiciais para as células, promovendo a morte
celular, portanto tem sido crucial investigar as potenciais causas do stress oxidativo na AD
apesar de existirem varias evidéncias que demonstram o envolvimento da mitocondria, assim

como da inflamacao através da ativagao da microglia neste fenomeno (figura 1.6) [31, 39].

Inf lamacaa

_H\\q.__
1
Disfuncao 51napt1|:

Doenca de Alzheimer

Figura 1.6| Esquema da geracdo e do papel dos radicais livres na AD. Nas células, os radicais livres
podem ser gerados pela mitocondria e pela NADPH oxidase, no entanto tanto os metais como o péptido AB
podem agravar a producao de radicais livres. Uma vez que estes estejam acumulados no interior da célula,
os radicais livres podem causar danos no DNA, no RNA, nas proteinas e lipidos que podem desencadear a AD

(Adaptado da referéncia [31]).
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1.1.2.3 Hipoétese colinérgica

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor presente nas fendas sinapticas tanto do sistema
nervoso central (SNC) como do sistema nervoso periférico (SNP) e, é libertado em resposta a
estimulacdo nervosa, ligando-se a recetores pds-sinapticos. Este neurotransmissor é
sintetizado no interior da terminacdo nervosa a partir da colina, que é levada para dentro da
terminacdo por um transportador especifico. Quando a ACh libertada é hidrolisada e, mais de
50% da colina € normalmente recapturada pelas terminacdes nervosas, a colina livre dentro
da terminacdo nervosa é acetilada por um enzima citosolica, a colina acetiltransferase
(ChAT), que transfere o grupo acetil do acetil-coenzima. O passo limitante da velocidade de
sintese da ACh é o transportador da colina, cuja atividade é regulada pela velocidade com
que a ACh é libertada. A colinesterase esta presente nas terminacdes nervosas pré-sinapticas
e, a ACh é continuamente hidrolisada e ressintetizada. Para ser inativada, esta molécula sofre
clivagem por uma reacao catalisada pela acetilcolinesterase (AChE), resultando uma molécula
de colina e um grupo acetilo. Esta inibicao da colinesterase da terminacao nervosa provoca
uma acumulacado do excesso de ACh no citosol, que nao fica disponivel para libertacdo pelos
impulsos nervosos. Contudo, a maior parte da ACh sintetizada é armazenada em vesiculas
sinapticas e, a libertacdo das vesiculas ocorre por exocitose desencadeada pela entrada de
ides Ca’" na terminacdo nervosa (figura 1.7) [40]. Varios estudos demonstram que na AD se
verifica uma perda de neurdnios colinérgicos e respetivas projecoes corticais. Estes estudos,
juntamente com o papel emergente da ACh na aprendizagem e memoria, levaram a hipotese
colinérgica na AD, na qual se da especial énfase a deficiente neurotransmissao colinérgica,
indicativo de uma elevada atividade da AChE ou niveis diminutos do neurotransmissor nas
fendas sinapticas [41].

A funcdo sinaptica colinérgica parece ser especialmente afetada pela neurotoxicidade
provocada pela formacao de placas senis. Por sua vez, a perda de vesiculas sinapticas nos
terminais axonicos parece preceder a perda de neuronios colinérgicos. A deterioracao
progressiva da extensa e densa inervacdo colinérgica presente no cortex cerebral contribui
para os claros distirbios cognitivos e comportamentais, observados em doentes com AD. Esta
perda acentuada de neurdnios colinérgicos esta associada a niveis diminuidos do
neurotransmissor ACh, do enzima ChAT e do enzima responsavel pela hidrolise de ACh, a
AChE. Paralelamente, os niveis cerebrais de um outro enzima responsavel pela hidrélise de
ACh, a butirilcolinesterase (BuChE), mostram um aumento progressivo e significativo em
doentes com AD [42].
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Figura 1.7| Esquema representativo da sintese e libertacdo da acetilcolina. A ACh sintetizada é armazenada em
vesiculas e, quando o axdnio motor é estimulado, ha fusao das vesiculas com a membrana do neurénio.

A ACh é libertada de forma intensa e difunde-se pela fenda sinaptica até aos recetores nicotinicos de ACh localizados
na membrana pds-sinaptica, produzindo um potencial poés-sinaptico excitatorio na fibra muscular, que resulta na

contracdo muscular (Adaptado da referéncia [40]).

1.1.2.4 Hipodtese da hiperfosforilacdo da tau

A proteina tau é uma proteina associada aos microtibulos, que promove a estrutura e
estabilizacdo dos mesmos, isto é, a funcao desta proteina é promover a agregacdo e correto
funcionamento dos microtubulos e, a sua atividade biolégica depende do seu grau de
fosforilacdo. A fosforilacdo da proteina tau constitui um processo normal do metabolismo
celular, e em condicbes normais os feixes de proteina fosforilada sdao ubiquitinados e,
portanto degradados [43].

Na AD, a proteina tau encontra-se anormalmente hiperfosforilada, resultado de uma
alteracao conformacional da proteina, tendo como consequéncia a perda da reatividade com
a ubiquitina, diminuindo assim a sua capacidade de ligacdo aos microtubulos, o que faz com

que se formem os referidos NFTS que se acumulam no cérebro (figura 1.8) [43, 44].
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Figura 1.8| Esquema representativo do misfolding, fibrilacdo e sequestracdo da tau. Do lado esquerdo da
imagem esta representado um neurdnio normal, que segundo a hipétese da neurodegeneracdo na AD pela
hiperfosforilacdo da tau ird comprometer a funcéo e viabilidade dos neurénios representados do lado direito, através
da conversao da tau normal em tau hiperfosforilada que formam NFTS, resultando na despolimerizacao dos
microtUbulos e numa interrupcao do transporte axonal. A libertacdo da tau anormal para o espaco extracelular leva
ao aumento dos niveis de liquido cefalorraquidiano (CSF) que, € um dos biomarcadores da AD em doentes vivos com
AD (Adaptado da referéncia [45]).

1.1.2.5 Hipoétese da cascata amildide

Uma das principais caracteristicas de doentes com AD consiste no aumento da producao e
acumulacao de formas neurotoxicas do péptido AB, devido a alteracdées no processamento
proteolitico da proteina APP. Pensa-se que seja a acumulacao e agregacao destes péptidos AB

o fendmeno que esta na origem do desenvolvimento da AD (figura 1.9) [46, 47].

Inibicao da agregacao
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Figura 1.9| Esquema representativo da geracao e agregacao de péptidos AB. APP é uma proteina transmembranar
que pode ser processada por dois eventos proteoliticos, uma clivagem proteolitica realizada pelo B-secretase, e uma
clivagem pelo y-secretase. Apesar de se poder gerar péptidos AB com varios tamanhos, o péptido AB40 e AB42 sao os

predominantes quando ha alteragdes no processamento proteolitico da APP (Adaptado da referéncia [47]).
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A APP é uma glicoproteina transmembranar que apresenta uma porcao N-terminal glicosilada
extracelular e uma porcdo C-terminal citoplasmatica, exibindo também um dominio AB que
esta imerso na membrana e que pode ser clivado. Esta proteina é produzida no reticulo
endoplasmatico e esta envolvida no crescimento de neuroénios e dendrites, bem como na
formacao de sinapses. O papel catabolico da APP é influenciado pelos enzimas a-, B- e y-
secretases, sendo que de acordo com os diferentes enzimas sao produzidas diferentes formas
e quantidades de péptido. Este péptido é originado por duas vias competitivas, a nao
amiloidogénica e a amiloidogénica. Na via nao amiloidogénica, a a-secretase protege a
proteina das alteracdes amiloidogénicas clivando no interior da sequéncia AB, produzindo um
fragmento solivel nao amildide (p3). A via amiloidogénica baseia-se na acdo das protéases B-
e y-secretase, que catalisam a libertacdo do N- e C-terminal da proteina, produzindo as
isoformas AB4 e AB4,, fragmentos estes insollveis e ricos em folhas B, razdo pela qual se

agregam. (figura 1.10) [21, 48].
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Figura 1.10| Esquema representativo do processamento da APP. Na via ndo amiloidogénica (lado esquerdo) a a-
secretase cliva a APP no interior do dominio AB, formando-se o fragmento sollvel p3. Na via amiloidogénica (lado

direito) a APP é clivada pela B-secretase formando-se o fragmento insollvel AB (Adaptado da referéncia [48]).

O péptido AB torna-se toxico pois, ao invés de ser degradado ou sofrer clearance, agrega-se,
formando-se as placas amildides. Varios estudos demonstraram que as sinapses sao
particularmente suscetiveis a efeitos adversos, provocados pela agregacao de AB, como por
exemplo, a desregulacdo dos transportadores sinapticos de ides e glucose, e estudos
eletrofisiologicos mostram também que a agregacdo de AB potencia uma desregulacdo da
plasticidade sinaptica. Para além destes fatores, a agregacao de AB pode promover danos
neuronais, por inducao de stress oxidativo e disrupcao da homeostase celular do calcio, isto

€, quando ocorre agregacao de AB, ha stress oxidativo ao nivel da membrana celular,
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promovendo-se a peroxidacao lipidica e consequente geracao de 4-hidroxinonenal (4HNE), um
aldeido neurotoxico que modifica covalentemente proteinas nos residuos de cisteina, lisina e
histidina. Algumas das proteinas modificadas sao transportadores membranares, recetores
membranares, proteinas de ligacdo como a GTP (proteina G) e canais i6nicos. As modificacoes
oxidativas da proteina tau, promovidas pelo 4HNE e por ROS, provocam a agregacao desta
mesma proteina, induzindo a formacao de NFTS. A AB gera stress oxidativo mitocondrial e
desregulacdo da homeostase do calcio, resultando na diminuicdo da atividade da cadeia
transportadora de electrdes, producao aumentada de superoxido e diminuicao da producéo de
adenosina trifosfato (ATP). O superdxido é convertido em peroxido de hidrogénio (H,0,) que
reage com Fe?" ou Cu’, produzindo o radical hidroxilo (OH’), um potente indutor de stress
oxidativo (figura 1.11) [49, 50].

Em suma, pensa-se que seja a acumulacao destas placas AB o fendmeno que esta na origem
do desenvolvimento da AD (hipotese da cascata amildide) e, assim sendo, um possivel alvo
promissor para o tratamento desta doenca sera a atuacdo neste mesmo mecanismo, inibindo

por exemplo a B-secretase.

