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RESUMO

As doengas reumaticas sdo até hoje uma das principais causas de incapacidade fisica em
diversos estratos populacionais. As principais doencas reumaticas (em termos de numero de
incidéncias) sdo a osteoartrite (também conhecida como artrose) e a artrite reumatoide (AR),
as quais atingem milhdes de pessoas no mundo e nenhuma delas tem cura conhecida.
Diversos tipos de compostos, como por exemplo, D-glicosamina e sais de ouro (1) e (I1),
devido a sua potencial aplicacdo como farmacos no tratamento das doencas reumaticas, sdo
alvo de muitos grupos de pesquisa na area da quimica medicinal.

Neste trabalho foi purificado um complexo quitina-glicano (CQG) a partir de mostos
fermentados de cerveja, o qual foi submetido a diversos processos de hidrélise acida e
enzimatica. Foi isolado D-glicose em grande rendimento, porém ndo foi possivel obter
D-glicosamina, nem outros sacarideos.

Também foram sintetizados 4 complexos de ouro (1) os quais foram produzidos reagindo-se
os sais de ouro Au[PEts3]Cl e Au[PPhs]Cl com compostos derivados de D-gliconolactona.
Estes foram sintetizados submetendo-se a D-gliconolactona a reacdes de formacao de cetais e
0 grupo hidrazida, para depois serem ciclizados com CS, para formar os derivados de
oxadiazolidina, formando assim os ligantes desejados. Os ligantes foram finalmente reagidos
com duas variedades de sais de ouro contendo grupo fosfina para a formacao do complexo de
ouro (I) correspondente.

Os complexos de ouro (1) e os ligantes usados estdo sendo avaliados biologicamente quanto a
sua potencial aplicacdo no tratamento de artrose e artrite reumatoide, assim como no

tratamento de leishmania.

Palavras-chave: Artrite. Citotoxicidade. D-gliconolactona. D-glicose.



ABSTRACT

Rheumatic diseases are nowadays one of the most recurring causes of physical disability
among all sectors of society. The most common rheumatic diseases (in terms of incidence
rates) are osteoarthritis (also known as arthrosis) and rheumatoid arthritis, which both affect
world's population by millions and none of them have a known cure. Various types of
chemical compounds, such as gold (I) and (I11) salts and D-glucosamine, are widely studied
by various research groups in the field of medicinal chemistry because of their potential
application as treatment drugs for rheumatic diseases.

In this work, a quitin-glucan complex was obtained from brewer's spent yeast, which was
submitted to subsequent stages of acid and enzymatic hydrolysis. High quantities of D-glucose
were harvested from these processes, but no measurable amount of D-glucosamine or any
other saccharides were found.

Also, four gold (1) complexes were produced by reacting Au[PEt3]CIl and Au[PPh;3]CI gold
salts with D-gluconolactone-derived compounds. These were synthesized by working up
D-gluconolactone through ketal and hidrazide formation followed by oxadiazolidine
cyclization with CS; to achieve the desired ligands. These ligands were subsequently treated
with two different phosphine-containing gold salt moieties to obtain the corresponding
gold (1) complexes.

The aforementioned complexes and their corresponding ligands are being biologically tested
for potential rheumatoid arthritis and ostheoarthrosis treatment, as well as leishmania

treatment.

Key words: Arthritis. Cytotoxicity. D-gluconolactone. D-glucose.
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1 INTRODUCAO

A palavra “artrite” é usada genericamente para se referir a diversos tipos de
doencas reumaticas que afetam diretamente o sistema musculoesquelético, principalmente o
tecido sinovial e conjuntivo das articulagdes, causando graves danos que afetam severamente
a mobilidade e, com isso, reduz a qualidade de vida das pessoas que sofrem desta doenca.

Em casos mais severos, pode ocorrer o desenvolvimento da sindrome de Felty,
que leva a incapacidade fisica total e morte prematura devido a complicacfes patoldgicas
derivadas dela (WEBER et al., 1937).

Nos Estados Unidos da América é a doenca que gera 0 maior nimero de pessoas
incapacitadas (BRAULT et al., 2009).

Embora os sintomas dos distintos tipos de artrite sejam essencialmente os mesmos
(dor e inflamacéo nas articulagdes, seguido de incapacitacao parcial ou total), a origem e as
caracteristicas especificas dos sintomas dependem do tipo de artrite em questdo, sendo a
osteoartrite (OA) e a artrite reumatoide (AR) as mais comuns, elas sdo ndo-infecciosas e
nenhuma delas tem cura conhecida (CDC, 2017).

A AR, por si s6, afeta aproximadamente 0,5% da populacdo adulta (apresentando
a maior taxa de incidéncia entre os 40 e 59 anos de idade) a nivel mundial (CARMONA et al.,
2010). Ja no Brasil, esta doenca abrange de 0,13 até 2,09% da populacdo (SENNA et al.,
2004), o que representa mais de 1 milhdo de brasileiros sofrendo atualmente desta doenga
incapacitante.

O gasto feito pelo Brasil através do Sistema Unico de Salde (SUS) s6 para
compra de remédios para tratar a AR, reportado pelo Ministério da Saude, foi de mais de 350
milhdes de reais no ano 2009 (COSTA et al., 2014), além de todos 0s gastos complementares
e indiretos que derivam desta doenca.

Atualmente, D-glicosamina (Figura 1) e condroitina (Figura 2) sdo usadas na
formulacdo de suplementos alimentares direcionados para combater os sintomas da AR e OA,
promovendo a regeneracdo do tecido conjuntivo articular.

A D-glicosamina € um monosacarideo analogo da D-glicose (Figura 1), com
grupo hidroxila substituido por grupo amino na posi¢do 2, enquanto a condroitina é um
polissacarideo formado pela sequéncia do acido PB-glicordnico e N-acetil-4-sulfato de

-galactosamina.
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Figura 1 — Estrutura da D-glicose e D-glicosamina

OH OH
0
HO = HO
HO OH HO OH
O NH;
D-glicose D-glicosamina

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

Figura 2 — Estrutura do sulfato de condroitina

NasS0,0OH
HOOC
~+0 o) o)
HO O -
OH NH
Ac
L _n

Fonte: Adaptado de BARNHILL et al., 2006

As formulacdes de D-glicosamina sdo diversas, mas as mais comuns Sao 0s sais
cloridrato de D-glicosamina e sulfato de D-glicosamina, sendo este Gltimo recomendado pela
Liga Europeia contra o0 Reumatismo (EULAR) e pela Sociedade Internacional de Investigacéo
da Osteoartrite (OARSI) (HENROTIN et al., 2012) como um suplemento efetivo contra o
avanco da AR.

Embora os beneficios do uso destes suplementos sejam modestos, meta-analises
(Procedimentos estatisticos que combinam resultados de varios estudos) feitas sobre testes
clinicos estatisticamente significativos demonstram que existe um beneficio notavel derivado
do uso destes produtos, especialmente do sulfato de D-glicosamina (BRUYERE et al., 2016).

A D-glicosamina ¢ um dos componentes naturais do tecido articular, do liquido
sinovial e do liquido intervertebral (HAMERMAN, 1989), e o sulfato de D-glicosamina tem
efeitos farmacologicos positivos demonstrados sobre os condrocitos (REGINSTER et al.,
2012). Foi sugerido por alguns pesquisadores que a D-glicosamina ativa a autofagia dos
condrdcitos no tecido articular (CARAMES et al., 2013), processo fundamental na
homeostase da cartilagem articular.

Azuma e colaboradores, em 2012, acharam que o cloridrato de D-glicosamina e a
N-acetil-D-glicosamina, embora possuam mecanismos de agdo distintos, diminuem os

sintomas de artrite induzida em ratos SKG/jcl, usados para modelar seres humanos com AR
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em testes in vivo, sendo os sintomas avaliados: a inflamagéo e o deterioramento dos tecidos
das articulagdes (AZUMA et al., 2012).

Estudo semelhante foi feito pelo grupo de pesquisas de Haleagrahara e
colaboradores, chegando a conclusdes similares (HALEAGRAHARA et al., 2013).

Além disso, as formulagdes de D-glicosamina e condroitina ndo mostraram efeitos
secundarios nocivos que nem 0s NSAIDs (Farmacos Ndo Esteroidais Anti-inflamatorios),
atualmente usados pelo SUS para tratamento de AR e OA e ainda a diminuicdo de dor foi
maior do que com o Paracetamol (ZHANG et al., 2010), sendo também a de melhor relacdo
custo-beneficio (SCHOLTISSEN et al., 2010).

Atulamente, a D-glicosamina ndo faz parte dos medicamentos estipulados pelo
Ministério da Saude para seu uso no SUS (BRASILIA-DF, 2015).

1.1 FONTES NATURAIS DE D-GLICOSAMINA

A maior fonte natural de D-glicosamina a nivel mundial encontra-se nos
exoesqueletos de crustaceos e insetos e nas paredes celulares de algumas espécies de fungos
(particularmente leveduras), na forma de polimero acetilado,
(1—4)-B-N-acetil-D-glicosamina, também conhecido como quitina (Figura 3), o segundo
biopolimero mais abundante no nosso planeta, atras somente da celulose (MUZZARELLI,
1977).

Figura 3 — Estrutura da quitina
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

Quando o grau de acetilacdao é tipicamente menor que 50%, a quitina € melhor
conhecida como quitosana. A quitina e a quitosana tém chamado muito a atencdo da
comunidade cientifica nas ultimas décadas devido as multiplas aplicacBes potenciais em
muitos campos, incluindo a medicina, agricultura, engenharia de tecidos, farmacéutica,

cosméticos, tratamento de aguas residuais e outras (DAVIS, 2011). Esta grande aplicabilidade
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é devida majoritariamente as caracteristicas quimicas e funcionais do polimero: apresenta
enorme biocompatibilidade e biodegradabilidade.

Hoje em dia, a principal fonte de quitina disponivel é o produto de descarte da
industria pesqueira de crustaceos, principalmente camardo, particularmente as cascas. Porém,
o conteldo inerente de proteina alergénica e outros contaminantes nesta matéria-prima tornam
dificil seu uso como substrato viavel para aplicacdes relacionadas a saude (DAVIS, 2011).

Esta matéria-prima também apresenta grandes desvantagens comerciais, tais
como, dependéncia das temporadas de pesca, impossibilidade de caracterizacdo devido as
variagGes da mesma, por exemplo, oriundas da regido de onde os crustaceos sdo coletados e,
ainda, o alto conteddo de minerais que tornam mais custosa a purificacdo, além das
controvérsias sociais geradas por grupos contrarios a utilizacdo de produtos de origem animal
(FOSDICK et al., 2011).

Embora a quitina obtida de leveduras ndo seja tdo abundante e disponivel quanto a
quitina de crustaceos, pois o conteddo de quitina na parede célular das leveduras é de
0,3-12,5% comparado com 14-27% nas cascas de crustaceos (DAVIS, 2011), esta ndo contém
outros agentes alergénicos.