Lipoperaddati Cross linked profei i 7
medified protein —] Cross P “}—(-’(P'd’ancwegd'mk

[AGE}—{ RSH]

Ovdzed protein [Mailard reactien]
Moncsaccharides

Typical nerve cell

Figura 1.11| Esquema da acdo neurotodxica induzida pelo péptido AB. Representacdo esquematica detalhada do
stress oxidativo induzido pela agregacdo do péptido AB que, produz ROS por catalise metalica. As proteinas podem
ser modificadas por glicacao e auto oxidacao aumentando a producao de agregados de AB. Estes interagem com o
recetor RAGE (do inglés Receptor for Advanced Glycation Endproducts) aumentando a producao de ROS. Modificacdes
no AGE (do inglés advanced glycation end-product) resultantes de depositos de proteinas ocorrem nas placas senis
como em NFTS na AD. A peroxidacao lipidica causada por ROS produz malonaldeido 4-hidroxinonenal (4-HNE), que se
liga diretamente a tau, inibindo a sua desfosforilacdo. A homeostase dos ides também é perturbada com ROS pois
promove a ativacdo do N-metil-D-aspartato (NMDA) levando a um aumento dos niveis de Ca® intracelular e, esta
alteracdo na homeostase do Ca?* também pode contribuir para a acéo toxica do péptido AB (Adaptado da referéncia
[49)).
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1.1.3 Terapéuticas da Doenca de Alzheimer

Atualmente os tratamentos disponiveis para a AD nao impedem a progressao da doenga,
apenas atenuam alguns sintomas manifestados na AD, uma vez que, ha falta de informacao
sobre os mecanismos moleculares especificos que causam a neurodegeneracdao na AD e,
portanto, auséncia de qualquer tratamento neuroprotetor que retarde ou detenha esta
doenca [51]. Atendendo a hipotese colinérgica, foi desenvolvida uma terapéutica que consiste
no aumento da disponibilidade de ACh na fenda sinaptica, através da inibicao da AChE [52].
Em 1993, foi aprovado pela FDA o primeiro medicamento inibidor da AChE, a tacrina, no
entanto deixou de ser comercializado devido a sua hepatoxicidade [53]. Posteriormente, a
FDA aprovou o donepezilo (A), a rivastigmina (B) e a galantamina (C) nos anos 1996, 2000 e
2001, respetivamente.

Os inibidores donezepilo e galantamina sao inibidores seletivos da AChE, isto &, inibem a AChE
em concentracdes inferiores as necessarias para inibir a BUChE, enquanto que, a rivastigmina
é um inibidor nao seletivo, pois inibe com uma afinidade semelhante os dois enzimas
responsaveis pela hidrélise de ACh, inibe tanto a AChE como a BuChE. A galantamina
apresenta uma caracteristica importante que é a capacidade de modular aloestericamente os
recetores pré-sinapticos nicotinicos [52, 54, 55].

Outra caracteristica da AD é o aumento extracelular do glutamato, ativando excessivamente
os recetores NMDA e, por conseguinte hd uma acumulacéo intracelular de Ca®*. Tendo isto em
conta, outra abordagem de tratamento para a AD aprovada em 2002, foi a memantina (D), um
antangonista nao competitivo do recetor NMDA, protegendo assim os neurénios da toxicidade
mediada pela atividade glutaminérgica [56].

Em suma os farmacos aprovados atualmente para o tratamento sintomatico da AD sao entao
os inibidores da colinesterase (donepezilo, rivastigmina, galantamina) e o antagonista do
NMDA (memantina) (figura 1.12).
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Figura 1.12| Representacao esquematica dos medicamentos aprovados como terapéutica para a AD. (A) Estrutura
quimica do donepezilo. (B) Estrutura quimica da rivastigmina. (C) Estrutura quimica da galantamina. (D) Estrutura

quimica da memantina (Adaptado da referéncia [57]).
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0 desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que tenham subjacentes os mecanismos
patogénicos da AD podera levar a novos medicamentos que poderdo atrasar ou mesmo parar a
progressao da doenca. Atualmente, os farmacos testados para o tratamento da AD e, que
estdio em diferentes fases de desenvolvimento, baseiam-se principalmente em trés
mecanismos de acao: os que afetam a neurotransmissao, os que impedem a acumulacao de
proteinas deformadas (AB e tau) e aqueles que recuperam a funcdo mitocondrial [58]. Porém,
terapéuticas com base na prevencdo da acumulacao de proteinas deformadas sdo a principal
abordagem para o tratamento da AD e, portanto, sera discutido com mais detalhe,
destacando as terapias dirigidas ao péptido AB, nomeadamente inibidores da B-secretase, que

consiste no objeto de estudo deste trabalho.

1.1.3.1 B-secretase

Desde que foi elucidado que a B-secretase desempenha funcées no processamento da APP,
inibidores da B-secretase tém sido alvos primarios para o tratamento da AD. Alguns estudos
demonstraram que a inibicdo da B-secretase reduz drasticamente a producado do péptido AB
[59]. Apesar do fato da inibicao da B-secretase representar uma estratégia promissora para o
tratamento da AD, esta protease tem sido um alvo desafiador em quimica medicinal pois, o
seu grande centro ativo faz com que compostos pequenos (<500kDa) a inibam muito
dificilmente [60]. Deste modo, um bom inibidor do B-secretase deve ser metabolicamente
estavel, oralmente biodisponivel, ser capaz de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE)
e ser altamente seletivo, pois algumas proteases asparticas estdo estruturalmente
relacionadas com o B-secretase. Uma outra limitacao dos inibidores do B-secretase a ter em
conta é o transporte de efluxo ativo mediado pela glicoproteina-P (gpP) [61].

Atualmente, o desenvolvimento deste tipo de inibidores tem tido como objetivos serem de
origem nao-peptidica e serem moléculas pequenas mas potentes enquanto inibidores e, deste
modo eficazes em diminuir os niveis de AB [62]. Um exemplo de um inibidor potente e
seletivo nao peptidico e capaz de bloquear AB quando co-administrado com um inibidor da
gdP, é a molécula GSK188909 (figura 1.13) [61].
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Figura 1.13| Representacdo esquematica da estrutura quimica de GSK188909. (Adaptado da referéncia [61]).

Em 2009, a Merck também apresentou um outro inibidor administrado oralmente, o TC-1
(figura 1.14), foi demonstrado que este inibidor reduz os niveis de AB e de CSF em primatas

nao-humanos [63].
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Figura 1.14| Representacdo esquematica da estrutura quimica de TC-1. (Adaptado da referéncia [63]).

Quase uma década apds a resolucdo da estrutura da B-secretase, a CoMentis anunciou a
conclusao da primeira fase | do estudo clinico do CTS-2166, sendo esta molécula bem tolerada
e eficaz na reducao dos niveis de AB em seres humanos [60].

Todos estes dados sobre inibidores da B-secretase sao encorajadores e sugerem que a terapia
ou a prevencao da AD pode ser uma realidade no futuro, sendo essencial explorar novas

terapias atuando ao nivel do péptido AB.
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1.2 Hidratos de Carbono

Os hidratos de carbono, vulgarmente designados por “aclcares”, formam uma classe de
compostos organicos, em que os mais simples sdo moléculas com apenas trés atomos de
carbono, enquanto os mais complexos se formam por polimerizacdo de glicidos mais
pequenos, constituindo por vezes macromoléculas. Os hidratos de carbono sdo aldeidos poli
hidroxilados, cetonas poli hidroxiladas ou compostos que, por hidrédlise, se podem transformar
nestes. Os hidratos de carbono que nao se podem hidrolisar para compostos mais simples
chamam-se monossacaridos e os que se podem hidrolisar em duas ou mais moléculas de
monossacaridos denominam-se oligossacaridos e polissacaridos. De entre os monossacaridos,

ou aclcares simples, a glucose (figura 1.15) é o mais abundante na natureza [64].

CHO
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Figura 1.15| Representacdo esquematica da estrutura da D-Glucose. (adaptado da referéncia [65].

Os hidratos de carbono constituem uma das principais classes de compostos organicos nos
sistemas vivos, como o DNA, RNA, proteinas e lipidos, sdo moléculas vitais para a existéncia

da propria vida [66].

1.2.1 Acgucares no Desenvolvimento de Farmacos

Esta demonstrado que os aclcares desempenham um papel importante em varios processos
bioldgicos, nomeadamente no reconhecimento celular, crescimento e diferenciacao, folding
proteico, inflamacdes, infecdes e desenvolvimento de determinadas doencas. Tais funcdes
sdo mediadas, fundamentalmente pela intervencdo de glicoproteinas, glicolipidos e
polissacaridos encontrados nas superficies celulares e através de proteinas com dominios de
ligacao a hidratos de carbono, estando descrito que a constituicao da superficie celular nestes
elementos pode variar consideravelmente entre células saudaveis e células doentes [67]. Por
estas razoes, o desenvolvimento na sintese de hidratos de carbono, na sua analise e
manipulacao através da glicoquimica e da glicobiologia tem sido fundamental para o avanco
na terapéutica de varias doencas [64]. Neste ambito, varias enzimas com atividade glicolitica,

ou seja proteinas envolvidas na metabolizacdo dos aclcares, corretamente designadas de
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glicosidases tém sido reconhecidas como importantes alvos terapéuticos [68]. Este conceito
levou ao desenvolvimento de varios farmacos, como por exemplo, os farmacos anti influenza
zanamivir (desenvolvido pela Glaxo Smith kline como Relenza) e oseltamivir (desenvolvido
pela Roche como Tamiflu), entre outros [69, 70]. Estdao também em desenvolvimento
farmacos para a malaria, cancro, diabetes e Alzheimer tendo como base hidratos de carbono
[64].

1.2.2 Limitac6es da Aplicacdo dos Acucares nos Farmacos

Apesar dos hidratos de carbono serem das classes de biomoléculas mais importantes na
natureza, como referido anteriormente, existem relativamente poucos farmacos baseados em
hidratos de carbono atualmente comercializados. Este facto é devido a dificuldade de sintese
e principalmente devido as propriedades fisico-quimicas indesejaveis que os hidratos de
carbono podem apresentar para candidatos a farmacos. Essas propriedades indesejaveis
consistem no facto de serem sensiveis a hidrolise enzimatica e apresentarem um grande
numero de ligacdes hidrogénio, que apesar de contribuir para a sua solubilidade dificulta a
sua passagem por membranas, deste modo apresentam propriedades farmacocinéticas fracas
em termos de penetracao de tecidos.