Além disso, é uma matéria-prima de mais facil caracterizacdo, pois as leveduras
sdo usadas em processos bioquimicos industriais de forma controlada (produgdo de acido
citrico, bebidas alcodlicas, pdo, suplementos alimentares, elaboragdo de proteinas), e sdo um
subproduto atualmente pouco aproveitado. Entdo, a obtencdo de D-glicosamina em grande
escala a partir destes substratos representaria uma diminuicdo grande de matéria organica nos
descartes industriais.

A quitina de levedura se diferencia a de crustaceos, uma vez que se apresenta na
forma de um complexo de quitina-glicano (CQG).

A massa molar média da quitina de levedura é consideravelmente menor que
aquela da casca de crustaceo (<200 kDa contra ~1000 kDa), logo, mais fécil de processar por
causa do menor grau de polimerizagdo (DAVIS, 2011).

A maioria da D-glicosamina, atualmente disponivel como suplemento alimentar,
provém de cascas de crustaceos. Existem processos atualmente descritos na literatura para
obtencdo de D-glicosamina a partir de biomassa de levedura, como aquele descrito por
Fosdick e colaboradores (FOSDICK et al., 2011). Esta patente explora um processo de
hidrolise &cida do polimero para a obtencdo de D-glicosamina, porém as analises fisico-
quimicas destes produtos revelam a presenca de subprodutos da hidrolise (furfurais, acido

levulinico, melanoidinas), ndo permitindo seu uso para potencial producdo de farmacos.
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A composicéo especifica da parede celular de leveduras depende da espécie e das
condi¢Bes em que elas crescem e se desenvolvem (NGUYEN et al., 1998). Entretanto, as
faixas ndo variam significativamente, independentemente da espécie, contendo cerca de 80%
de sacarideos e 20% de proteinas e acidos graxos, principalmente (RUIZ-HERRERA et al.,
1992).

Destes sacarideos, sdo a D-glicose e a D-glicosamina (em forma de glicano e
quitosana) os mais abundantes, embora também haja D-manose, D-ribose e D-galactose
presentes nas suas estruturas, como, por exemplo, no caso da espécie Saccharomyces
cerevisiae (PINTO et al., 2015), empregada na elaboracdo de bebidas fermentadas. Os mostos
fermentados s&o um sub-produto na elaboracdo de bebidas fermentadas, e sdo compostos
principalmente por leveduras, proteinas e sacarideos que ficaram insolUveis no meio reacional
ao final do processo de fermentacdo. As leveduras contidas nestes mostos sdo fonte de
glicanos.

Segundo a SICOBE (Sistema de Controle de Producdo de Bebidas), a produgéo de
cerveja no Brasil desde o ano 2012 é de, aproximadamente, 14 bilhGes de litros anuais
(CERVIERI et al., 2014). Com a finalidade de estimar a quantidade de D-glicose que
potencialmente poderia ser extraida destes descartes agroindustriais, podemos considerar uma
propor¢ao entre mosto fermentado residual e volume de cerveja produzido de 2,0 g/L (PINTO
et al., 2015), um conteldo de 80% de sacarideos (RUIZ-HERRERA, 1992) e 80% de
umidade total no mosto fermentado (MATHIAS et al., 2015). Sendo assim, a quantidade de
D-glicose potencialmente aproveitdvel destes descartes agro-industriais seria de 4.500
toneladas anuais, uma quantidade facilmente utilizdvel em muitas aplicagdes Uteis, além da
diminuicdo na poluigéo dos ecossistemas.

Além disso, certos tipos de leveduras sdo tdo adaptaveis ao meio que crescem, que
sdo capazes de desenvolver e modificar a sua parede celular, caracteristica que pode ser
explorada para aumentar o contetdo de D-glicosamina nas mesmas (TRUTNAU et al., 2009).

Existem hoje diversos trabalhos publicados detalhando a extracdo e a
caracterizacdo do CQG a partir de distintos tipos de leveduras (IVSHINA et al., 2009; NWE
et al., 2008; ROCA et al., 2012; SEICHERTOVA et al., 1975; VISOTSKAYA et al., 2009;
YAMAOKA et al., 1989). As etapas basicas do processo sdo essencialmente as mesmas:
digestdo alcalina e desacetilagdo. Liu e colaboradores, em 2008, desenvolveram um novo
método usando solventes organicos e enzimas, ao invés de solugdes alcalinas (LIU et al.
2008).
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Embora os reagentes e as especificacbes de cada etapa sejam ligeiramente
distintos para cada trabalho, os resultados s&o iguais: obtém-se o complexo quitina-glicano
(CQQG).

A estrutura exata do complexo de quitina-glicano ainda é um tema de debate entre
0s pesquisadores envolvidos, mas o trabalho de Nwe e colaboradores em 2008, revela que,
majoritariamente, trata-se de cadeias de D-glicose ligadas via ligacGes glicosidicas g (1—4) e
cadeias de D-glicosamina também unidas mediante ligacGes glicosidicas B (1—4), ambas
cadeias unidas entre si mediante ligacdes glicosidicas o (1—4) (NWE et al., 2008), embora
possam existir ramificaces em proporcdo significativa com ligagdes p (1—3) e B (1—6),
caracteristicas da estrutura de glicogénios (PINTO et al., 2015) (Figura 4).

Figura 4 — Estrutura proposta do CQG de Saccharomyces cerevisiae
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1.2 COMPLEXOS DE OURO COM LIGANTES DERIVADOS DE SACARIDEOS E SUAS
POTENCIAIS APLICACOES FARMACOLOGICAS

Os complexos de ouro (1) e ouro (I1I) com ligantes baseados em sacarideos tém
sido amplamente estudados nos ultimos anos, pois tém mostrado atividade citotdxica in vitro
em células tumorais resistentes a cisplatina (cis-[PtCl,(NH3),]) (RIGOBELLO et al., 2008).

Outra atividade bioldgica importante dos complexos de ouro € a agdo
antibacteriana, como, por exemplo, atividade contra tuberculose (EITER et al., 2009).

Embora os compostos de ouro tenham sido usados na medicina desde tempos
antigos, foi Koch em 1890 que demonstrou cientificamente os efeitos bioldgicos destes
compostos (KOCH, 1890). Em 1934, Forestier descreveu os efeitos antiartrite de complexos
de ouro (FORESTIER, 1934), desencadeando pesquisas por parte da comunidade cientifica
em busca de novas substancias com atividades contra essa doenga. Auranofina, solganol e

miocricina (Figura 5) sdo alguns compostos de ouro (I) comuns com efeito anti-AR.
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Figura 5 — Estruturas quimicas de auranofina, solganol e miocricina
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Fonte: Adaptado de CHAVES et al., 2014

Compostos de ouro, diferentemente da cisplatina, ndo tém como alvo o DNA, mas
sim, a interrupcdo de mecanismos baseados em interagOes de sinais proteicos, levando a
apoptose celular (MAIA et al., 2014). Pode-se destacar as proteinas envolvidas nos
mecanismos de proliferacdo das células cancerigenas (MILACIC et al., 2009), em particular a
tioredoxina redutase (TrxR), a qual participa do ciclo vital das mitocondrias (RIGOBELLO et
al., 2004).

A estrutura do ligante usado nos compostos de ouro tem grande influéncia na
atividade biologica do complexo (YEO et al., 2013). Um dos fatores € a lipofilicidade dos
ligantes, a qual faz com que o complexo atravesse a membrana celular e atinja o alvo com
mais facilidade. O grupo fosfina terciario, como no caso da auranofina, é o que tem conduzido
a complexos com melhores atividades bioldgicas por causa da sua grande lipofilicidade, em
comparagdo com compostos similares ndo fosfinados (OTT, 2009). As oxadiazolidinas
pertecem a um grupo extenso de compostos heterociclicos biologicamente ativos, uma vez
que apresentam atividade anticancerigena (CHAVES et al., 2014), tornando-as substratos de
interesse para sintese de ligantes.

O nosso grupo de pesquisa tem reportado a preparacdo de complexos de ouro
inéditos com ligantes baseados em cloreto de benzila e cloreto de benzoila (CHAVES et al.,
2014), &lcoois e &cidos graxos (DE ALMEIDA et al., 2017), diversos monossacarideos
(CHAVES et al., 2015) e adamantano (GARCIA et al., 2016), todos eles com atividade
citotoxica especifica contra certos tipos de celulas tumorais.

Algums exemplos dos ligantes sintetizados pelo nosso grupo de pesquisa sao

mostrados abaixo (Figura 6).
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Figura 6 — Alguns dos ligantes usados pelo nosso grupo de pesquisa para sintese de complexos de
ouro (1)
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Fonte: Adaptado de CHAVES et al., 2014, CHAVES et al., 2015, DE ALMEIDA et al., 2017 e
GARCIA et al., 2016

A importancia dos ligantes contendo unidades de carboidratos deve ser destacada,
pois sua baixa toxicidade e o alcance da sua atividade biologica pode ser bem diferenciada
daquela apresentada pelos demais ligantes (YOSHIDA et al., 1999). Por exemplo, Mirabelli e
colaboradores descreveram que a atividade antitumoral in vivo dos complexos de ouro é

incrementada usando os ligantes fosfina substituida e tioagtcares (MIRABELLI et al., 1986).
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2 OBJETIVOS

Obter D-glicosamina a partir de mostos fermentados de cerveja, separando-a de
forma eficaz do resto do CQG, evitando, na medida do possivel, a degradacdo quimica,
obtendo-a num grau de pureza alto para ser usada como farmoquimico para futuras
formulacGes farmacéuticas para o tratamento de artrite. Desenvolver um processo que permita
aproveitar descartes agroindustriais de mostos fermentados, trazendo uma importante
contribuicdo ao meio ambiente, para obtencdo de produtos para fins Uteis, agregando valor
aos mesmos. Sintetizar ligantes baseados em D-glicose, contendo 0 grupo
1,3,4-oxadiazolidina-2-tiona, dando continuidade a trabalhos desenvolvidos em nosso grupo
de pesquisa. E, a partir desses, sintetizar complexos de ouro (I) com potencial aplicabilidade
para tratamento de cancer e artrite, além de atividade antimicrobiana e antiparasitaria, com

toxicidade reduzida.
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3 PLANO DE TRABALHO

O trabalho foi projetado iniciando-se pela purificagdo do complexo
quitina-glicano (CQG) a partir de leveduras de mostos fermentados de cerveja produzida
artesanalmente a partir de mistura para fermentacdo da marca Fermentis®, tipo S-04
(Saccharomyces cerevisiae). Essa mistura sera submetida a lavagem com solucédo de dodecil
sulfato de sddio (SDS), depois digestdo alcalina em meio aquoso para remover lipideos e
proteinas, finalizando com tratamento a alta temperatura com solucdo aquosa alcalina
concentrada para desacetilar os residuos do polissacarideo. As distintas etapas de lavagem
serdo feitas usando agua e etanol, para a completa remocdo de materiais solUveis nestes
solventes.

Depois de ter isolado o CQG, serdo testadas condi¢cBes de hidrdlise acida e
enzimatica, além de procedimentos para se isolar 0s monossacarideos que compdem a matriz
do complexo, sera feita a tentativa de obtencdo de D-glicosamina pura. Em seguida, vai se
usar a D-glicose isolada 1 para produzir D-gliconolactona 2 a partir de oxidacdo com bromo
em meio aquoso, a qual sera empregada na sintese dos ligantes dos complexos de ouro.