Porém, estes problemas farmacocinéticos podem ser evitados pela utilizacdo de scaffolds de
hidratos de carbono, isto €, com desenvolvimento de moléculas que imitam a estrutura e
funcdo dos hidratos de carbono com o objetivo de serem mais ativas e mais estaveis,

tornando-as possiveis produtos farmacéuticos eficazes [71].

1.2.3 Scaffolds de Acgucares

E essencial para o desenvolvimento de compostos farmacéuticos derivados de hidratos de
carbono controlar as posicdes reativas da molécula e verificar em que medida podem
influenciar o resultado final. Estes compostos apresentam carbonos quirais que podem ou nao
manter a sua configuracao ao longo das diversas reacoes que se vao realizando. Os grupos
hidroxilo existem em grande numero nos hidratos de carbono, pelo que a reatividade destes

grupos pode condicionar algumas sinteses.
Nos acUcares existem, fundamentalmente, trés tipos de grupos hidroxilo:
1) O grupo hidroxilo primario, que na D-glucose esta no carbono C-6;
2) Os grupos hidroxilo secundarios, que na D-glucose estao nos carbonos C-2, C-3 e C-4;

3) O grupo hidroxilo anomérico, que pertence a uma funcdo hemiacetal, ligado ao

carbono C-1.
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Consequentemente € crucial a utilizacdo de grupos protetores para tornar possiveis
determinadas reacdes e originar produtos estaveis em reacdes posteriores, assim como, que a

remocao destes grupos seja apenas realizada em condicoes apropriadas [72].

1.2.3.1 Protecao de Grupos Hidroxilo

Existe uma grande variedade de grupos protetores utilizados na quimica dos hidratos de
carbono [73]. Neste trabalho os grupos protetores utilizados foram o grupo isopropilideno, o

grupo benzilo e o grupo metoxilo.

O grupo isopropilideno tem como objetivo proteger dois grupos hidroxilo vizinhos e, podem
ser formados utilizando na reacao reagentes como a acetona, 2,2-dimetoxipropano, a,a-
dimetoxitolueno, a,a-dibromotolueno ou 2-metoxipropeno. Existem diferentes condicdes
reacionais para proteger os grupos hidroxilo da p-glucose com grupos isopropilideno (esquema
1.1) [74].

OH
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1,2:5,6-Di-O-isopropilideno-a-D-glucofuranose (1)
D-Glucose

Esquema 1.1| Apresentacdo das diferentes condi¢Ges reacionais de protecao dos grupos -OH da D-glucose com
grupos isopropilideno. (a) Me,CO, H*, ZnCl,; (b) 2,2-dimetoxipropano, H*; (c) 2-metoxipropeno, H" (Adaptado da
referéncia [74].

A remocao dos grupos isopropilideno é efetuada muito facilmente utilizando uma solucao
aquosa de um acido fraco, através de uma hidrolise acida, que tem como objetivo a quebra
do grupo isopropilideno regenerando novamente os grupos hidroxilo protegidos. No entanto,
apesar dos ésteres serem moderadamente estaveis na presenca de acidos, os cetais e acetais
ciclicos em determinadas situacdes nao o sao, isto pode ser verificado no composto de partida
deste trabalho (1) que, é estavel na posicdao 1,2 enquanto o grupo isopropilideno da posicao
5,6 é facilmente clivado nas condicdes anteriormente descritas para remocédo deste tipo de

grupos [74].
O grupo benzilo, também é frequentemente utilizado na protecao de grupos hidroxilo em

aclcares. A sua utilizacao prossupde a acdo de um haleto de benzilo, normalmente cloreto de

benzilo ou brometo de benzilo; de um solvente estavel, isto é, a escolha do solvente é feita
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com base na solubilidade do composto a proteger e com a estabilidade do substrato e do
produto nesse solvente, assim sendo, os solventes habitualmente utilizados sao a N,N-
dimetilformamida (DMF), o tetra-hidrofurano (THF), o dioxano e o dimetilsulfoxido (DMSO); e
na presenca de uma base forte como o hidreto de sodio no caso do composto a proteger ser
estavel em meio basico, em contrapartida, se o derivado a proteger possuir grupos labeis,
entdo utilizam-se bases mais suaves como o 6xido de prata [74].

Por sua vez a metilacdo de um grupo hidroxilo também é, em geral uma reacdo bastante
simples, habitualmente utiliza-se metanol em meio acido ou basico [72]. Neste trabalho, o
grupo metoxilo foi formado em meio acido, uma vez que, anteriormente tinha-se como
objetivo a clivagem do grupo isopropilideno na posicao 1,2 do produto 3.

A reacdao de desmetilacdo € facilmente efetuada com uma solucdo de metanol/tetra-
hidrofurano anidro e adicionando metdxido de sédio (NaOMe) [75], ou através de uma reacao

em meio acido utilizando uma solucao de acido acético/acido cloridrico 3M [76].

1.2.3.2 Oxidacao seletiva do Grupo Hidroxilo

Os grupos hidroxilo primarios e secundarios podem ser oxidados através de uma grande
diversidade de agentes oxidantes, a aldeidos, acidos carboxilicos ou cetonas. Monossacaridos
com um grupo formilo (aldoses) e monossacaridos com um grupo cetona (cetoses) sao
habitualmente substratos de partida para a sintese de inimeros compostos com atividade

biologica, nomeadamente antibioticos.

Existem cinco métodos classicos de oxidacgao:

1) Com agentes oxidantes fortes, através de acido dicromico ou de outros reagentes
baseados em cromio (VI), tal como o clorocromato de piridinium (PCC) e o dicromato
de piridinium (PDC);

2) Oxidacao de Swern, utilizando cloreto de oxalito e DMSO para formar aldeidos ou
cetonas, partindo de alcoois primarios e secundarios respetivamente. Tem como
vantagem proporcionar condi¢des suaves e evitar a utilizacdo de matais tdxicos como
0 cromio;

3) Por desidrogenacao catalitica, através da utilizacdo do cromito de cobre, método este
vulgarmente utilizado para oxidar alcoois primarios a aldeidos;

4) Oxidacao de Oppenauer, utilizando cetonas na presenca de um alcéxido como agente
de oxidacdao de um alcool secundario. As cetonas mais utilizadas sao a acetona, a
butanona e a ciclo-hexanona e, a base mais utilizada é o terc-butoxido de aluminio;

5) Oxidacao de Dess-Martin, utilizando reagentes de iodo hipervalente e, o produto
resultante tem que ser aquecido a 100°C numa solucdo de anidrido acético e acido

acético.
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Dos métodos de oxidacao referidos, o que apresenta melhor rendimento neste trabalho é o
método utilizando agentes oxidantes fortes, estando descrito que a utilizacao de PCC como

oxidante em derivados glucidicos tem obtido grande sucesso [72, 74].

1.3 Docking

O desenvolvimento de farmacos € um processo arduo e demorado, uma forma de atenuar
estas dificuldades é a utilizacdo da simulacdao computacional aplicada ao estudo de sistemas
bioldgicos. A utilizacdo de metodologias computacionais tem sido fundamental para o estudo
de interacdes entre biomoléculas e no processo de descoberta para o desenvolvimento de

novos farmacos, nomeadamente através de técnicas de Docking.

1.3.1 Desenvolvimento de Farmacos com base em Métodos Computacionais

Atualmente a estratégia mais eficiente e menos dispendiosa para o desenvolvimento de novos
farmacos é o planeamento racional baseado na estrutura e no mecanismo de acdo de um
farmaco, sendo as metodologias computacionais capazes de contribuir nos varios passos do
processo de desenvolver um novo farmaco, desde a descoberta de protétipos (lead
compounds), otimizacao em relacdo a afinidade com o recetor, especificidade, toxicidade e
biodisponibilidade, até a preparacao de compostos candidatos a testes clinicos [77].

0 docking tem como fundamento a utilizacdo de modelos teodricos e computacionais com o
objetivo de prever a disposicao tridimensional (3D) relativa de moléculas quando se ligam
formando um complexo recetor-ligando (modelo chave-fechadura). A importancia pratica do
docking reside no facto de permitir prever, em teoria, a formacdo de complexos entre
moléculas [78].

O docking tem sido uma ferramenta comum tanto nas grandes indUstrias farmacéuticas como
em laboratorios de universidades e centros de investigacdo, existem bastantes exemplos que
demonstram que é possivel desenvolver moléculas a partir do docking, pois este permite
procurar o melhor encaixe entre duas moléculas.

0 processo de ligacao ou docking entre proteinas e moléculas é uma das tarefas chave para o
desenvolvimento de farmacos que melhorem o tratamento de varias doencas, uma vez que,
estas moléculas, genericamente denominadas por ligandos, podem modificar as propriedades
das proteinas com efeitos terapéuticos [79].

Primariamente é necessario converter a informacao necessaria das proteinas, normalmente
utilizando as estruturas cristalografica depositadas no Protein Data Bank (PDB) e dos ligandos

em dados informaticos, isto é, deve-se limitar a proteina ao seu centro ativo e, no caso dos
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ligandos € necessario determinar todas as suas conformacdes, isto € as suas diferentes
posicdes espaciais.

Em segundo lugar, é necessario simular o docking de cada ligando com a proteina e
determinar quao boa é a interacdo entre ambos. Para tal, realizam-se operacdes de
translacao e rotacao do ligando em torno do local ativo nas suas diferentes posicoes. Em cada
uma das posicoes verifica-se a energia de ligacdo do complexo proteina-ligando. Quanto
menor for esta energia, melhor é a interacdao e portanto mais estavel sera o complexo.
Finalmente, e como resultado de todo o processo, selecionam-se os ligandos para serem

testados no laboratorio [80, 81].

1.3.2 Aplicacao do Docking em Quimica Medicinal

As moléculas apresentam graus de flexibilidade particulares e, as interacdes proteina-ligando
tendem a seguir um encaixe induzido, em que ambas moléculas sao flexiveis e ajustam-se de
modo a complementarem-se, como o modelo “chave-fechadura”. As simulacoes
computacionais procuraram considerar aspetos dinamicos do complexo formado nos estudos
de modelagem molecular, com o objetivo de simular ao maximo a descricdo dos processos
bioldgicos de interesse no desenvolvimento de moléculas com potencial atividade bioldgica
[82, 83].

Existem diversas aplicaces sobre informacdes estruturais das proteinas e, essas informacoes
estruturais do alvo terapéutico ajudam na identificacdo e otimizacdo de compostos que se
tornam candidatos a farmacos.