A D-gliconolactona 2 sera tratada com 2,2-dimetoxipropano, na presenca de &cido
sulfurico e acido paratoluenossulfonico (APTS) em acetona e metanol, para fornecer os
derivados protegidos 3 e 4. Esses ésteres serdo tratados com hidrazina para formacdo das
hidrazidas 5 e 6.

Finalmente, serdo formadas as oxadiazol-tionas 7 e 8 tratando as hidrazidas com
dissulfeto de carbono em condicdes béasicas, usando etanol como solvente. Os ligantes 7 e 8
obtidos serdo, entdo, reagidos com cloreto de ouro-trietilfosfina em diclorometano para
formacdo dos complexos de ouro 9 e 10. O mesmo sera feito usando cloreto de
ouro-trifenilfosfina para obtencdo dos complexos 11 e 12 (Esquema 1).
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Esquema 1 — Estratégia de sintese dos complexos de ouro a partir de D-glicose
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Todas as reacdes foram acompanhadas por cromatografia de camada delgada
(CCD) e RMN de *H e *C. Os produtos foram purificados mediante centrifugacio, extragdo
liquido-liquido, recristalizagdo e/ou cromatografia em coluna, usando silica como fase
estacionéria.

Os compostos foram caracterizados mediante espectroscopia de RMN de liquidos
de 'H, *C e 3P, espectroscopia de correlacdo (COSY), espectroscopia de correlacéo
heteronuclear (HSQC), espectroscopia de correlagdo heteronuclear de ligacdo multipla
(HMBC), espectroscopia de aumento sem distorsdo por transferéncia de polarizacdo
(DEPT-135), espectroscopia de transformada de Fourier no infravermelho (FTIR) usando
pastilha de KBr, ponto de fusdo e RMN CP-MAS de *3C no estado sélido.

As numeracGes dos atomos nos compostos obtidos ndo correspondem
necessariamente as guias da IUPAC, foram feitas para facilitar a correlagdo das figuras com

0s espectros de RMN.

4.1 CARACTERIZACAO DO CQG E TENTATIVAS PARA OBTENQAO DE
D-GLICOSAMINA A PARTIR DE FERMENTO BIOLOGICO E DE MOSTOS
FERMENTADOS DE CERVEJA

Como teste preliminar, fermento bioldégico da marca Fleischmann®
(Saccharomyces cerevisiae) foi usado para testar o tratamento proposto a seguir. Realizou-se
uma analise da composicdo desta levedura e encontrou-se umidade livre =~ 0%, material
soltivel em 4gua (emulsificante e proteinas) ~ 27,65% do peso total, material solivel em meio
alcalino (proteinas e gorduras) ~ 13,16% do peso livre de aditivos. Para a obtengdo do CQG,
o fermento bioldgico foi tratado com solucdo aquosa de SDS (dodecilsulfato de sodio) para
retirar materiais contaminantes (principalmente monoestearato de sorbitana), depois foi
tratado com solucdo aquosa de NaOH 1 mol/L para digerir a matéria organica previamente
insoltvel (principalmente gorduras e proteinas grandes) e, finalmente, desacetilado utilizando
solucdo aquosa de NaOH 11 mol/L a temperatura de ebulicdo. Foi obtido 0 CQG sob a forma
de solido branco. O CGQ foi insoltvel nos solventes testados: agua, etanol, DMSO, CHCls,
piridina, CH,Cl,, assim como em soluc¢des aquosas de H,SO4 35% e de HCI 35% durante 1

hora sob agitacao.
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Foram fornecidos mostos fermentados de cerveja da cervejaria BrauHaus® (Juiz
de Fora-MG, Brasil), os quais sdo derivados de processo de fermentacdo de malte usando
levedura da marca Fermentis® tipo S-04.

De posse do mosto fermentado de cerveja artesanal, realizou-se um procedimento
parecido aquele usado com o fermento bioldgico, entretanto, foram feitas mais etapas de
digestdo alcalina, assim como lavagens adicionais, procurando aumentar a pureza do CQG
obtido. Foi empregado o seguinte procedimento:

1. centrifugacdo para retirar lUpulo e sobrenadante, depois lavagem com agua;

2. tratamento com SDS 1% a 60°C durante 6 horas, depois lavagem com agua, seguida de
lavagem com etanol;

3. tratamento com solucéo aquosa de NaOH 0,1 mol/L a 60°C durante 6 horas, depois
lavagem com agua, seguida de lavagem com etanol;

4. tratamento com SDS 1% a 60°C durante 6 horas, depois lavagem com agua seguida de
lavagem com etanol,;

5. tratamento com solugdo aquosa de NaOH 1 mol/L a 60°C durante 6 horas, depois
lavagem com agua, seguida de lavagem com etanol;

6. tratamento com SDS 1% a 60°C durante 6 horas, depois lavagem com agua, seguida de
lavagem com etanol,

7. tratamento com solugdo aquosa de NaOH 11 mol/L em refluxo durante 24 horas, depois
lavagem com NaOH 0,1 mol/L, seguido de lavagens com agua, HCI 0,1 mol/L, &gua e,
finalmente, etanol. Foi obtido um CQG sob a forma de sélido branco.

Foi realizada a avaliacdo da porcentagem de nitrogénio nesse CQG mediante a
metodologia Kjeldahl, obtendo-se o valor de 0,0162% de nitrogénio, o que corresponde a
1,58% de D-glicosamina, supondo que todo o nitrogénio seja atribuivel a D-glicosamina.

Foi feito o espectro RMN CP-MAS de **C no estado sélido do composto CQG

obtido de mostos fermentados (Figura 7).
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Figura 7 — Espectro de RMN no estado sélido CP-MAS de *C (75,6 MHz) do CQG de mosto
fermentado de cerveja
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

Nesse espectro, pode-se observar 0s sinais correspondentes aos carbonos das
unidades de D-glicose, além de sinais referentes a carbonos metilicos e carbonilicos, devido a
presenca de grupos acetila residuais no polimero. Além disso, podemos observar o sinal em
56,42 ppm, referente ao carbono 2 da D-glicosamina, evidenciando assim a sua presenca no
CQG.

Foi feito também o espectro no IV do CQG obtido (Figura 8), o qual esta
condizente com os dados de 1V descritos por Nwe e Oliveira (NWE et al., 2008, OLIVEIRA
et al., 2009), a saber: ligacdo o-(1—4): 1149 e 998 cm *, ligacdo B-(1—4): 1168, 1114 ¢
1068-1056 cm!, ligagdo B-(1—3): 1079, 1041 e 894 cm *, ligacdo a-(1—6): 925 cm .
Também é possivel visualizar bandas caracteristicas de estiramento O-H dos grupos hidroxila
centradas em 3388 cm™. As bandas de absorgdo na faixa de 1000 a 1500 cm™ sio referentes
aos estiramentos C-C e C-O das diversas partes do polimero, e as bandas de absorcéo na faixa
de 400 até 800 cm™ sdo devidas aos movimentos de deformagéo C-H.



30

Figura 8 — Espectro no 1V (KBr) do CQG de mosto fermentado de cerveja
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor

4.1.1 Analise dos sobrenadantes depois de digestdes sucessivas em meio alcalino dos
mostos fermentados de cerveja artesanal

Os mostos fermentados foram submetidos a um tratamento alcalino sequencial,
para digerir sucessivamente a parede celular das leveduras e, com isso, tentar liberar a
D-glicosamina da matriz da parede celular, sem degrada-la. A D-glicosamina que
eventualmente fosse liberada, estaria contida no sobrenadante (Esquema 2). O procedimento
realizado foi o seguinte:
1. centrifugacdo do mosto fermentado e descarte das fracbes que ndo compdem o CQG
(lapulo, fases solidas ndo relacionadas ao CQG e sobrenadante), seguido de lavagem com
agua;
2. lavagem da fase solida inferior (CQG) com agua e tratamento com solucdo aquosa de
KOH 0,1 mol/L a t.a. durante 24 horas, seguida de centrifugacdo, obtendo-se 3 fases:
sobrenadante, fase solida superior e fase solida inferior. O sobrenadante foi analisado, a fase
solida superior (gorduras e lipideos) foi coletada e a fase solida inferior foi submetida a
proxima etapa.
3. o0 passo 2 foi repetido, aumentando sucessivamente a concentracdo da base com a qual se
tratou a fase sélida inferior (0,5, 1, 4 e 8 mol/L). Toda vez a fase solida superior foi coletada e

0 sobrenadante sempre analisado.
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Esquema 2 — Estratégia de purificagdo do CQG a partir de mostos fermentados
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O
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HO OH -
NH,
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OH Desacetilacao
O
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HO%« OH - *
p-glicose Filtragioe _ | Hidrdlise Ce;nltg:r:g:\%ao
(Produto obtido) evaporagao acida do sélido

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

O sobrenadante de cada etapa foi analisado por cromatografia em camada
delgada, usando o eluente CH,Cl, / MeOH 1:1 e como revelador solucédo etanodlica de H,SO,
10% com aquecimento para D-glicose e D-ribose, e solucdo etandlica de ninidrina 1% para a
D-glicosamina. As fases solidas superiores foram coletadas (gorduras e proteinas). A fase
solida inferior (CQG) obtida ap6s todas as etapas foi coletada e armazenada.

So foi observado D-glicose nos sobrenadantes das etapas onde foi utilizado KOH
0,1 mol/L e 0,5 mol/L e ndo foi observado D-glicosamina nem D-ribose em nemhuma das

etapas, sendo verificada a presenca de apenas algumas proteinas mais apolares.

4.1.2 Testes de hidrdlise do CQG em presenca de enzimas

Foram feitas reagdes de hidrolise sobre 0 CQG de mostos fermentados com duas
enzimas distintas, fornecidas pela empresa Novozymes® Latin America LTDA:

e Endo-amilase que hidrolisa ligac6es (1—4)-a-D-glicosidicas.
e [-glicanase endo (1—3,4).
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4.1.2.1 Teste com endo-amilase

Foi colocado 0 CQG de mostos fermentados em solugdo tampéo de acetato pH =
4,3, C = 0,5 g/mL, Cenzima = 4% (NWE et al., 2008), reagindo a 95 °C sob agitacdo por 24
horas. Apds centrifugacdo, observou-se a presenca de D-glicose no sobrenadante, a qual pode
ser revelada em placas de CCD com solucdo de H,SO, 10% em etanol. A presenca de

acucares redutores foi também evidenciada usando teste de Fehling.

4.1.2.2 Teste com fS-glicanase

Foi colocado o CQG de mostos fermentados em solucdo tampéo de fostato pH =
7,5, Cenzima = 4% (NWE et al., 2008), reagindo a 30°C sob agitacdo por 24 horas. Apds
centrifugacgdo, observou-se a presenca de acUcares redutores no sobrenadante, a qual pode ser
revelada em placas de CCD com solugdo de H,SO4 10% em etanol. A presenca de agUcares
redutores foi também evidenciada usando teste de Fehling, observando maior concentracdo de

D-glicose do que quando se empregou endo-amilase.

4.1.3 Hidrolise enzimatica consecutiva

Foi feita uma sequéncia de reacdes enzimaticas, utilizando as enzimas na seguinte
ordem: glicanase, amilase e glicanase novamente, sobre o CQG de mostos fermentados, nas
mesmas condicdes das reacdes originais, especificados nos itens 4.1.2.1 e 4.1.2.2. Analisou-se
quanto a presenca de sacarideos (D-glicose, D-glicosamina e D-ribose) em sobrenadantes e,
depois, ajustou-se o pH para 9,0 nos mesmos para verificar a ocorréncia de precipitacdo de
algum sélido. O s6lido sempre foi lavado com agua antes de submete-lo a reacdo subsequente.

Os sobrenadantes apresentaram teste positivo para D-glicose quando observados
por cromatografia em camada delgada (CCD) ndo ocorrendo precipitacdo ao se ajustar o pH

alcalino.

4.1.4 Hidrolises acidas do CQG de mostos fermentados

Foram feitas tentativas de hidrolise &cida em meio aquoso do CQG de mostos
fermentados, uma com acido cloridrico e a outra com acido trifluoroacético (ATF), usando
concentracdo de 1 mol/L dos &cidos, a 60 °C, por 24 horas. Em ambas tentativas s se
observou a formacdo de D-glicose ap6s neutralizacdo com NaHCO;, filtragem e evaporacéo.

Obteve-se também um sélido escuro insolivel em THF, DMSO, &gua, etanol ou cloroférmio.
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O rendimento das reacdes foi: 44,85% de D-glicose para a hidrolise com ATF e 58,82% de
D-glicose para a hidrolise com HCI.

Foram feitos espectros de RMN de *H e *3C do bruto obtido, os quais foram
comparados com espectros de D-glicose padrdo (Figuras 9, 10). Nesses espectros observa-se
apenas sinais referentes a D-glicose, ndo se observando sinais com proporcdo significativa
correspondentes a outros monosacarideos como os esperados para a D-glicosamina.

Figura 9 — Espectros de RMN de *H (D,0; 500 MHz) do CQG de mostos fermentados depois do
tratamento &cido e de D-glicose padrao
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor
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Figura 10 — Espectros de RMN de **C (D,0; 126 MHz) do CQG de mostos fermentados hidrolisado e
de D-glicose padréo
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor

Com a finalidade de se obter mais evidéncias sobre a estrutura do sélido formado,
o mesmo foi peracetilado pelo tratamento com anidrido acético em piridina. Apds extracdo
com acetato de etila:dgua, a fase organica foi evaporada sob pressdo reduzida conduzindo a
glicose peracetilada. Os espectros de RMN de 'H e *3C desse material se mostraram

semelhantes aos da D-glicose peracetilada padréo (Figura 11, 12).
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Figura 11 — Espectros de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do CQG de mostos fermentados hidrolisado

e depois acetilado e de D-glicose peracetilada
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

Figura 12 — Espectros de RMN de *C (CDCls; 126 MHz) do CQG de mostos fermentados
hidrolisado e depois acetilado e de D-glicose peracetilada

1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-glicose

OAc o o m Qo000 Aag 0 wm
8 QG g 88y 3% 88
0 25 oo AN TN NN AN OO
Ln dlReSANSocANcaaRwooR@
AcO SO0 QNN ERRRE2ELLEEREEE
AcO OAc % o — —
OAc o) @

1

170 160 150 140 130 120 10 0 @) 80 /0 80 S0 40 30 10
CQG hidrolisado pentacetilado

7279 C3 a
69.85C3 b
69.85C5b
69.22C2b
6791 C4 b
6779 C4 a
61.50C6 b
61.50 C6 a

{ ~ 7268 C5

~-91.71 C1 beta
\“

~89.07 C1 alfa
- ~7027C2a

L

170 160 150 140 130 120 110 100 a0 g0 70 €0 50 40 30 20 10

Fonte: Elaborado pelo préprio autor



36

Nao foi possivel obter D-glicosamina a partir do mosto fermentado empregado.
Para enriquecimento do trabalho, optou-se por utilizar a D-glicose obtida como matéria-prima

para preparacao de novos complexos de ouro, potenciais agentes anti-artrite.

4.2 SINTESE DE LIGANTES PARA PREPARACAO DE COMPLEXOS DE OURO A
PARTIR DE D-GLICOSE

Colocou-se para reagir D-glicose 1 com bromo, em agua a t.a. durante 24 horas
(GREEN, 1948) (Esquema 3), fornecendo a D-gliconolactona 2 com 32% de conversdo. O

mecanismo desta reacdo é mostrado no Esquema 4.

Esquema 3 — Sintese de D-gliconolactona a partir de D-glicose

OH OH
Br2
HO 0 . ~ HO o
HO OH agua, ta., 24hs Ho ~
, of OH ©
2

Fonte: Adaptado de GREEN, 1948.

Esquema 4 — Mecanismo da oxidacdo de D-glicose para formar D-gliconolactona
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| OH Br

OH /-Bf
e @)
HO — HO +/Br —_—
HO OH Hgm,o\ S
OH oH L OH,
OH OH -
o 5 0 "
HO | HO
HO O — HO <0
OH [/ OH
Ha
OH,

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

O espectro de RMN de *3C do bruto foi comparado com o espectro de

D-gliconolactona padrédo (Figura 13).
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Figura 13 — Espectros de RMN de **C (D,0; 126 MHz) do bruto da sintese de 2 e de
D-gliconolactona padrdo
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor

Observa-se, nesses espectros, que foi produzida a D-gliconolactona, embora exista
no produto D-glicose residual e outros produtos de oxidacdo. Também é possivel observar a
presenca de sinais do grupo etila, devido a transesterificacdo e/ou etanol residual, durante o
processo de evaporacdo. Tentou-se purificar a D-gliconolactona mediante cromatografia em
coluna, mas ndo foi possivel por causa da polaridade e similaridade estrutural dos compostos.

A mistura contendo 2 acima foi colocada para reagir com com
(2,2)-dimetoxipropano em metanol e acetona em meio acido, a t.a., durante 48 horas para
formar (3,4)/(5,6)-di-O-isopropilideno-D-gliconato de metila 3 e seu isdomero 4 (REGELING
et al., 1987) (Esquema 5). O mecanismo desta reacdo é mostrado no Esquema 6.



Esquema 5 — Sintese dos compostos 3 e 4
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Fonte: Adaptado de REGELING, 1987

Esquema 6 — Mecanismo da abertura da lactona e formacéo dos cetais
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Foi usada CCD para acompanhar as reagc6es, usando como eluente Hexano/AcEt
7:3, tendo uma solugdo etandlica 20% de H,SO, como reveladora. Observou-se a total
transformacéo de D-gliconolactona 2 nos derivados protegidos 3 e 4, os quais foram obtidos
em 44 e 22% de rendimento, respectivamente, sob a forma de éleo claro.

Os compostos 3 e 4 foram caracterizados por RMN de *H e de *C (Figuras 14 a
19) e IV (Figuras 20 e 21).

No espectro de RMN de *H do composto 3 podem-se observar os sinais referentes
aos hidrogénios da cadeia principal, de 4,32 até 3,97 ppm, além do dupleto em 2,99 ppm
referente ao hidrogénio da hidroxila. Observa-se também um singleto em 3,82 ppm referente
aos hidrogénios metoxilicos, e finalmente, 4 singletos em 1,41, 1,37, 1,34 e 1,33 ppm
referentes aos hidrogénios metilicos. Estes sinais evidenciam a formacdo do composto

desejado.

Figura 14 — Espectro de RMN de *H (CDCl;; 500 MHz) do composto 3
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Figura 15 — Expanséo do espectro de RMN de *H (CDCl5; 500 MHz) do composto 3
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

De maneira analoga, pode-se observar, no espectro de RMN de *H do composto 4,
0s sinais referentes aos hidrogénios da cadeia principal, de 4,54 até 3,64 ppm, além do

dupleto em 2,35 ppm referente ao hidrogénio da hidroxila. Observa-se, também, um singleto

em 3,77 ppm referente aos hidrogénios metoxilicos, e finalmente, 4 singletos em 1,46, 1,43,

1,39 e 1,32 ppm referentes aos hidrogénios metilicos. Estes sinais evidenciam a formacéo do

composto 4.



Figura 16 — Espectro de RMN de *H (CDCl;; 500 MHz) do composto 4
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Figura 17 — Expansdo do espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do composto 4
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No espectro de RMN de **C do composto 3 (Figura 18), pode-se observar a
presenca de 4 sinais entre 25,5 e 27,4 ppm referentes aos grupos metila isopropilidénicos, um
sinal em 52,9 ppm correspondente ao carbono metoxilico, um sinal em 173,2 ppm referente
ao carbono carbonilico, além dos demais sinais esperados para a estrutura proposta.

Observagdes similares sio feitas em relagio ao espectro de **C do composto 4 (Figura 19).

Figura 18 — Espectro de RMN de **C (CDCl;; 126 MHz) do composto 3
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Figura 19 — Espectro de RMN de **C (CDCls; 126 MHz) do composto 4
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O espectro no IV de 3 mostra diversas bandas de interesse na identificagédo do
composto. No caso do espectro no IV do composto 3, tem-se uma banda larga em 3500 cm™
referente ao estiramento O-H, as bandas em 2987 e 2934 cm™ referentes ao estiramento
assimétrico e simétrico, respectivamente, dos hidrogénios metilicos. A banda caracteristica de
carbonila de éster aparece em 1746 cm™. Ainda é possivel observar bandas intensas na faixa
de 1000 - 1300 cm™, correspondentes aos estiramentos C-C e C-O dos acetais, evidenciando a
presenca dos grupos observados nos espectros de RMN de 'H e *C. As mesmas bandas

podem ser observadas no espectro no IV do composto 4.

Figura 20 — Espectro no IV (KBr) do composto 3
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Figura 21 — Espectro no IV (KBr) do composto 4
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Os compostos 3 e 4 foram tratados separadamente, com hidrazina 67% em
metanol a t.a. durante 8 horas (MANJUNATHA et al., 2010) fornecendo as hidrazidas 5 e 6
em rendimento quantitativo. O Esquema 7 mostra a sintese do composto 3. O composto 4 foi

sintetizado de maneira analoga. O mecanismo desta reacao € mostrado no Esquema 8.

Esquema 7 — Sintese do composto 3

Oy OMe OxN N,
L OH —OH
0%4 Hidrazina 67% (aq) o#
—O MeOH,ta,8hs [ ©
L 0 —O
—O>< —O><

3 5

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

Esquema 8 — Mecanismo de formac&o do grupo hidrazida.