A flexibilidade das interacdes proteina-ligando € um dos fatores que permite que moléculas
estruturalmente semelhantes apresentem conformacdes e orientacdes relativas distintas no
centro ativo do recetor e, em consequéncia atividades e afinidades também diferentes [84].
Estudos deste tipo ja foram aplicados em farmacos para o tratamento da AD, nomeadamente
o donepezilo foi descoberto utilizando este tipo de métodos computacionais (figura 1.16) [85,
86]. Em estudos onde analisaram a sobreposicao dos inibidores da AChE (tacrina, galantamina
e donepezilo) com a respetiva enzima verificou-se que apos a sobreposicdo, apenas a cadeia
lateral do residuo de fenilalanina na posicdo 330 (Phe330) do centro ativo apresenta uma
orientacao diferente nos complexos, assim, esta orientacao distinta deve ser considerada
quando se planeia estudar outro tipo de potenciais inibidores [87]. Também existem estudos
que demonstram que compostos analogos da tacrina apresentam propriedades diferentes,
pois nos estudos computacionais possuiam uma orientacao diferente no centro ativo da AChE,
apesar da similaridade estrutural entre as moléculas (figura 1.16). Isto deve-se, como referido
anteriormente, ao facto das proteinas apresentarem flexibilidade e da variabilidade
conformacional intrinseca das estruturas proteicas induzidas pela ligacdo dos ligandos, assim

como, da variabilidade conformacional dos ligandos [86, 88].
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Figura 1.16| Representacdo esquematica do centro ativo da AChE. A ciano esta representado a sobreposicao dos
atomos de carbono do donepezilo, representando deste modo a orientagdo do donepezilo quando sobreposto no
centro ativo da AChE. A magenta esta representado a sobreposicao dos atomos de carbono da tacrina. A amarelo esta

representado um analogo da tacrina (adaptado da referéncia [88]).
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2.1 Descricao dos Objetivos

Este estudo tem como objetivos a sintese de compostos derivados de aclUcares com potencial
interesse para a inibicdo do enzima B-secretase, envolvido na AD. Assim como o estudo da
interacao dos compostos com o enzima B-secretase por estudos computacionais via docking.

A sintese da unidade glucidica com potencial interesse na inibicdo da B-secretase que sera

investigada neste trabalho apresenta sete etapas fundamentais (esquema 2.1):

a) Desprotecao seletiva do grupo isopropilideno 5,6;

b) Protecao seletiva dos grupo hidroxilos na posicao 3,5 e 6;

¢) Clivagem do grupo isopropilideno 1,2 e metilacao na posicao 1;
d) Protecao do grupo hidroxilo na posicao 2

e) Reacao de desmetilacao;

f) Reacao de oxidacao;

g) Reacao de adicao/substituicao.

e LI
B S
4
6 5
f

OH OBn R

N\

g BnO R
—

OBn OBn O

Esquema 2.1]| Plano de sintese da unidade glucidica com potencial interesse na inibicdo da B-secretase.
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3.1 Sintese da unidade glucidica

Na quimica dos acUcares devido a especificidade destes compostos possuirem diversos grupos
hidroxilo com quiralidades e reatividades diferentes é possivel controlar especificamente

quais as posicoes onde se efetuam as reacoes de forma a obter o composto final pretendido.

3.1.1  Desprotecao seletiva do grupo isopropilideno

De forma a sintetizar o potencial inibidor da B-secretase, comecou por se realizar uma reacao
de hidrdlise acida de modo a clivar o isopropilideno na posicao 5,6 do 1,2:5,6-Di-O-
isopropilideno-a-p-glucofuranose (1). O composto 1 reagiu com uma solucdo de acido acético
80% durante 1 hora a 60°C, obtendo-se o 1,2-O-isopropilideno-a-glucofuranose (2) com 100%
de rendimento (esquema 3.1). O composto de partida selecionado foi o 1 porque é um
composto comercialmente acessivel e estavel. No entanto este composto também pode
facilmente ser obtido a partir da D-glucose por protecao dos grupos hidroxilo nas posicoes 1,2
e5,6.

AcOH 80%, 60°C, 1h

Y

Esquema 3.1| Desprotecao seletiva do grupo isopropilideno do composto 1.

A estrutura do composto 2 é comprovada por comparacdo dos dados espetroscopicos de

protdo ("H) e carbono treze ("*C) (tabela 3.1) com a literatura [89].
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Tabela 3.1| Dados dos espetros de 'H- e *C-RMN do composto 1,2-0-isopropilideno-a-D-glucofuranose (2):

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5
6 (ppm) 5,88 4,49 4,21 4,02 3,89
dl
Multiplicidade s s s ddd
(J4,5=7,48Hz)
H-6a H-6b Me (isop.)
0 (ppm) 3,78 3,58 1,36; 1,22
dl dl
Multiplicidade s

(Jea,60=10,78Hz)  (Jsa,6p=5,39Hz)

Cq (isop.) c-1 C-2 C-3 C-4
0 (ppm) 110,4 104,5 84,8 73,9 79,4
C-5 C-6 Me (isop.)
26,69;
6 (ppm) 68,7 63,7 26,13

3.1.2 Protecao dos grupos hidroxilo na posicao 3,5 e 6

Para a sintese do composto 3,5,6-tri-O-benzil-1,2-0-isopropilideno-a-glucofuranose (3)
protegeu-se seletivamente os grupos hidroxilo nas posicoes 3, 5 e 6 do 1,2-O-isopropilideno-a-
D-glucofuranose (2) com o grupo benzilo (esquema 3.2). Assim tratou-se o Composto 2 em
DMF com BnBr e, usando como catalisador a base de Lewis NaH. Obteve-se o produto 3 com

70 % de rendimento.

BnBr, NaH, DMF

t.a. 1h

Esquema 3.2| Protecao dos grupos hidroxilo livres do composto 2.
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A obtencdo deste composto foi confirmada por analise dos espetros de RMN 'H e C (tabela

3.2) e por comparagao com os dados da literatura [89].

Tabela 3.2| Dados dos espetros de 'H- e C-RMN do composto 3,5,6-tri-O-benzil-1,2-O- isopropilideno- a-D-

glucofuranose (3):

H (Ph) H-1 Bn-CH,+H-2 H-3 H-4
6 (ppm) 7,43-7,07 5,91 4,65-4,54 4,72 4,33
d d
Multiplicidade m m d
(J=3,64 Hz) (J=11,28Hz)
H-5 H-6a, H-6b Me( isop.) Bn-CH,
6 (ppm) 4,08 3,91-3,69 1,48; 1,30 4,53-4,43
Multiplicidade ddd m S, S m
Cq (Ph) CH dos Ph
6 (ppm) 138,7; 138,5; 137,6 128,4; 128,3; 128,2; 127,6; 127,4
Cq (isop.) C-1 C-2 C-3 C-4
o (ppm) 11,7 104,9 81,8 79,8 81,7
C-5 C-6 CH,, Bn CH3 (isop.)
6 (ppm) 75,5 71,1 72,7; 72,0; 71,3 26,7; 26,3

A presenca dos grupos benzilo na molécula foi confirmada pela presenca de 15 protdes de CH-
Ph a 6 7,43-7,07 e, com dois multipletos referentes a 4 e 2 protdes a 0 4,65-4,54 e a 6 4,53-

4,43, respetivamente, referentes ao CH,Ph e, pela presenca de 3 atomos de carbono

quaternarios a 138,7; 138,5 e 137,6 no espectro de 3C.
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3.1.3 Desprotecao do grupo isopropilideno e metilacao

A formacao do composto 3,5,6-tri-O-benzil-a,B-D-glucofurandsido de metilo (4) foi efetuada
num so passo iniciando esta transformacdo com a desprotecao do grupo isopropilideno na
posicao 1,2 do composto 3 (esquema 3.3), para tal fez-se reagir o substrato com metanol e
acido sulfurico concentrado a 0°C durante 12 horas, ao fim das quais procedeu-se de imediato
ao work-up da reacao, obtendo-se uma mistura dos dois diastereoisomeros, o anémero a com
38% de rendimento e o andmero B com 27%.

Optou-se por realizar este método descrito na literatura [90] pois assim foi possivel clivar o
isopropilideno na posicao 1,2 e metilar o grupo hidroxilo do carbono anomérico, em vez de
clivar o isopropilideno e posteriormente metilar o grupo hidroxilo com iodeto de metilo e uma
base forte como o hidreto de sédio ou com metanol e cloreto de acetilo, técnicas estas

descritas na literatura [91].

MCOH, HzSO4

0°C, 12h

Esquema 3.3]| Clivagem do isopropilideno 1,2 e metilacdo do grupo hidroxilo do carbono anomérico do composto 3.

A estrutura do composto 4 foi determinada por estudos espetroscopicos de 1" e *C (tabelas
3.3e3.4).
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Tabela 3.3 | Dados dos espetros de 'H- e "*C-RMN do composto 3,5,6-tri-O-benzil-a-D-glucofurandsido de metilo (4):

H (Ph) H-1 H-2 H-3, H-5 H-4
0 (ppm) 7,43-7,07 4,99 4,22 4,04-4,00 4,29
ddd
Multiplicidade m sl m m
(J=12,46Hz)
H-6a H-6b CH; OMe OH Bn-CH,
6 (ppm) 3,85 3,69 3,42 2,93 4,78
d dd Parte A do
sl sistema AB

Multiplicidade
(JGay6b=10,36HZ) (J5,6b=5,68HZ)

(JAB= 12,1 ZHZ)

Bn-CH, Bn-CH,
6 (ppm) 4,67 4,59-4,47
Parte B do
Multiplicidade sistema AB m

(Jue=11,11Hz)

Cq (Ph)

128,4; 128,3; 128,2; 127,7; 127,6; 127,5;

138,9; 138,6; 137,9

CH dos Ph

127,4; 127,3

6 (ppm)
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5
o (ppm) 101,8 76,0 83,8 77,8 76,1
C-6 CH,, Bn OMe
o (ppm) 71,3 72,6; 71,6; 71,3 55,8

39



Apresentacao e discussao dos resultados

Tabela 3.4| Dados dos espetros de 'H- e *C-RMN do composto 3,5,6-tri-O-benzil-B-D-glucofurandsido de metilo (4):

H (Ph) H-1 H-2 H-3 H-4
6 (ppm) 7,32-7,22 4,74 4,11 3,94 4,40-4,37
Multiplicidade m sl sl s m
H-5 H-6a H-6b CH; OMe Bn-CH,
6 (ppm) 4,06 3,99-3,98 3,78-3,74 3,35 4,70
ddd Parte A do
Multiplicidade m m S sistema AB
(J=13,56Hz) (J=12,63Hz)
Bn-CH,
6 (ppm) 4,57-4,41
Multiplicidade m
Cq (Ph) CH dos Ph
5 (ppm) 138,9: 138.6; 138,0 128,4; 128,3; 128,2; 127,8; 127,7; 127,6;
127,5; 127,4
C-1 c-2 c-3 C-4 C-5
6 (ppm) 110,0 78,2 83,3 79,9 76,6
C-6 CH,, Bn OMe
6 (ppm) 70,3 72,4; 72,2; 70,7 55,9

Pela analise dos espetros constatou-se que, os compostos formados nao possuiam na sua

estrutura o grupo isopropilideno, verificando-se ainda a presenca do grupo metoxilo nos dois

anomeros formados.