OMe CHO) H‘@'_ NHNH,

o) { O« NHNH,
TR T B — (R —
R OMe o

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

A reagdo foi monitorada usando CCD, tendo como eluente uma mistura hexano e
AcEt 7:3. Apds evaporacdo sob pressdo reduzida fez-se a recristalizacdo do sélido obtido
usando CH,CI, e metanol. O produto 5 foi obtido na forma de um sélido branco cristalino,
com ponto de fusdo = 137 °C, entretanto o produto 6 é um dleo. Os produtos 5 e 6 e foram
caracterizados por RMN de *H, RMN de 3C e IV (Figuras 22 a 29 e Figuras vi e viii do
apéndice).

No espectro de RMN de *H do produto 5 é possivel observar um singleto em 8,84
ppm referente ao hidrogénio NHC=0, além de um sinal largo em 4,27 ppm referente aos dois
hidrogénios NH,. Conforme esperado, ndo se observa o sinal em 3,82 ppm referente aos
hidrogénios metoxilicos presentes no material de partida, evidenciando assim a formacéo do

produto desejado.



Figura 22 — Espectro de RMN de *H (DMSO-d6; 500 MHz) do composto 5
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Figura 23 — Expansdo do espectro de RMN de *H (DMSO-d6; 500 MHz) do composto 5
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As mesmas observacdes podem ser feitas em relacio ao espectro de RMN de *

do composto 6:

Figura 24 — Espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do composto 6
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

Figura 25 — Expanséo do espectro de RMN de *H (CDCl5; 500 MHz) do composto 6.
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Nos espectros de RMN de *3C dos compostos 5 e 6 observam-se todos o0s sinais
esperados para 0S mesmos e ndo se verifica a presenca do sinal referente ao grupo metoxila

presente nos materiais de partida, evidenciando as transformacdes desejadas.

Figura 26 — Espectro de RMN de **C (DMS0-d6; 126 MHz) do composto 5
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

Figura 27 — Espectro de RMN de **C (CDCls; 126 MHz) do composto 6.
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No espectro no 1V do composto 5, pode-se verificar a formacdo da hidrazida. Em
3346 cm™ e 3315 cm™ observam-se as bandas correspondentes aos estiramentos assimétricos
e simétricos, respectivamente, do grupo NH;, sobrepondo com a banda de absorcdo de
estiramento O-H, em aproximadamente 3300 cm™. A banda amida | (estiramento C=0)
aparece em 1652 cm™, assim como uma absorcao fraca em 710 cm™ referente a0 movimento
wagging do hidrogénio NHC=0. De forma analoga, bandas caracteristicas também podem ser

observadas no espectro no 1V do composto 6.

Figura 28 — Espectro no 1V (KBr) do composto 5.
4,000 3,500 3,000 2,500 2,000 1,500 1,000 500

o
(o]
1

o
o
L

itancia

HN qop LSl
HN Buibbem ol

Transm
o
N

WIS HI 1591162

¢HN DULIOSSDS 0191

0.2-

uysp £y 363 c0e

t———h
1000 -13p0
_Acetais

1,000 500

isse ZHN 352 9pE€
JuiszHN s sLEE
(1 epiwe) 0= 3522591
Jwis €D qop pL€ L

[T
g ZHD BulIosSIdS - Wise €H) qop Z5hL

- 7

4,000 3,500 3,000 2,500 2,000
NUmero de onda (cm™)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

Figura 29 — Espectro no 1V (KBr) do composto 6.
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As hidrazidas 5 e 6 foram tratadas separadamente com CS, e NaOH 0,6 mol/L em
etanol a 40 °C durante 24 horas, fornecendo os compostos 7 e 8, respectivamente
(MANJUNATHA et al., 2010) (Esquema 9). O mecanismo geralizado desta reacdo se mostra

no Esquema 10.

Esquema 9 — Sintese do composto 7
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

Esquema 10 — Mecanismo de formacao de oxadiazolidina a partir do grupo hidrazida
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor

A reacdo foi acompanhada por CCD, usando como eluente CH,CI, e metanol
9,5:0,5 e o revelador ninidrina em etanol, tanto para visualizar o produto quanto o material de
partida.

Os produtos 7 e 8 sdo 6leos, e eles foram obtidos em 58 e 78% de rendimento,
respectivamente, tendo sido caracterizados pelos seus espectros de RMN de *H, RMN de **C
e IV (Figuras 30 a 37 e Figuras ix a xii do apéndice).

No espectro de RMN de *H do produto 7 é possivel visualizar um singleto em
11,27 ppm referente ao hidrogénio ligado ao nitrogénio heterociclico; observa-se também que

0s sinais correspondentes ao grupo hidrazida, presente no material de partida (NH em 8,84 e
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NH, em 4,27 ppm) ndo estdo presentes no espectro, evidenciando assim a formagéo do

composto desejado.

Figura 30 — Espectro de RMN de *H (CDCl;; 500 MHz) do composto 7
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Figura 31 — Expansdo do espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do composto 7
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O espectro de RMN de *H do composto 8 mostra sinais similares:

Figura 32 — Espectro de RMN de *H (CDCl;; 500 MHz) do composto 8
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

Figura 33 — Expansio do espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do composto 8.
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No espectro de RMN de **C do composto 7, observa-se um sinal em 178,7 ppm,
referente ao carbono ligado ao enxofre (C=S), assim como um sinal em 162,9 ppm, referente
ao C1, sugerindo a formac&o do composto almejado. O espectro de RMN de **C do composto

8 mostra sinais equivalentes.

Figura 34 — Espectro de RMN de **C (CDCl3; 126 MHz) do composto 7
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor

Figura 35 — Espectro de RMN de **C (CDCl;; 126 MHz) do composto 8
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No espectro no IV do composto 7 pode-se observar a banda de estiramento N-H
em 3317 cm™ correspondente & amina ciclica, assim como banda de absorc&o em 1652 cm™
referente a dupla ligacdo C=N do anel, além dos demais sinais caracteristicos do composto

desejado. Os mesmos sinais sao observados no espectro no IV do composto 8.

Figura 36 — Espectro no IV (KBr) do composto 7
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Figura 37 — Espectro no IV (KBr) do composto 8
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Os ligantes 7 e 8 foram tratados com Au[PEt3]Cl e NaHCO3; em CH,Cl, durante
24 horas com agitagdo magnética, sob atmosfera inerte e protegidos da luz (CHAVES et al.,
2015), obtendo os compostos 9 e 10, respectivamente, com rendimento quantitativo. E
mostrado no Esquema 11 a sintese do complexo 9. O complexo 10 foi sintetizado de maneira

analoga, usando o ligante 8 como material de partida.

Esquema 11 — Sintese do complexo 9
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L OH —N

o/ AU[PEt;]CI , NaHCO, - OH
—0 CH,Cl,, t.a., 24hs 0%4
L o Lo

POy -
70 X

9

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

A reacdo foi acompanhada por CCD, usando como eluente CH,Cl, e metanol
9,5:0,5, o produto e o sal de ouro foram revelados mediante aquecimento e o material de
partida foi revelado usando ninidrina em etanol, seguido de aquecimento.

Os produtos 9 e 10 sdo 6leos e foram obtidos em rendimentos quantitativos, tendo
sido caracterizados pelos seus espectros de RMN de *H, RMN de **C, RMN de *'P e IV

(Figuras 38 a 46 e Figuras xiii e xiv do apéndice).
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Figura 38 — Espectro de RMN de *H (CDCl;; 500 MHz) do composto 9
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Figura 39 — Expanséo 1 do espectro de RMN de *H (CDCl5; 500 MHz) do composto 9
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Figura 40 — Expanséo 2 do espectro de RMN de *H (CDCl5; 500 MHz) do composto 9
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor

No espectro de RMN de *H do composto 9, é possivel observar, além dos sinais
caracteristicos descritos também no espectro de RMN de *H do ligante 7, um duplo quarteto
em 1,90 ppm referente aos hidrogénios metilénicos ligados ao carbono ligado ao atomo de
fésforo e um duplo tripleto em 1,24 ppm referente aos hidrogénios metilicos adjacentes.

Ainda, é possivel observar, ao comparar os espectros de RMN de *H do ligante 7
e o complexo 9, as mudangas leves nos deslocamentos quimicos de todos os hidrogénios,
assim como as posicoes relativas dos sinais referentes ao hidrogénio 4 e um dos hidrogénios

diasterotdpicos 6' séo trocadas, evidenciando a formagédo do complexo.



57

Figura 41 — Expanséo 3 do espectro de RMN de *H (CDCl5; 500 MHz) do composto 9
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

Observagdes analogas podem ser feitas em relacdo ao espectro de RMN de *H do

complexo 10.

Figura 42 — Espectro de RMN de *H (CDCls5; 500 MHz) do composto 10
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O espectro de RMN de *C do complexo 9 mostra os sinais caracteristicos do
ligante 7, além de um dupleto em 17,97 ppm (J = 34,27 Hz) referente aos carbonos o ao
atomo de fosforo, assim como um singleto em 9,09 ppm referente aos carbonos . As mesmas

observagdes s&o feitas no espectro de RMN de **C do complexo 10.

Figura 43 — Espectro de RMN de **C (CDCl5; 126 MHz) do composto 9
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Figura 44 — Espectro de RMN de **C (CDCl3; 126 MHz) do composto 10
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Os espectros no infravermelho dos complexos 9 e 10 mostram as bandas de
absorcdo esperadas para os complexos formados, particularmente o estiramento P-CH; em

1450 cm™. As mesmas bandas sdo observadas no espectro no IV do complexo 10.

Figura 45 — Espectro no IV (KBr) do composto 9
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Figura 46 — Espectro no IV (KBr) do composto 10
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A sintese dos complexos 11 e 12 foi realizada de maneira andloga a aquela dos
complexos 9 e 10, porém, ao invés de ser usado Au[PEt;]Cl foi usado Au[PPh3]CI (Esquema
12).

Esquema 12 — Sintese do complexo 11

}AuPPh3

0%4 AU[PPh,]CI , NaHCO, - OH
—O CH,Cl, ta., 24hs 0%4
L 5 -0

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

A reacdo foi acompanhada por CCD, usando como eluente CH,Cl, e metanol
9,5:0,5, o produto e o sal de ouro foram revelados mediante aquecimento e o material de
partida foi revelado usando ninidrina em etanol, seguido de aquecimento.

Os produtos 11 e 12 sdo 6leos e foram obtidos em rendimentos quantitativos,
tendo sido caracterizados pelos seus espectros de RMN de *H, RMN de **C, RMN de *!P e IV
(Figuras 47 a 52 e Figuras xv e xvi do apéndice):

O espectro de RMN de *H do complexo 11 mostra todos os sinais esperados, além
do multipleto entre 7,61 e 7,48 ppm referente aos hidrogénios dos anéis aromaticos,

provenientes do sal de ouro.
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Figura 47 — Espectro de RMN de 'H (CDCls; 500 MHz) do composto 11
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

Ainda, é possivel observar, ao comparar os espectros de RMN de *H do ligante 7
e 0 complexo 11, as mudancas leves nos deslocamentos quimicos de todos os hidrogénios,
assim como as posicoes relativas dos sinais referentes ao hidrogénio 4 e um dos hidrogénios
diasterotdpicos 6' sdo trocadas, evidenciando a formacdo do complexo. Observagdes analogas
podem ser feitas em relacéo ao espectro de RMN de *H do complexo 12.

Figura 48 — Espectro de RMN de *H (CDCl;; 500 MHz) do composto 12
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O espectro de RMN de **C do complexo 11 mostra os sinais esperados, além de
quatro dupletos em 134,29 ppm com J = 13,82 Hz, em 131,94 ppm com J = 2,4 Hz, em
129,36 Hz com J = 11,72 Hz e em 128,89 ppm com J = 58,93 Hz, referentes aos carbonos
meta, para, orto e ipso, respectivamente, do anel aromatico. Os mesmos sinais sao observados

no espectro de RMN de **C do complexo 12.

Figura 49 — Espectro de RMN de *3C (CDCl;; 126 MHz) do composto 11
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Figura 50 — Espectro de RMN de **C (CDCl3; 126 MHz) do composto 12.
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Nos espectros no IV dos complexos 11 e 12 podem-se observar bandas de
absorcdo caracteristicas para os compostos. No caso do espectro no IV do complexo 11, as
bandas de absorcdo centradas em 1450 cm™ referentes ao estiramento C-C aromético e a
banda em 750 cm™ referente a0 dobramento fora do plano C-H aromatico evidenciam a

formagcdo do composto desejado. As mesmas bandas aparecem no espectro no IV do

complexo 12.
Figura 51 — Espectro no IV (KBr) do composto 11.
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Figura 52 — Espectro no IV (KBr) do composto 12.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

Todas as centrifugacdes foram feitas numa centrifuga da marca NOVA modelo NI
1810-X. As faixas de fusdo foram obtidas em aparelho digital MQAPF-Microquimica. Os
espectros obtidos na regido do infravermelho foram registrados em espectrometro Bruker
ALPHAFT-IR MB102, na regido de 4000 — 400 cm™, utilizando-se pastilhador de KBr. Os
espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em espectrdmetro BRUKER
AVANCE |11 500 MHz. Para o acompanhamento das reac6es foram feitas cromatografias em
camada delgada de silica utilizando-se placas de aluminio de Kiesegel (cromatofolhas
60F254). Para a purificacdo dos compostos foi utilizada a técnica de cromatografia em coluna
de silica, utilizou-se silica-gel 60G 0,063-0,200mm (70-230 mesh ASTM).

5.1 OBTENCAO DO COMPLEXO QUITINA GLICANO CQG

Todas as reacdes foram acompanhadas por cromatografia de camada delgada
(CCD) e RMN de *H e *C. Os produtos foram purificados mediante centrifugacio, extragdo
liquido-liquido, recristalizacdo e/ou cromatografia em coluna, usando silica como fase
estacionaria.

Os compostos foram caracterizados mediante espectrometria de RMN de liquidos
de 'H, *C e 3P, espectrometria de correlagdo (COSY), espectroscopia de correlacéo
heteronuclear de quantum simples (HSQC), espectrometria de correlacdo heteronuclear de
multipla ligacdo (HMBC), espectrometria de aumento sem distorsdo por transferéncia de
polarizacdo (DEPT-135), espectroscopia de transformada de Fourier no infravermelho (FTIR)
usando pastilha de KBr, ponto de fusdo e RMN CP-MAS de *C no estado sélido.

As numeracdes dos atomos nos compostos obtidos ndo correspondem
necessariamente as guias da IUPAC, foram feitas para facilitar a correlacdo das figuras com
0s espectros de RMN.

5.1.1 Caracterizacdo do CQG e tentativas para obtengéo de D-glicosamina a partir de
fermento bioldgico e de mostos fermendados de cerveja

Como teste preliminar, fermento biolégico seco da marca Fleischmann®
(Saccharomyces cerevisiae) foi usado para testar o tratamento proposto a seguir. Realizou-se
uma andlise da composicao desta levedura: a umidade livre foi determinada a partir de 1g de
amostra, depositada num vidro de reldgio e deixada em repouso dentro do forno a temperatura
de 60°C durante 24 horas, pesou-se a amostra depois deste periodo, determinando-se que 0
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conteudo de umidade livre foi de = 0%. Para determinar a porcentagem de material soluvel
em agua (emulsificante e proteinas), foi pesado 1g de amostra e colocado em um baldo de
fundo redondo junto com 50 mL de solucdo aquosa de dodecil sulfato de sédio (SDS) 1% a
temperatura de 60°C durante 8 horas, depois a mistura reacional foi centrifugada durante 30
minutos, o precipitado foi lavado com &gua destilada e seco na estufa & 60°C durante 24
horas, a massa foi pesada e apds comparar com a massa inicial foi determinado o contetdo de
material soltivel em 4gua de = 27,65% do peso total. Para determinar o conteido de material
soltvel em meio alcalino (proteinas e gorduras) da amostra tratada com SDS, 0,59 do
fermento bioldgico seco tratado com SDS foram colocados junto com 10mL de solugdo
aquosa de NaOH 1 mol/L em um baldo de fundo redondo com agitacdo magnética a 60°C
durante 8 horas, depois a reacdo foi centrifugada durante 30 minutos e o precipitado foi
lavado com agua destilada e seco na estufa a 60°C durante 24 horas, a massa final foi
comparada com a massa inicial e foi determinado um contetdo de = 13,16% de material
solavel em alcali. Depois do tratamento com alcali, 400 mg da amostra foram colocados junto
com 5mL de solucdo aquosa 11 mol/L de NaOH em refluxo durante 24 horas. Depois deste
tratamento de desacetilacdo, a amostra foi centrifugada durante 30 minutos, o solido foi
lavado com agua e depois com etanol e, entdo, foi colocado na estufa a 60°C durante 24 horas
e pesado. Foi determinado um grau de acetilacdo da amostra de 82,60%.

De posse do mosto fermentado de cerveja artesanal, realizou-se o seguinte
procedimento: 500mL do mosto fermentado foram centrifugados a 2.500 rpm durante 30
minutos para retirar lupulo e sobrenadante, foram lavados com agua seguido de etanol, para
depois serem centrifugados novamente. O precipitado foi colocado em um bal&o de fundo
redondo e tratado com 500mL de solucéo aquosa de SDS 1% a 60°C sob agitagdo magnética
durante 8 horas, depois foi lavado com agua, seguido de etanol, centrifugado e o sélido foi
coletado. O sdlido foi tratado com solucéo aquosa de NaOH 0,1 mol/L a 60°C durante 8
horas, depois foi lavado com agua seguido de etanol. O precipitado foi colocado em um baldo
de fundo redondo e tratado com 500mL de solugdo aquosa de SDS 1% a 60°C sob agitacdo
magnética durante 8 horas, depois foi lavado com agua, seguido de etanol, depois foi
centrifugado e o solido coletado. O sélido foi tratado com solucdo aquosa de NaOH 1 mol/L a
60°C durante 8 horas sob agitacdo magnética, depois foi lavado com agua seguido de etanol.
O precipitado foi colocado em um baldo de fundo redondo e tratado com 500mL de solucéo
aquosa de SDS 1% a 60°C sob agitacdo magnética durante 8 horas, depois foi lavado com
agua, seguido de etanol, depois foi centrifugado e o solido coletado. O solido foi colocado em

um bal&o de fundo redondo e foi tratado com solugdo aquosa de NaOH 11 mol/L em refluxo
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durante 24 horas, depois foi lavado com &gua, seguido de etanol, seguido de solu¢do aquosa
de HCI 0,1 mol/L e finalmente com agua. Foram obtidos 353mg de sélido branco em forma
de pd. Foi realizada a avaliacdo da porcentagem de nitrogénio nesse CQG mediante a
metodologia Kjeldahl, obtendo-se o valor de 0,0162% de nitrogénio, o que corresponde a

1,58% de D-glicosamina, supondo que todo o nitrogénio seja atribuivel a D-glicosamina.

5.1.2 Hidroélise acida do CQG de mostos fermentados

102mg de complexo quitina glicano (CQG) obtido a partir de mostos fermentados
foram colocados em um baldo de fundo redondo junto com 5 mL de solucdo aquosa de HCI 1
mol/L a 60°C, sob agitacdo magnética, durante 24 horas. Apds a reacdo, o conteido foi
neutralizado com NaHCOs, filtrado e evaporado sob pressdo reduzida até obter 60g (58,82%

de rendimento) de D-glicose.

5.2 SINTESE DOS COMPLEXOS DE OURO (1)
5.2.1 Sintese dos compostos 3 e 4

Em um baldo de fundo redondo, foram colocados 10mmol de D-gliconolactona
junto com 10mL de acetona, 3mL de metanol, 50mg de &cido paratoluenossulfonico, 50uL de
H.SO, e 4mL de 2,2-dimetoxipropano. A mistura foi colocada sob agitacdo magnética a t.a.,
durante 48 horas (REGELING et al., 1987). Foram formados
(3,4)/(5,6)-di-O-isopropilideno-D-gliconato de metila (composto 3) e seu isdmero
(2,3)/(5,6)-di-O-isopropilideno-D-gliconato de metila (composto 4) (Esquema 3).

Foi usada CCD para acompanhar as reagdes, usando como eluente exano e AcEt
7:3, tendo uma solucdo etandlica 20% de H,SO, como reveladora. Observou-se a total
transformacéo da D-gliconolactona. Os compostos foram separados usando cromatografia em
coluna de silica e evaporados sob pressdo reduzida. Foram obtidos os compostos 3 e 4, em 44
e 22% de rendimento, respectivamente.

5.2.2 Sintese dos compostos 5 e 6

Para a sintese dos compostos 5 e 6, foram colocados de maneira separada 200mg
do material de partida (compostos 3 e 4) em 250uL. de metanol e foram adicionados 200uL de
solugdo aquosa de hidrazina 67%, a mistura foi reagida a t.a. durante 8 horas
(MANJUNATHA et al.,, 2010). A mistura reacional foi separada usando extracdo
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liquido-liquido, usando solucgdo saturada de NaCl e diclorometano para retirar a hidrazina e
acido paratoluenossulfonico excedentes. A fase organica é evaporada sob pressdo reduzida
fornecendo as hidrazidas 5 e 6 em rendimentos quantitativos.

A reacdo foi monitorada usando CCD, tendo como eluente uma mistura CH,Cl; e
MeOH 9,5:0,5. Apos evaporacdo sob pressdo reduzida fez-se a recristalizacdo do solido
obtido usando CH,Cl, e metanol. O produto 5 foi obtido na forma de um sélido branco
cristalino, com ponto de fusdo = 137 °C. O produto 6 foi caracterizado por RMN de ‘H, RMN
de 13C, COSY, HSQC e IV (Figuras 24, 25,27, 29 e Figuras vi e viii do apéndice).

5.2.2.1 Caracteriza¢do do composto 6

Aspecto fisico: Oleo
Formula molecular: C1,H2N,06

Masa molecular: 290,3129 g/mol

IV: (KBr) v (cm™): 3422 (est N-H); 3330 (est O-H); 2988, 2937 (est C-H); 1761 (est C=0);
1511 (dob NH,); 1000-1300 (acetais).