3.1.4 Protecao do grupo hidroxilo

De modo a proteger o grupo hidroxilo na posicao 2 do produto 4 com o grupo benzilo,
recorreu-se as mesmas condicbes utilizadas anteriormente no ponto 3.1.2 (esquema 3.4).

Obteve-se assim os anomeros a e B do produto 5 com 92% e 90% de rendimento,
respetivamente.
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BnO
BnBr, NaH, DMF

ta. lh

Esquema 3.4| Protecao do grupo hidroxilo do carbono 2 do composto 4.

Nas tabelas 3.5 e 3.6 apresentam-se os dados dos espetros de RMN que, permitem a
identificacdo do composto 5. Pela sua analise conclui-se que o grupo -OH foi protegido, pois
nos espetros de protao verifica-se a presenca de um singuleto que integra 3 protdes referente
ao CH; do grupo metoxilo introduzido na molécula.

Tabela 3.5| Dados dos espetros de 'H- e *C-RMN do composto 2,3,5,6-tetra-0O-benzil-a-D-glucofurandsido de metilo

(5):

H (Ph) H-1 H-2 H-3, H-5 H-4
o (ppm) 7,24-7,21 4,86 4,23 4,01-3,95 4,32
dd
t
Multiplicidade m S (J4= 3,92Hz, m
(J=6,0 Hz)
Jz=5,82HZ)
H-6a e H-6b CH; OMe Bn-CH, Bn-CH, Bn-CH,
o (ppm) 3,86 3,39 4,77 4,63 4,55-4 46
Parte A do Parte B do
Multiplicidade m S sistema AB sistema AB m

(J=11,68Hz)  (J=12,04Hz)

Cq (Ph) CH dos Ph
128,4; 128,3; 128,2; 128,1; 127,9; 127,8;
6 (ppm) 139,0; 138,6; 138,1; 137,7
127,7; 127,6; 127,5; 127,4; 127,3
C-1 C-2/C-3 C-4 C-5
o (ppm) 101,5 76,8; 76,7 83,6 82,1
C-6 CH,, Bn OMe
o (ppm) 71,3 73,7;72,6;72,5; 72,2 55,5

41



Apresentacao e discussao dos resultados

Tabela 3.6| Dados dos espetros de 'H- e "*C-RMN do composto 2,3,5,6-tetra-0-benzil-8-D-glucofurandsido de metilo
(5):

H (Ph) H-1 H-2, H-5 H-3, H-6a H-4
0 (ppm) 7,26-7,24 4,90 4,13-4,04 3,92-3,89 4,40-4,37
Multiplicidade m s m m m
H-6b CH; OMe Bn-CH, Bn-CH, Bn-CH,
0 (ppm) 3,71 3,36 4,77 4,63-4,58 4,53-4,50
q d
Multiplicidade s m m
(J=5,4Hz) (J=11,4Hz)
Cq (Ph) CH dos Ph
128,4; 128,3; 128,2; 128,2; 127,9; 127,8;
o (ppm) 138,9; 138,6; 137,8; 137,5
127,7; 127.6; 127,6; 127,5; 127,3; 127,3
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5
0 (ppm) 108,7 76,5 86,4 85,7 80,4
C-6 CH,, Bn OMe
6 (ppm) 70,9 73,3;72,3;72,1; 71,8 55,9

Pela analise dos espetros de RMN verificou-se a presenca de mais um grupo benzilo em cada

um dos anomeros.

3.1.5 Desmetilacdo da posicdo 1 do anel furanésido

Apds a protecao do grupo hidroxilo na posicdo 2, o préoximo passo foi a reacao de
desmetilacao. Para tal fez-se reagir o produto 5 com NaOMe numa solucao MeOH/THF 5:1, no
entanto nao se verificou nenhuma alteracdo nas CCF’s. Pois esta técnica ndo permitiu a
desmetilacdo do composto 5. Realizou-se entdo uma técnica usualmente utilizada no grupo
de Quimica dos Gllicidos da FCUL, com uma mistura de ACOH/H,S04 2N [92], esta técnica
permitiu obter o composto 6 com 45% de rendimento. Com objetivo de melhorar este
rendimento realizou-se entdao uma técnica descrita na literatura [76], assim sendo fez-se
reagir o composto 5 numa mistura de ACOH/HCl 3M a 80°C, deste modo conseguiu-se obter o

composto 6 com um rendimento de 77% (esquema 3.5).
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E de referir que, ndo foi possivel separar por cromatografia em coluna estes isdémeros, nao se
apresentando a sua caracterizacao por RMN, pois o espetro da mistura dos dois anomeros é

muito complexo, no entanto pode-se analisar que maioritariamente se obteve o anomero B.

BnO
OMe ACOH/HCI 3M

80°C, 1h

BnO"

BnO OBn
5 6

Esquema 3.5| Desmetilacdo do composto 5.

3.1.6 Oxidacao do grupo hidroxilo

Estando o grupo hidroxilo na posicao 1 livre, submeteu-se a mistura de isbmeros a uma reacao
de oxidacao, permitindo a formacdo de uma lactona. Dos diferentes métodos que existem
para oxidar um grupo hidroxilo, ja referidos anteriormente, escolheu-se a reacao de oxidacao
com PCC, pois foi o método descrito na literatura com melhores rendimentos [93]. Assim,
fazendo reagir o composto 6 com PCC/peneiros moleculares obtém-se o composto 2,3,5,6-
tetra-O-benzil-D-glucono-1,4-lactona 7 (esquema 3.6) com um rendimento de 81%.

A obtencao do composto 7 também foi testada a partir do substrato 5 por reacdo com m-
CPBA e BF;0Et [90] . Esta reacao tinha como objetivo efetuar numa so reacdo a desmetilacdo

do produto 5 e a oxidacao. Porém o produto 5 degrada-se nestas condicdes reacionais.

PCC, P.M. 4A, DCM

40°C. 1h

Esquema 3.6 | Oxidacao do composto 6.
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A estrutura do composto 7 foi comprovada pelos dados espetroscopicos de 'H e 'C,

ressaltando-se a presenca do grupo carbonilo na posicao 1.

Tabela 3.7 | Dados dos espetros de 'H- e "*C-RMN do composto 2,3,5,6-tetra-0-Benzil-D-glucono-1,4-lactona (7):

H (Ph) H-2, H-3 H-4 H-5 H-6a
6 (ppm) 7,27-7,08 4,22-4,15 4,80 3,99-3,98 3,74-3,71
d
Multiplicidade m m m m
(J=11,52Hz)
H-6b Bn-CH,
6 (ppm) 3,65-3,61 4,70-4,63
Multiplicidade m m
C=0 Cq (Ph) CH dos Ph
127,6; 127,5; 127,4; 127,3;
0 (ppm) 171,9 137,1; 137,0; 136,0; 135,7  127,2; 127,1; 126,9; 126.8;
126,7; 126,6
C-2 c-3 C-4 C-5 C-6
6 (ppm) 60,1 76,9 72,6 76,5 70,0
CH,, Bn
6 (ppm) 72,4;72,0; 71,4; 71,3
3.1.7 Reagéao de Adicao/Substituicao

A lactona 2,3,5,6-tetra-O-benzil-D-glucono-1,4-lactona (7) foi utilizada como substrato para a

sintese dos compostos seguintes, potenciais inibidores da B-secretase. Deste modo, efetuou-

se reacOes de adicao/substituicdo com varios reagentes de modo a obter as estruturas

propostas para este trabalho (esquema 3.7).
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OH OBn OH  OBn H CHj
H b N
N % BnO NSNANG
BnO CH
3
OBn OBn O OBn OBn O

OH OBn

OH OBn y _CHs
N
N SO,0H BnO
BnO NN CH
OBn OBn O 3
OBn OBn O
g 10b
‘) 10a *

Esquema 3.7| Representacdo esquematica das reagées utilizando a lactona 7 como substrato. (a) C¢HsCH;NH,,
DCM, 40° C, 30 min; (b) (CHs3):N(CH,)3NH,, DCM, 40° C, 1h; (c) H.N(CH);S0sH, Me;Al, DCM, 40° C, 1h.

O composto N-benzil-2,3,5,6-tetra-O-benzil-D-gluconamida (8) foi facilmente sintetizado
fazendo-se reagir a lactona 7 com a benzilamina em diclorometano, obtendo-se o produto
desejado em 55% de rendimento. Através dos espetros de RMN é possivel confirmar a

estrutura do produto obtido (tabela 3.9).

Como a reacao anterior foi bem sucedida, submeteu-se a lactona 7 a este tipo de reacdo com
a 3-(N,N-dimetilamina)-1-propilamina com a finalidade de se obter o produto 9. Este

resultado ndo se obteve pois nao se notou qualquer alteracao no ccf.

No que diz respeito ao ultimo produto sintetizado 10b, este foi formado adicionando-se acido
3-amino-1-propanossulfonico e trimetilaluminio a lactona 7 na presenca de diclorometano.
Esta reacao foi realizada com o objetivo de se obter o produto 10a, mas tal nao foi possivel
confirmar.
Os dados do espectro de protao e de carbono para o produto 8 encontram-se resumidos na
tabela 3.8.
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Tabela 3.8| Dados dos espetros de 'H- e "*C-RMN do composto N-benzil-2,3,5,6-tetra-0-benzil-D-gluconamida (8):

H (Ph) H-2 H-3 H-4 H-5
6 (ppm) 7,27-7,14 4,30-4,18 3,83-3,80 3,99-3,89 3,83-3,80
Multiplicidade m m m m m
H-6a H-6b CH; do Bn CH; do Bn CH, do NH
6 (ppm) 4,02-3,83 4,02-3,83 4,66-4,61 4,49-4,41 4,20 e 4,18
Multiplicidade m m m m d (J=8 HZ)
C=0 Cq (Ph) CH dos Ph

128,8; 128,7; 128,5; 128,4;
138,5; 138,4; 138,3; 137,7;
6 (ppm) 170,6 128,3; 128,2; 127,9; 127.8;

1362 127,7; 127,6; 127,5; 127,4
C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
6 (ppm) 83,1 79,2 70,8 78,0 69,7
CH,, Bn NHCH,
6 (ppm) 74,9; 74,2; 73,5; 71,8 43,34

Por analise dos espetros de RMN verifica-se que o composto 8 possui na sua estrutura 4 grupos
benzilo, um grupo hidroxilo e um grupo amida.

Por analise do espetro de HMBC determinou-se que o multipleto que surge a 7,27-7,14 e que
integra 25 protdes corresponde aos protdes dos fenilo dos grupos benzilo. A & 6,95 surge um
tripleto correspondente ao NH da nova ligacdo formada. O sinal que surge entre 6 4,66-4,61
integram 2 protodes referentes ao multipleto do CH; do benzilo, assim como, o sinal que surge
a 0 4,49-4,41 que também é um multipleto e integra 6 protdes referente também aos CH, do
benzilo. Os dois dupletos que estao presentes a 6 4,20 e 4,18 referem-se aos CH,-NH. O
multipleto que integra um protao e surge a 6 4,30-4,18 e corresponde ao H-2. Os protdes H-6a
e H-6b surgem como multipleto a 6 4,02-3,83. Verifica-se ainda a presenca dos sinais & 3,99-
3,89 como multipleto referente ao H4 e ¢ 3,83-3,80 o multipleto correspondente a 2 protdes
H5 e H3. No espetro de protao verifica-se ainda a presenca de um singuleto largo a 6 3,20
correspondente ao grupo hidroxilo.

A analise dos espetros bidimensionais de COSY, HMBC e NOESY permite constatar que existem
correlagcdes entre os protées do CH, do grupo benzilo e os CH dos mesmos grupos, assim
como, a 0 4,49 e a 138,5 verifica-se mais correlagcdes, sendo todas referentes aos protoes e
carbonos do benzilo. Analisando os espetros de correlacao constata-se que o H-4 nao acopla
com o H-3, acoplando somente com o H-5. Pode-se entao concluir que, o OH-4 e 0 OBn-3 se

encontram ambos no mesmo lado do plano relativamente a molécula.
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4.1 Generalidades

Para este trabalho laboratorial, os solventes e reagentes utilizados foram adquiridos as
empresas Sigma-Aldrich, Fluka e Merck.

Todas as reacdes foram seguidas por cromatografia em camada fina (ccf) utilizando placas de
silica gel com espessura 0,2 mm com indicador de fluorescéncia 60F 254 e a visualizacao dos
compostos foi realizada sujeitando os cromatogramas a luz UV (A=254 nm). Os cromatogramas
foram revelados através da sua imersao numa solucao de vanilina (3 g) em etanol (100 mL) e
acido sulflrico (2,5 mL), e posteriormente aquecimento a 200 °C.

As colunas de cromatografia foram efetuadas utilizando silicagel 60G (230-400 mesh) como
fase estacionaria e como fase movel utilizou-se acetato de etilo/n-hexano, acetato de
etilo/ciclo-hexano ou acetato de etilo/éter de petroleo. As cromatografias em coluna foram
realizadas com pressao ambiente ou com pressao moderada utilizando uma bomba de
cromatografia.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram realizados num
espectrofotdmetro Bruker Avance lll, operando a 400 MHz para o 'H e a 100 MHz para o °C,
utilizando TMS como padrédo interno. Os desvios quimicos (0) sdo expressos em partes por
milhao (ppm). As constantes de acoplamento (J) sao expressas em Hertz (Hz).

Os espectros de infravermelho (V) foram realizados no espectrofotometro FTIR NICOLET iS10
com ATR.
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4.2 Descricao das técnicas experimentais e caracterizacdo dos

compostos

4.2.1 Técnica geral de clivagem do 5,6-isopropilideno/ Técnica geral da

reacao de hidrélise

Dissolveu-se o 1,2:5,6-Di-O-isopropilideno- a-D-glucofuranose (1,0 g; 3,842 mmol) numa
solucao aquosa de acido acético 80 % (61,5 mL) num baldao de fundo redondo, equipado com
um agitador magnético e condensador de refluxo. A mistura foi mantida em agitacdao a
temperatura de 60°C durante uma hora, ao fim da qual, foi concentrada no evaporador

rotativo, obtendo-se assim o composto puro.

= 1,2-0- isopropilideno- a-D-glucofuranose (2)

HO!

n= 100 %

Rf= 0,03 acetato de etilo/n-hexano (2:1) o e

I.V. (em substancia) (cm™):
3428,51 (OH)

“,
7,
HO o

Formula Molecular : CoH,40¢
Peso Molecular: 220,22 g/mol

RMN de "H, & ppm, J Hz (MeOD):
5,88 (s, 1H, H-1); 4,49 (s, 1H, H-2); 4,21 (s, 1H, H-3); 4,02 (dl, 1H, J4s= 7,48, H-4); 3,89

(ddd, 1H, H-5); 3,78 (dl, 1H, Jea 6,=10,78, H-6a); 3,58 (dd, 1H, Js¢,=5,39, H-6b); 1,36 e
1,22 (s, 2x 3H, 2CH; do isop.).

RMN de '3C, 6 ppm, (MeOD):

110,4 (Cq, isop.); 104,5 (CH, C-1); 84,8 (CH, C-2); 79,4 (CH, C-4); 73,9 (CH, C-3);
68,7(CH, C-5); 63,7 (CH,, C-6); 26,69;26,13 (2CHs, isop.).
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4.4.2 Técnica geral da reacao de benzilacao

Dissolveu-se o produto 2 (1,0 g; 4,533 mmol) em DMF (3,3 mL) e adicionou-se brometo de
benzilo (3,8 mL) e hidreto de sodio a 60% em dleo mineral (1,1 g). Manteve-se a mistura
reacional em agitacdo durante uma hora. Verificou-se se a reacao estava completa por
cromatografia em camada fina. Adicionou-se metanol (0,7 mL), e concentrou-se a mistura no
evaporador rotativo. Apos concentracao, o residuo foi dissolvido em diclorometano (70 mL),
filtrou-se o precipitado, secou-se com sulfato de sodio anidro e, apos filtracao evaporou-se o
filtrado e o residuo obtido, foi purificado por cromatografia em coluna utilizando como

eluente uma mistura de acetato de etilo/n-hexano 1/5 (v/v).

= 3,5,6-tri-O-benzil-1,2-0- isopropilideno- a-b-glucofuranose (3)

n=70%
Rf=0,51 acetato de etilo/n-hexano (1:4)

Formula Molecular : C3,H3404
Peso Molecular: 490,59 g/mol

RMN de "H, & ppm, J Hz (CDCl3):

7,43-7,07 (m, 15H, H dos Phs dos Bns); 5,91 (d, 1H, J=3,64 Hz, H-1); 4,65 (d, 1H, J= 11,
28 Hz, H-Bn); 4,65-4,54 (m, 4H, CH, do Bn + H-2); 4,53 - 4,43 (m, 2H, CH, do Bn); 4,08
(ddd, 1H, H-5); 4,33 (d, 1H, H-4); 3,91-3,69 (m, 2H, H-6a, H-6b); 1,48 e 1,30 (2s, 2x 3H,
2CH; do isop.).

RMN de "3C, 6 ppm, (CDCl):
138,7; 138,5; 137,6 (3 Cq dos Ph); 128,4; 128,3; 128,2; 127,6; 127,4 (CH dos Ph); 111,7

(Cq, isop.); 104,9 (CH, C-1); 81,8 (CH, C-2); 81,7 (CH, C-4); 79,8 (CH, C-3); 75,5 (CH, C-
5); 71,1 (CH,, C-6); 72,7, 71,9; 71,3 (3CH,, Bn); 26,7; 26,3 (2CH;3, isop.).
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4.2.3 Técnica geral da reacdo de clivagem do isopropilideno e metilacao

Dissolveu-se o composto 3 (1,0 g; 2,039 mmol) em metanol (5,0 mL), e a solucao foi
arrefecida a 0 °C. Adicionou-se acido sulfarico concentrado (0,4 mL) e, manteve-se a mistura
em agitacao a temperatura ambiente durante a noite. Apos se verificar o final da reacdo por
cromatografia em camada fina, neutralizou-se a mistura reacional com uma solucao saturada
de hidrogenocarbonato de sodio, adicionada gota a gota. Extraiu-se com agua destilada (100
mL) e acetato de etilo (3 x 100mL). Separaram-se as fases e a fase organica foi seca com
sulfato de sodio anidro. Filtrou-se a solucdo e em seguida concentrou-se no evaporador
rotativo até se obter um residuo.

O residuo foi purificado por cromatografia em coluna a pressao moderada, utilizando como
eluente uma mistura de acetato de etilo/n-hexano 1/10 (v/v), obtendo-se assim, os dois

diastereoisomeros.