RMN de *H: (500 MHz, CDCls) & (ppm): 8,03 (s, 1H, NH); 4,48 (d, 1H, J = 8,24 Hz, H2);
4,21 (dd, J = 8,23 Hz, J = 1,66 Hz, 1H, H3); 4,03 (m, 4H, H5, OH, H6 e H6); 3,77 (dd, 1H, J
=7,03 Hz, J = 1,61 Hz, H4); 3,31 (s, 1H, NH.); 1,42 (s, 3H, CHa3); 1,39 (s, 3H, CH3); 1,37 (s,
3H, CHj3); 1,30 (s, 3H, CH3).

RMN de 3C: (126 MHz, CDCls) & (ppm) 170,84 (C=0); 111,02 (C acetal); 109,32
(C acetal); 78,69 (C3); 76,22 (C5); 74,91 (C2); 70,02 (C4); 66,69 (C6); 26,72 (CHs); 26,63
(CHs3); 26,14 (CHs); 25,33 (CHs).

5.2.3 Sintese dos compostos 7 e 8

Num baldo de fundo redondo, foram colocados 300mg (1,034mmol) do material
de partida (compostos 5 e 6) em 3mL de etanol, junto com 1mL de CS; e 80mg de NaOH. A
reacdo foi colocada em refluxo a 45°C durante 24 horas (MANJUNATHA et al., 2010). A
reacdo foi acompanhada por CCD, usando como eluente CH,Cl, e metanol 95 : 05 e o

revelador ninidrina em etanol, tanto para visualizar o produto quanto o material de partida.
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Apo6s o término da reacdo, o etanol foi evaporado sob pressdo reduzida, seguido de uma
extracdo liquido-liquido, utilizando diclorometano e solucdo aquosa saturada de NaCl. Foi
adicionada solucdo aquosa de HCI 1 mol/L gota a gota até atingir um pH de 5-6 na fase
aquosa, obtendo-se o produto na fase organica. Depois de separar a fase organica,
adicionou-se NaSQ, anidro e filtrou-se. A fase organica foi evaporada sob pressao reduzida e
0 produto separado mediante cromatografia em coluna de silica. Os compostos 7 e 8 foram
obtidos com 58 e 78% de rendimento, respectivamente. Os produtos 7 e 8 foram
caracterizados por RMN de *H, RMN de *C, COSY, HSQC e IV (Figuras 30 a 37 e Figuras

ix a Xii do apéndice).

5.2.3.1 Caracterizacédo do composto 7

Aspecto fisico: Oleo
Férmula molecular: C13H2oN206S

Masa molecular: 332,3727 g/mol

IV: (KBr) v (cm™): 3317 (est N-H); 2990, 2926 (est C-H); 1652 (est C=N); 1000-1300
(acetais).

RMN de *H: (500 MHz, CDCls) & (ppm): 11,27 (s, 1H, NH); 4,93 (s, 1H, H2); 4,28 (dd, 1H,
J =792 Hz, J = 2,48 Hz, H3); 4,17 (dd, 1H, J = 8,77 Hz, J = 6,08 Hz, H6); 4,07 (ddd, 1H,
J=8,98 Hz, J = 6,03 Hz, J = 4,64 Hz, H5); 3,98 (dd, 1H, J = 8,80 Hz, J = 4,60 Hz, H6"); 3,94
(dd, 1H, J = 8,80 Hz, J = 8,07 Hz, H4); 3,49 (s, 1H, OH); 1,42 (s, 3H, CH3); 1,39 (s, 3H,
CHj3); 1,38 (s, 3H, CH3); 1,33 (s, 3H, CHs3).

RMN de **C: (126 MHz, CDCls) & (ppm): 178,71 (C=S); 162,87 (C=N); 111,12 (C acetal);
110,44 (C acetal); 80,10 (C4); 76,99 (C3); 76,81 (C5); 67,89 (C6); 65,48 (C2); 27,13 (CHy3);
26,72 (CHs); 26,58 (CHs); 25,15 (CHg).
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5.2.3.2 Caracteriza¢éo do composto 8

Aspecto fisico: Oleo
Formula molecular: C13H20N206S

Masa molecular: 332,3727 g/mol

IV: (KBr) v (cm™): 3445 (est N-H); 3161 (est O-H); 2985, 2934 (est C-H); 1496 (est C=N);
1000-1300 (acetais).

RMN de 'H: (500 MHz, CDCls) & (ppm): 5,01 (d, 1H, J = 7,91 Hz, H2); 4,63 (dd, 1H, J =
7,91 Hz, J = 3,64 Hz, H3); 4,16 (m, 1H, H6); 4,07 (m, 2H, H5 e H6’); 3,64 (dd, 1H, J = 7,17
Hz, J = 3,66 Hz, H4); 1,53 (s, 3H, CH3); 1,52 (s, 3H, CHa); 1,42 (s, 3H, CH3); 1,33 (s, 3H,
CHz).

RMN de C: (126 MHz, CDCI3) & (ppm) 178,79 (C=S); 161,23 (C=N); 112,36 (C acetal);
109,95 (C acetal); 78,81 (C3); 75,87 (C5); 70,95 (C4); 70,00 (C2); 66,99 (C6); 26,77 (CHz);
26,63 (CHs); 26,07 (CHs); 25,14 (CHy).

5.2.4 Sintese dos compostos 9 e 10

Foram colocados 0,1mmol de material de partida (compostos 7 e 8) num baldo de
fundo redondo com 4mL de CHCl,, depois foram adicionados 0,1 mmol de Au[PEt;]Cl e
0,Immol de NaHCO;. A mistura reagiu durante 24 horas com agitacdo magnética sob
atmosfera inerte e protegidos da luz (CHAVES et al., 2015). A reacdo foi acompanhada por
CCD, usando como eluente CH,Cl, e metanol 9,5:0,5, o produto e o sal de ouro foram
revelados mediante aquecimento e o material de partida foi revelado usando ninidrina em
etanol, seguido de aquecimento. Apds terminar a reacdo, foi evaporado o CH,Cl, sob presséo
reduzida e o produto foi purificado usando cromatografia em coluna de silica protegida da
luz. Foram obtidos os compostos 9 e 10 em rendimentos quantitativos. Os complexos 9 e 10
foram caracterizados por RMN de *H, RMN de *C, RMN de *'P e IV (Figuras 38 a 46 e

Figuras xiii e xiv do apéndice).
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5.2.4.1 Caracteriza¢éo do composto 9

SAUPE, Aspecto fisico: Oleo
Formula molecular: Ci9H3z4AUN,O6PS
\ N Masa molecular: 646,4884 g/mol
=~/

IV: (KBr) v (cm™): 2990, 2930 (est C-H); 1450 (est P-CH,); 1000-1300 (acetais).

RMN de 'H: (500 MHz, CDCls) & (ppm): 4,99 (d, 1H, J = 2,48 Hz, H2); 4,30 (dd, 1H, J =
7,39 Hz, J=2,62 Hz, H3); 4,16 (dd, 1H, J = 8,63 Hz, J = 5,77 Hz, H6); 4,06 (ddd, 1H, J =
8,78 Hz, J =5,68 Hz, J = 4,84 Hz, H5); 4,02 (dd, 1H, J = 8,63 Hz, J = 7,48 Hz, H4); 3,96 (dd,
1H,J =8,63 Hz, J = 4,72 Hz, H6); 1,90 (dq, 6H, J = 10,05 Hz, J = 7,64 Hz, P-CHy); 1,42 (s,
3H, CHj3); 1,38 (s, 3H, CHa); 1,37 (s, 3H, CHj3); 1,34 (s, 3H, CHa); 1,24 (dt, 9H, J = 18,85 Hz,
J= 7,65 HZ, PCHQCHg).

RMN de **C: (126 MHz, CDCls) & (ppm): 171,18 (C-S); 164,98 (C1); 110,43 (C acetal);
110,05 (C acetal); 80,87 (C4); 77,06 (C3); 76,95 (C5); 67,92 (C6); 65,52 (C2); 27,16 (CHj3);
26,73 (CH3); 26,55 (CH3); 25,27 (CH3); 17,97 (d, 3C, J = 34,27 Hz, P-CHy); 9,09 (s, 3C,
PCH,-CHj3).

RMN de 'P: (202 MHz, CDCls) & (ppm): 36,67.

5.2.4.2 Caracteriza¢éo do composto 10

SAUPEt, Aspecto fisico: Oleo
Formula molecular: C19H34AuUN,O6PS

N N Masa molecular: 646,4884 g/mol
\HN/

IV: (KBr) v (cm™): 2990, 2930 (est C-H); 1450 (est P-CH,); 1000-1300 (acetais).
RMN de *H: (500 MHz, CDCls) & (ppm): 5,09 (d, 1H, J = 7,90 Hz, H2): 4,68 (dd, 1H,
J=7,89 Hz, J=2,86 Hz, H3); 4,06 (m, 3H, H5, H6 e H6’); 3,58 (td, 1H, J = 7,35 Hz,
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J =2,32 Hz, H4); 2,73 (d, 1H, J = 7,27 Hz, OH); 1,89 (dq, 6H, J = 10,07 Hz, J = 7,64 Hz, P-
CHy); 1,47 (s, 3H, CHz3); 1,46 (s, 3H, CH3); 1,35 (s, 3H, CH3); 1,28 (s, 3H, CH3); 1,24 (dt, 9H,
J =18,83 Hz, J = 7,65 Hz, PCH,CHj3).

RMN de *C: (126 MHz, CDCls) & (ppm): 170,90 (C-S); 163,64 (C1); 111,41 (C acetal);
109,44 (C acetal); 78,79 (C3); 76,05 (C5); 70,38 (C4); 70,04 (C2); 66,94 (C6); 26,81 (CH3);
26,73 (CH3); 26,25 (CHs); 25,28 (CHs); 17,93 (d, 3C, J = 34,33 Hz, P-CHy); 9,09 (s, 3C,
PCH,-CHs).

RMN de 3'P: (202 MHz, CDCls) & (ppm): 36,63.

5.2.5 Sintese dos compostos 11 e 12

A sintese dos complexos 11 e 12 foi feita de maneira andloga a aquela dos
complexos 9 e 10, porém, ao invés de se utilizar Au[PEt;]Cl foi usado Au[PPh3]Cl. Os
complexos 11 e 12 foram caracterizados por RMN de *H, RMN de *C, RMN de 3P e IV

(Figuras 47 a 52 e Figuras xv e xvi do apéndice).

5.2.5.1 Caracteriza¢éo do composto 11

Aspecto fisico: Oleo
Formula molecular: C31HzsAuN,OgPS

Masa molecular: 790,6168 g/mol

IV: (KBr) v (cm™): 2990, 2932 (est C-H); 1460 e 1440 (est C-C arom); 1372 (dob CHs sim)
1000-1300 (acetais); 750 (dob fora do plano assim arom); 537 (est P-C arom).

RMN de *H: (500 MHz, CDCls) & (ppm): 7,55 (m, 15H, H arom); 5,03 (d, 1H, J = 2,66 Hz,
H2); 4,34 (dd, 1H, J = 7,39 Hz, J = 2,68 Hz, H3); 4,17 (dd, 1H, J = 8,65 Hz, J = 5,76 Hz,
H6); 4,07 (ddd, 1H, J = 8,78 Hz, J = 5,71 Hz, J = 4,84 Hz, H5); 4,03 (dd, 1H, J = 8,73 Hz,
J=7,44 Hz, H4); 3,97 (dd, 1H, J =8,64 Hz, J = 4,72 Hz, H6"); 1,42 (s, 3H, CHs); 1,38 (s,
3H, CHa); 1,37 (s, 3H, CH3); 1,34 (s, 3H, CH3).

RMN de °C: (126 MHz, CDCls) & (ppm): 171,56 (C-S) ; 164,88 (C1); 134,29 (d, 6C, J =
13,82, C-meta); 131,94 (d, 3C, J = 2,40, C-para); 129,36 (d, 6C, J = 11,72, C-orto); 128,89
(d, 3C, J=58,93, C-ipso); 110,47 (C acetal); 110,11 (C acetal); 80,84 (C4); 77,10 (C3); 76,92
(C5); 67,96 (C6); 65,59 (C2); 27,15 (CHa); 26,75 (CHs); 26,56 (CHs); 25,28 (CHa).

RMN de 'P: (202 MHz, CDCls) & (ppm): 37,63.
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5.2.5.2 Caracterizacao do composto 12

SAUPPh, Aspecto fisico: Oleo

Férmula molecular: C31H3sAuN,OgPS

N N Massa molecular: 790,6168 g/mol
""'--.N/

IV: (KBr) v (cm™): 2990, 2932 (est C-H); 1460 e 1440 (est C-C arom); 1372 (dob CHs sim)
1000-1300 (acetais); 730 (dob fora do plano assim arom); 537 (est P-C arom).

RMN de *H: (500 MHz, CDCls) & (ppm): 7,54 (m, 15H, H arom); 5,15 (d, 1H, J = 7,85 Hz,
H2); 4,74 (dd, 1H, J = 7,85 Hz, J = 2,85 Hz, H3); 4,05 (m, 3H, H5, H6 e H6’); 3,63 (d, 1H,
J =4,83 Hz, H4); 2,48 (s, 1H, OH); 1,50 (s, 3H, CHs); 1,45 (s, 3H, CH3); 1,36 (s, 3H, CH3);
1,30 (s, 3H, CHy).

RMN de 2C: (126 MHz, CDCls) & (ppm): 170,67 (C-S) ; 163,76 (Cl); 134,27 (d,
6C, J = 13,79 Hz, C-meta); 131,96 (d, 3C, J = 2,56 Hz, C-para); 129,37 (d, 6C, J = 11,68 Hz,
C-orto); 128,85 (d, 3C, J = 58,97 Hz, C-ipso); 111,54 (C acetal); 109,51 (C acetal); 78,75
(C3); 76,09 (C5); 70,50 (C4); 70,17 (C2); 66,96 (C6); 26,87 (CHs3); 26,74 (CHs3); 26,22
(CHs3); 25,30 (CHs3).

RMN de 'P: (202 MHz, CDCls) & (ppm): 37,65.



73

6 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

Para avaliar a atividade citotoxica dos compostos, foi utilizada a Concentracao
Inibitéria de 50% da viabilidade celular — ICsp. Todos os testes foram realizados na
Universidade Federal de Minas Gerais sob a supervisao da professora Dra. Heveline Silva.

Foram utilizadas as seguintes linhagens de células tumorais: B16-F10 (célula de
melanoma murino metastatico), 4T1 (célula de carcinoma mamario murino) e BHK-21 (célula
ndo tumoral de rim de hamster). As diferentes linhagens celulares utilizadas foram
devidamente propagadas em meio de cultura RPMI 1640 a pH 7,4, suplementado com soro
fetal bovino (FBS) 10% v/v, Hepes (4,0 mmol/L), NaHCO;3 (14,0 mmol/L), ampicilina (0,27
mmol/L) e estreptomicina (0,06 mmol/L), em atmosfera Umida e 5% (v/v) de CO,. As células
foram recolhidas da garrafa apds serem lavadas com tampdo PBS/EDTA pH7.4 e
desprendidas da superficie da garrafa de cultivo com solucdo de tripsina 0,02% (v/v). A
tripsina foi inativada com adicao de 1,5 mL de meio de cultura (10% FBS).

Para determinacdo da viabilidade celular foi feita a distribuicdo das células em
meio de cultura RPMI 1640, adicionado de soro fetal bovino (FBS) 10% v/v, em densidades
de 0,5¢10° (BHK-21), 1,5¢10% (B16-F10) e 2,0210° (4T1) células/pogo/100pL em placas de 96
pocos e foram devidamente incubadas a 37°C em atmosfera imida a 5% de CO; por 24 horas
para total aderéncia. Nos pocos das placas contendo as células aderidas foram distribuidos
100uL. de concentragdes decrescentes (100 a 0,1 umol/L) do composto a ser testado
(DMSO/RPMI <1% v/v), em quadruplicata. Para controle negativo foi utilizado 100uL de
meio de cultura suplementado com 10% de FBS.

Apdbs exposicdo por 72 horas aos compostos em questdo, as células foram
incubadas com MTT (5ug/10uL/pogo) por 4 horas. Em seguida, o sobrenadante foi removido
por aspiragdo e 100uL de DMSO/pogo foram adicionados. A viabilidade celular ¢
determinada pela medida da absorbancia a 570nm em espectrofotdmetro de microplacas,
sendo proporcional a concentracdo de sais de formazan — produto da reducdo mitocondrial do
MTT nas células viaveis (MOSMANN, 1983). Os resultados destes testes sdo mostrados na
Tabela 1.
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Tabela 1 — Concentracdo Inibitoria de 50% da viabilidade celular 1Csy (UM £ SD) para 0s compostos

7-12

Concentracao Inibitéria de 50% da viabilidade celular Célula ndo

ICso de linhagens tumorais (umolsL™) + SD? cancerosa
Composto B16-F10 ISP 471 IS BHK-21
2,0£0,2 10.6 3,9+0,3 54 21,2+0,3
10 3,2+0,2 6.9 2,6 +0,2 8.5 22,2+0,9
11 8,3+0,1 2.7 3,6+0,3 6.2 22,3+04
12 7,1+05 3.3 39+0,1 6.1 23,6 £0,8
Cisplatina 6,4+1,0 1.3 6,2+2,0 1.3 84 +£19
AuPPh;CI 6,6 +0,1 3.4 10,3+2,3 2.2 23,0+0,3
AuPEt;CI 2,3+0,5 9.7 95+11 2.4 225+0,2

Fonte: Prof. Heveline Silva, Departamento de Quimica, Universidade Federal de Minas

Gerais.
Nota: Sinal convencional utilizado:
- Sem atividade citotdxica.

% Desvio padrio da quadruplicata de dois experimentos independentes.
® indice de Seletividade, razdo do ICs0 na célula normal/tumoral.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

Pdde-se observar que todos os complexos de ouro (I) apresentaram atividade
citotoxica maior do que a cisplatina em todos 0s casos. Pode-se observar também que nenhum
dos ligantes (compostos 7 e 8) apresentou atividade citotdxica. Para as células de melanoma
(B16-F10), os resultados de Concentracao Inibitdria de 50% da viabilidade celular (ICsg) € 0
indice de Seletividade (IS) evidenciaram que os compostos 9 e 10 (compostos com 0 grupo
trietilfosfina), mostraram de forma notavel maior atividade citotdxica em comparagdo com 0s
compostos 11 e 12 (compostos com o grupo trifenilfosfina), apresentando 1Cso de 2,0 £0,2 e
3,2 £ 0,2, com indices de seletividade de 10,6 e 6,9, respectivamente. Esta tendéncia ja tinha
sido previamente mostrada nos diversos trabalhos do nosso grupo de pesquisas (CHAVES et
al., 2014, CHAVES et al., 2015, DE ALMEIDA et al., 2017 e GARCIA et al., 2016). Além
disso, foi possivel observar ao comparar os indices de seletividade dos compostos 9 e 10, que
0 composto 9, talvez por possuir o ligante mais apolar, apresentou maior atividade citotdxica.
Por outro lado, os resultados de atividade citotdxica nas células de carcinoma mamario (4T1)
sdo dispersos e ndo mostram uma tendéncia clara que permita inferir em uma relagdo

estrutura-atividade satisfatoria.
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E importante ressaltar que os ligantes adquiriram atividade citotoxica unicamente

apos a coordenacao com o ouro (1), formando os complexos.
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7 CONCLUSAO

Nesse trabalho foi isolado CQG a partir de leveduras de cerveja artesanal. Foi
feita hidrolise seletiva através de métodos enzimaticos e &cidos, concluindo que este
complexo é composto essencialmente por D-glicose. Mediante RMN de *C em estado sélido
e FTIR, foi elucidada parte da configuracdo das ligacfes glicosidicas no complexo. Néo foi
isolado D-glicosamina, tornando inviavel sua obtencdo a partir destes mostos. Entretanto, a
partir destes mostos foi obtido D-glicose.

A partir desta D-glicose, foram sintetizados os ligantes 7 e 8, a partir dos quais
foram sintetizados os complexos de ouro (1) 9, 10, 11 e 12.

Estes complexos de ouro (I) e os ligantes usados na sintese deles estdo sendo
avaliados biologicamente quanto a sua potencial aplicacdo no tratamento de artrose e artrite

reumatoide, assim como no tratamento de leishmania.
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APENDICE - Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear

Figura i — Mapa de correlagdo COSY 'H (CDCl3; 500 MHz) do composto 3
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Figura ii — Mapa de correlacdo COSY 'H (CDCls; 500 MHz) do composto 4
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Figura iii — Mapa de correlagdo HSQC 'H-"*C (CDCls; 500 MHz) do composto 3
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Figura iv — Mapa de correlagio HSQC *H-"*C (CDCl;; 500 MHz) do composto 4
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Figura v — Mapa de correlagdo COSY 'H (DMSO0-d6; 500 MHz) do composto 5
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Figura vi — Mapa de correlagio COSY 'H (CDCl;; 500 MHz) do composto 6
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Figura vii — Mapa de correlagido HSQC 'H-"*C (DMSO-d6; 500 MHz) do composto 5
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Figura viii — Mapa de correlagio HSQC *H-"*C (CDCls; 500 MHz) do composto 6
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Figura ix — Mapa de correlacdo COSY *H (CDCl;; 500 MHz) do composto 7
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Figura x — Mapa de correlagio COSY *H (CDCl5; 500 MHz) do composto 8
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Figura xi — Mapa de correlacdo HSQC *H-*C (CDCl5; 500 MHz) do composto 7
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Figura xii — Mapa de correlagdo HSQC 'H-"*C (CDCls; 500 MHz) do composto 8
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Figura xiii — Espectro de RMN de P (CDCl3; 202 MHz) do composto 9
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Figura xiv — Espectro de RMN de *'P (CDCls; 202 MHz) do composto 10
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Figura xv — Espectro de RMN de *'P (CDCl5; 202 MHz) do composto 11
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Figura xvi — Espectro de RMN de *'P (CDCls; 202 MHz) do composto 12
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