= 3,5,6-tri-O-benzil-a-D-glucofuranésido de metilo e 3,5,6-tri-O-benzil-B-D-

glucofuranésido de metilo (4)

Anémero a
n=38%
Rf= 0,29 acetato de etilo/n-hexano (1:2) Bno™

BnO

I//
Z
OMe

“, 2
OH

BnO

Formula Molecular : C,gH3,0¢
Peso Molecular: 464,55 g/mol

RMN de "H, & ppm, J Hz (CDCl3):

7,43-7,07 (m, 15H, H dos Ph dos Bns); 4,99 (sl, 1H, H-1); 4,78 (parte A do sistema AB, 1H,
Jag= 12,12, CH, Bn); 4,67 (parte B do sistema AB, 1H, Js= 11,11, CH, do Bn); 4,59-4,47
(m, 4H, CH, do Bn); 4,29 (ddd, 1H, J= 12,46, H-4); 4,22 (m, 1H, H-2); 4,04-4,00 (m, 2H,
H-5 e H-3); 3,85 (d, 1H, Jéa,6b= 10,36, H-6a); 3,69 (dd, 1H, Js e= 5,68, H-6b); 3,42 (s,
3H, CH; OMe); 2,93 (sl, 1H, OH-2)

RMN de "3C, 6 ppm, (CDCl):
138,9; 138,6; 137,9 (3 Cq dos Phs); 128,3; 128,3; 128,2; 127,6; 127,6; 127,5; 127,4;

127.3 (CH dos Phs); 101,8 (CH, C-1); 83,8 (CH, C-3); 77,8 (CH, C-4); 76,1 (CH, C-5); 76,0
(CH, C-2); 71,3 (CH,, C-6); 72,6; 71,6; 71,2 (3CH,, Bns); 55,8 (CH;, OMe).
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Andmero B Bno
n=27%
Rf= 0,21 acetato de etilo/n-hexano (1:2)

. O\\\\\\\\
n

",
7,
BnO OH

Férmula Molecular : CygH3,04
Peso Molecular: 464,55 g/mol

RMN de "H, & ppm, J Hz (CDCl3):

7,32-7,22 (m, 15H, H dos Ph dos Bns); 4,74 (sl, 1H, H-1); 4,70 (parte A do sistema AB, 1H,
J=12,63 Hz, CH, do Bn); 4,57-4,41 (m, 5H, CH, do Bn); 4,40-4,37 (m, 1H, H-4); 4,11 (sl, 1H,
H-2); 3,94 (s, 1H, H-3); 4,06 (ddd, 1H, J= 13,56, H-5); 3,99-3,98 (m, 1H, H-6a); 3,78-3,74
(m, 1H, H-6b); 3,35 (s,3H, CH; OMe).

RMN de "3C, 6 ppm, (CDCl;)

138,9; 138,6; 138,0 (3 Cq dos Phs); 128,4; 128,3; 128,3; 127,8; 127,7; 127,6; 127,5; 127,4
(15CH dos Phs); 110,0 (CH, C-1); 83,3 (CH, C-3); 79,9 (CH, C-4); 78,2 (CH, C-2); 76,6 (CH,
C-5); 70,3 (CH2, C-6); 72,43; 72,18; 70,74 (3 CH,, Bn); 55,9 (CH3, OMe).

4.2.4 Técnica geral da reacao de benzilacao

O composto 5, foi sintetizado utilizando as condicdes reacionais utilizadas no procedimento
4.4.2. Dissolveu-se o composto 4 (1,0 g; 2,153 mmol) em DMF (1,6 mL) e adicionou-se
brometo de benzilo (0,6 mL) e hidreto de sodio a 60% em 6leo mineral (0,2 g). Manteve-se a
mistura reacional em agitacao durante uma hora. Verificou-se se a reacao estava completa
por cromatografia em camada fina. Adicionou-se metanol (0,3 mL) e, concentrou-se a mistura
no evaporador rotativo. Apos concentracdo, o residuo foi dissolvido em diclorometano (70
mL), filtrou-se o precipitado, secou-se com sulfato de sddio anidro e, apos filtracao evaporou-
se o filtrado e o residuo obtido, foi purificado por cromatografia em coluna utilizando como

eluente uma mistura de acetato de etilo/n-hexano 1/5 (v/v).
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(

= 2,3,5,6-tetra-0O-benzil-a-D-glucofuranésido de metilo e 2,3,5,6-tetra-0O-benzil-8-D-

glucofuranosido de metilo (5)
Andmero a

n=92%
Rf= 0,32 acetato de etilo/n-hexano (1:4)

RMN de "H, & ppm, J Hz (CDCl3):

BnO

BnOY “y,
7oMe

,,,/////
OBn

BnO

Férmula Molecular : C35H;340
Peso Molecular: 554,67 g/mol

6

7,24-7,21 (m, 20H, H dos Ph dos Bns); 4,86 (s, 1H, H-1); 4,77 (parte A do sistema AB, 1H,
Jas=11,68, CH; Bn); 4,63 (parte B do sistema AB, 1H, J= 12,04, CH, do Bn); 4,55-4,46 (m,
6H, CH, do Bn); 4,32 (t, 1H, J= 6,0, H-4); 4,23 (dd, 1H, J:= 3,92, J,=5,82, H-2); 4,01-3,95
(m, 2H, H-3 e H-5); 3,86 (m, 2H, H-6a e H-6b); 3,39 (s, 3H, CH; OMe).

RMN de "3C, 6 ppm, (CDCl):

139,0; 138,6; 138,1; 137,7 (4 Cq dos Phs); 128,4; 128,3; 128,2; 128,2; 127,9; 127,6; 127,6;
127.6; 127,5; 127,4; 127,3 (20 CH dos Phs); 101,5 (CH, C-1); 83,6 (CH, C-4); 82,1(CH, C-5);
76,8 ;76,7 (2CH, C-3 e C-2); 73,7; 72,6; 72,5; 72,2 (4 CH,, Bns); 71,3 (CH;, C-6); 55,5 (CH;,

OMe).
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Anémero B BnO
n=90%
Rf=0,31 acetato de etilo/n-hexano (1:4)

,,//,//
7,
BnO OBn

Férmula Molecular : C35H3304
Peso Molecular: 554,67 g/mol

RMN de "H, & ppm, J Hz (CDCl3):

7,26-7,24 (m, 20H, H dos Ph dos Bn); 4,90 (s, 1H, H-1); 4,77 (d, 1H, J=11,4, CH, do Bn);
4,63-4,58 (m, 1H, CH, do Bn); 4,53-4,50 (m, 6H, CH, do Bn); 4,40-4,37 (m, 1H, H-4); 4,13-
4,04 (m, 2H, H-2 e H-5); 3,92-3,89 (m, 2H, H-3 e H-6a); 3,71 (q, 1H, J=5,4, H-6b); 3,36 (s,
3H, CH; OMe).

RMN de "3C, 6 ppm (CDCL;):

138,9; 138,6; 137,8; 137,5 (4 Cq dos Ph); 128,4; 128,4; 128,2; 128,2; 127,9; 127,8; 127,7;
127,6; 127,6; 127,5; 127,3; 127,3 (20 CH dos Phs); 108,7 (CH, C-1); 86,4(CH, C-3); 85,7
(CH, C-4); 80,4 (CH, C-5); 76,5 (2CH, C-2); 73,3; 72,3; 72,1; 71,8 (4 CH,, Bns); 70,9 (CH,,
C-6); 55,9 (CH;, OMe).

4.2.5 Técnica geral da reacao de desmetilacao

Método A)

Dissolveu-se o composto 5 (1,0 g; 1,803 mmol) numa mistura de acido acético (22 mL) e H,S0,4
2N (2,7 mL) e, colocou-se a mistura reacional em agitacdo a 60° C durante 12 horas. Apos se
ter verificado por cromatografia em camada fina que, a reacao tinha terminado, fez-se uma
extracio com uma solucdo saturada de hidrogenocarbonato de soédio (150 mL) e
diclorometano (3 x 150 mL). Seguidamente secou-se a fase organica com sulfato de sodio
anidro, filtrou-se e concentrou-se no evaporador rotativo. O produto 6 foi isolado através de
cromatografia por coluna utilizando-se como eluente a mistura de acetato de etilo/n-hexano
1/7 (v/v).
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Método B)

O composto 5 (1,0 g; 1,803 mmol) foi dissolvido numa mistura de acido acético (21,7 mL) e
HCl 3M (3 mL). A mistura foi colocada em agitacao a temperatura de 80 °C. O final da reacao
foi confirmado por cromatografia em camada fina, apos duas horas em aquecimento e
agitacao. Extraiu-se com diclorometano (3 x 100 mL) e a fase organica foi lavada com uma
solucao saturada de hidrogenocarbonato de sodio (100 mL). Separaram-se as fases e a fase
organica foi seca com sulfato de sodio anidro.

Filtrou-se a solucao e em seguida concentrou-se no evaporador rotativo até se obter um
residuo. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna utilizando como eluente uma

mistura de acetato de etilo/n-hexano 1/7 (v/v).

= 2,3,5,6-tetra-0O-benzil-a,B-b-glucofuranose (6)

n (método A) =45 % Bno

BnO

n (método B) =77 %

s,
7,
BnO OBn

Rf= 0,46 acetato de etilo/n-hexano (1:2)
Formula Molecular : C34H;404
Peso Molecular: 540,65 g/mol

Mistura dos anémeros a e B na proporcéo 1:1,42
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4.2.6 Técnica geral da reacao de oxidacao

Suspenderam-se em diclorometano seco (10,0 mL), PCC (5,57 mmol; 1,2 g) e peneiros
moleculares em p6 4 A (1,8 g). Adicionou-se o alcool 6 (1,0 g; 1,85 mmol) dissolvido em
diclorometano seco (7,0 mL). Manteve-se a mistura em agitacao a 40 °C durante uma hora.
Verificou-se se a reacdo estava completa por cromatografia em camada fina. Apos a mistura
reacional ter arrefecido, adicionou-se éter dietilico (150 mL) e colocou-se sob forte agitacao
durante 30 minutos. Filtraram-se os sais inorganicos e o filtrado foi passado por florizil, até
ficar incolor. Concentrou-se a baixa temperatura, obtendo-se o composto pretendido.

A purificacao foi realizada por cromatografia em coluna a pressao moderada utilizando como

eluente uma mistura de acetato de etilo/n-hexano 1/4 (V/V).

= 2,3,5,6-tetra-0-benzil-p-glucono-1,4-lactona (7)

n= 81 % BnO
Rf= 0,72 acetato de etilo/n-hexano (1:2)

",
7,
0Bn

Formula Molecular : C34H;3404
Peso Molecular: 538,63 g/mol

RMN de "H, & ppm, J Hz (CDCl3):

7,27-7,08 (m, 20H, H dos Ph dos Bns); 4,80 (d, 1H, J=11,52 Hz, H-4); 4,70-4,63 (m, 8H, CH,
do Bn); 4,22-4,15 (m, 2H, H-2 e H-3); 3,99-3,98 (m, 1H, H-5); 3,74-3,71 (m, 1H, H-6a);
3,65-3,61(m, 1H, H-6b).

RMN de "3C, 6 ppm, (CDCl):

171,9 (Cq, C=0); 137,1; 137,0; 136,0; 135,7 (4 Cq dos Phs); 127,5; 127,4; 127,3; 127,3;

127,2; 127,1; 126,9; 126.7; 126,6; 126,6 (20 CH dos Phs); 76,9 (CH, C-3); 76,5(CH, C-5);
72,6 (CH, C-4); 72,4; 72,0; 71,4; 71,3 (4xCH,, Bn); 70,0 (CH,, C-6); 60,1 (CH,C-2).
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4.2.7 Técnica geral da reacdo de adicao/substituicao

A) Utilizando benzilamina

Dissolveu-se o composto 7 (1,0 g; 1,856 mmol) em diclorometano seco (6,0 mL) e juntou-se
benzilamina (2 mL). Colocou-se a mistura em agitacdo em atmosfera inerte a uma
temperatura de 40 °C durante 30 minutos. Apos o final da reacdo a reacao foi concentrada no

evaporador rotativo.

= N-benzil-2,3,5,6-tetra-0-benzil-b-gluconamida (8)
0 residuo foi purificado por cromatografia em coluna utilizando como eluente uma mistura de

acetato de etilo/éter de petroleo 1/2 (v/v).

n - 55 % OH OB
Rf= 0,80 acetato de etilo/n-hexano (1:2) Mn
BnO
OBn OBn [e]
Férmula Molecular : C4;Hy304
RMN de 1H, 0 ppm, J Hz (CDCl;): Peso Molecular: 645,78 g/mol

7,27-7,14 (m, 25H, H dos Ph dos Bns); 6,95 (t, 1H,J=10,87, NH); 4,66-4,61 (m, 2H, CH, do
Bn); 4,49- 4,41 (m, 6H, CH, do Bn) 4,20, 4,18 (2d, 2H, J=8,0, NHCH,); 4,30-4,18 (m, 1H, H-
2); 4,02-3,83 (m, 2H, H-6a e H-6b); 3,99-3,89 (m, 1H, H-4); 3,83-3,80 (m, 2H, H-5 e H-3);
3,20 (sl, 1H, OH).

RMN de "3C, 6 ppm, (CDCl):

170,6 (Cq, C=0); 138,5; 138,4; 138,3; 137,7; 136,5 (5 Cq dos Phs); 128,8; 128,7; 128,5;
128,4; 128,3; 128,2; 127,9; 127,8; 127,7; 127,6; 127,5; 127,4 (25 CH dos Phs); 83,1 (CH, C-
2); 79,2 (CH, C-3); 78,0 (CH, C-5); 74,9; 74,2; 73,5; 71,8 (4 CH,, Bns) 70,8 (CH, C-4); 69,7
(CH,, C-6); 43,3 (CH,, NHCH,).
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B) Utilizando acido 3-amino-1-propanossulfénico

Preparou-se uma solucdo do acido 3-amino-1-propanossulfénico (0,5 g; 3,55 mmol) em
diclorometano seco (9,0 mL) e adicionou-se Me;Al 2M em hexanos (1,0 mL). Manteve-se a
mistura em agitacao durante 15 minutos, ao fim dos quais, juntou-se o produto 7 (1,0 g;
1,856 mmol) dissolvido em diclorometano seco (10 mL) e, colocou-se a reacao em
aquecimento a 40 °C. O final da reacao foi confirmado por cromatografia em camada fina,
apos uma hora em aquecimento e agitacao. A mistura foi filtrada e o filtrado foi evaporado. O
residuo obtido foi extraido com acetato de etilo (3 x 100 mL) e agua (100 mL). Secou-se a
fase organica com sulfato de sodio anidro e filtrou-se. Concentrou-se no evaporador rotativo e
o residuo foi purificado por cromatografia em coluna utilizando como eluente uma mistura de

acetato de etilo/n-hexano 1/4 (v/v).

0 residuo foi purificado por cromatografia em coluna utilizando como eluente uma mistura de

acetato de etilo/n-hexano 1/4 (v/v).

Rf= 0,33 acetato de etilo/n-hexano (1:2)

Nao ha dados suficientes para elucidar a estrutura cujo espetro de RMN nao corresponde ao

produto esperado.
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Conclusoes e Perspetivas Futuras

5.1 Conclusdes e Perspetivas Futuras

No ambito deste trabalho foi alcancado a maioria dos objetivos propostos relativamente a
sintese de compostos derivados de aclcares com potencial aplicacdo na terapéutica da AD,
mais precisamente com o intuito de inibir a B-secretase. No que diz respeito a sintese deste
tipo de compostos, chegou-se a formacdo da lactona 7 apds 6 reacbes, sendo esta lactona
precursora para a posterior sintese dos compostos pretendidos.

Foram também otimizadas diversas técnicas experimentais, nomeadamente as técnicas de
clivagem do grupo isopropilideno 1,2;5,6 e, de protecao de grupos hidroxilo com o grupo
benzilo e metoxilo. Foi também efetuada uma oxidacdo para ser obtida a lactona e, por fim
realizou-se uma reacao de condensacao com algumas aminas, tendo-se obtido aminas
diversas.

Ao longo do trabalho experimental foram obtidos novos derivados glucidicos como 3,5,6-tri-O-
benzil-a-b-glucofuranoésido de metilo e 3,5,6-tri-O-benzil-8-p-glucofurandsido de metilo (4),
2,3,5,6-tetra-0-benzil-a-b-glucofurandsido de metilo e 2,3,5,6-tetra-O-benzil-B8-p-
glucofurandsido de metilo (5), 2,3,5,6-tetra-O-benzil-a,B-b-glucofuranose (6), 2,3,5,6-tetra-
O-benzil-p-glucono-1,4-lactona (7) e N-benzil-2,3,5,6-tetra-O-benzil-D-gluconamida (8).

A estrutura do composto 10 ndo foi completamente elucidada pois seria necessario efetuar
analises complementares nomeadamente por espetrometria de massa.

A segunda parte do trabalho tinha como objetivo efetuar os estudos de docking, de modo a
avaliar a potencial inibicdo da B-secretase pelos compostos obtidos, porém nao se pode
concluir que estes compostos tenham qualquer efeito inibidor da B-secretase, pois este tipo
de estudos é moroso.

Os resultados obtidos serdao apresentados em dois congressos internacionais e apos a
conclusdo da caraterizagdo dos compostos e do estudo da atividade bioldgica fazer se a
publicacdo numa revista da especialidade pois a facilidade de sintese destes compostos, apos
a otimizacdo desenvolvida, revela grande importancia cientifica, dada a sua potencial
aplicacdo como terapia para uma das maiores preocupagdes de salde publica, a doenca de
Alzheimer.

Relativamente as perspetivas futuras, seria importante proceder a avaliacdo da toxicidade
destes compostos, assim como avaliar se este tipo de compostos tem outro tipo de
bioatividade. Outro desafio que pode ser lancado na conclusao deste trabalho, caso se
verifique que estes compostos tenham atividade inibidora da B-secretase e nao apresentem
toxicidade é avaliar o impacto destes compostos em modelos animais.

Futuramente pretende-se efetuar a reacdao do composto 7 com diversos substratos para se

obter uma biblioteca de compostos.
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7.1 Abstract aceite no 26th International Carbohydrate Symposium,

Madrid, Espanha, 2012 (Comunicacdao em Painel)

Synthesis of new carbohydrate-derived compounds B-amyloid inhibitors

with potential application to Alzheimer 's disease

Pereira, R. A. "%; Anjo, C. M. '; Rauter, A. P. %;Ismael, M. I. '; Figueiredo, J. A. '

" Departamento de Quimica, Unidade 1&D Materiais Téxteis e Papeleiros da Universidade da
Beira Interior, 6201-001 Covilha, Portugal
2 Universidade de Lisboa, Faculdade de Ciéncias, Departamento de Quimica e Bioquimica,
Centro de Quimica e Bioquimica/Carbohydrate Chemistry Group, Ed. C8, 5° Piso, Campo
Grande, 1749-016 Lisboa, Portugal
albfig@ubi.pt

Protein misfolding and aggregation into amyloid structures are associated with dozens of
human diseases. The presence of aggregates of B-amyloid is a constant feature of Alzheimer’s
Disease (AD), characterized by marked atrophy of the cerebral cortex and loss of cortical and
subcortical neurons. The pathological hallmarks of AD are senil plaques, which are spherical
accumulations of the protein B-amyloid accompanied by degenerating neuronal processes,
and neurofibrillary tangles, composed of paired helical filaments and other proteins.

Actually, the pharmacological therapy of AD is limited to symptomatic treatments that do not
alter the course of the underlying disease. Preventing or reducing AB aggregation is the
primary goal of a number of therapeutic strategies under development or in clinical trials.
Preventing AB aggregation can be accomplished using a variety of inhibitors such as small
organic molecules, small peptides, including AB derived peptides and modified peptides and
enzymes, such as angiotensin converting enzyme (ACE). Several disaccharides have shown to
stabilize protein folding and inhibit protein aggregation, including sucrose, maltitol, turanose,
cellobiose, N-acetylgalactosamine tetramer, and trehalose.

In this work compounds type B will be synthesizing starting from D-glucose aiming at

obtaining new B-amyloid inhibitors.
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7.2 Abstract aceite no 6th Spanish Portuguese Japanese Organic Chemistry

Symposium, Lisboa, Portugal, 2012 (Comunicacdao em Painel)

SYNTHESIS OF NEW CARBOHYDRATE-DERIVED MOLECULAR ENTITIES
TOWARDS POTENTIAL B-SECRETASE INHIBITORS

Pereira, R. A. "%; Anjo, C. M. '; Rauter, A. P. %;Ismael, M. I. '; Figueiredo, J. A. '

" Departamento de Quimica, Unidade 1&D Materiais Téxteis e Papeleiros da Universidade da
Beira Interior, 6201-001 Covilhd, Portugal
2 Universidade de Lisboa, Faculdade de Ciéncias, Departamento de Quimica e Bioquimica,
Centro de Quimica e Bioquimica/Carbohydrate Chemistry Group, Ed. C8, 5° Piso, Campo
Grande, 1749-016 Lisboa, Portugal

ragpereira@gmail.pt

The amyloid cascade hypothesis remains the first choice to explain Alzheimer’s disease (AD).
It is characterized by the presence of aggregates of B-amyloid (AB) and preventing or
reducing this AB aggregation is the primary goal of a nhumber of therapeutic strategies. The
prevention of AB aggregation can be accomplished using a variety of inhibitors such as small
organic molecules like carbohydrates scaffolds.

Carbohydrates are amongst the most abundant chiral molecules available naturally. In
particular monosaccharides have important applications in medicinal chemistry.? We present
herein the synthesis of new molecular entities type A that show promise as B-secretase
inhibitors, starting from D-glucose. Simple and efficient reactions are involved to obtain the

intermediate lactone 1 to be used as scaffold.
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