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Resumo

RESUMO

A superficie celular é composta de proteinas, lipidios e carboidratos. Os carboidratos
presentes na superficie celular estdo associados a proteinas ou lipidios, e esses
glicoconjugados macromoleculares sdo chamados glicoproteinas ou glicolipidios e
interagem de modo especifico com proteinas denominadas lectinas. A lectina isolada das
sementes de Erythrina cristagalli L.(Fabaceae) interage seletivamente com D-galactose e
N-acetil-lactosamina. Muitas lectinas reconhecem padrdes de carboidratos expressos por
microrganismos invasores. Varios microrganismos tém desenvolvido estratégias para
explorar o reconhecimento em seu beneficio e invadir células de defesa do sistema
imunolégico. Tem sido proposto que esse o Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH),
considerado agente etioldgico da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), utiliza
uma interagdo com a lectina DC-SIGN (dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing non-
integrin). para ser transportado aos sitios linféides. Essa lectina reconhece D-manose € L-
fucose por um processo multivalente. A DC-SIGN é um importante alvo para a agao de
anti-adesinas, substancias capazes de bloquear a interagdo entre oligossacarideos e
lectinas, capazes de mimetizar esses componentes de membranas. Entre essas
substancias se encontram os glicodendrimeros. Neste trabalho sido apresentadas as
sinteses de derivados monoméricos, diméricos e tetraméricos da D-galactose, planejados
como possiveis antiadesinas. Sao apresentadas também as sinteses de derivados
monomeéricos e tetraméricos de D-manose e as tentativas de obtencdo de tetrdmeros
derivados de D-galactose, D-manose e D-glicose por métodos alternativos. Dos derivados
sintetizados, dois mondmeros (N-(2-hidroxietil)-4-(B-D-
galactopiranosiloxi)benzenopropanamida e N-(2-hidroxietil)-4-(B-D-
galactopiranosiloxi)-3-metoxibenzenopropanamida) e dois dimeros (N,N’-bis-[4-B-
D-galactopiranosiloxi)benzenopropanoil]-1,4-butanodiamina e N,N'-bis-[3-(4-B-D-
galactopiranosiloxi-3-metoxifenil)propanoil]-1,4-butanodiamina) foram avaliados quanto a
sua atividade inibitéria da hemaglutinagdo mediada pela lectina isolada de Erythrina
cristagalli L. (Fabaceae). O tetrdmero tetra-[3-[[[1-(4-metoxifenil)-6-desoxi-o-D-
manopiranosid-6-illamino]carbonil]propanoato] de pentaeritritila foi avaliado quanto a sua
interagéo com a lectina DC-SIGN, por andlise de ressonancia de superficie plasménica.

Palavras-chave: carboidratos, lectinas, glicodendrimeros,  DC-SIGN, sintese



Abstract

ABSTRACT

A superficie celular € composta de proteinas, lipidios e carboidratos. Os carboidratos
presentes na superficie celular estdo associados a proteinas ou lipidios, e esses
glicoconjugados macromoleculares sao chamados glicoproteinas ou glicolipidios e
interagem de modo especifico com proteinas denominadas lectinas. A lectina isolada
das sementes de Erythrina cristagalli L.(Fabaceae) interage seletivamente com D-
galactose e N-acetil-lactosamina. Muitas lectinas reconhecem padrdes de carboidratos
expressos por microrganismos invasores. Varios microrganismos tém desenvolvido
estratégias para explorar o reconhecimento em seu beneficio e invadir células de
defesa do sistema imunologico. Tem sido proposto que esse o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (VIH), considerado agente etiolégico da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), utiliza uma interagdo com a lectina DC-SIGN
(dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing non-integrin). para ser transportado aos sitios
linféides. Essa lectina reconhece D-manose e L-fucose por um processo multivalente.
A DC-SIGN é um importante alvo para a acao de anti-adesinas, substancias capazes
de bloquear a interagao entre oligossacarideos e lectinas, capazes de mimetizar esses
componentes de membranas. Entre essas substdncias se encontram os
glicodendrimeros. Neste trabalho s&o apresentadas as sinteses de derivados
monomeéricos, diméricos e tetraméricos da D-galactose, planejados como possiveis
antiadesinas. S&ao apresentadas também as sinteses de derivados monoméricos e
tetraméricos de D-manose e as tentativas de obtencao de tetrdmeros derivados de D-
galactose, D-manose e D-glicose por métodos alternativos. Dos derivados sintetizados,
dois monbmeros (NH2-hidroxietir4-(3-D-galactopiranosiloxi)benzenopropanamida e
N-(2-hidroxietil)-4-(B-D-galactopiranosiloxi)-3-metoxibenzenopropanamida) e
dois dimeros (N,N’-bis-[4-B-D-galactopiranosiloxi)benzenopropanoil]-1,4-
butanodiamina e N,N’-bis-[3-(4-B-D-galactopiranosiloxi-3-metoxifenil)propanoil]-1,4-
butanodiamina) foram avaliados quanto a sua atividade inibitéria da hemaglutinacao
mediada pela lectina isolada de Erythrina cristagalli L. (Fabaceae). O tetrédmero
tetra-[3-[[[1-(4-metoxifenil)-6-desoxi-a-D-manopiranosid-6-iljJamino]carbonil]propanoato]
de pentaeritritila foi avaliado quanto a sua interagdo com a lectina DC-SIGN, por

analise de ressonancia de superficie plasmonica.

Key-words: carbohydrates, lectins, glycodendrimers, DC-SIGN, synthesi
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1 INTRODUGAO

A célula é capaz de receber sinais externos e traduzi-los em sinais internos em processos
fisiolégicos e patologicos. Exemplos desses processos sao a proliferacdo celular, a
morfogénese de 6rgaos, a inflamacdo e a metastase (BREWER 2002; ZIEGLER,;
HERMANN, 2008; STANLEY, 1983, KRIST et al, 2004). Essa comunicagao é mediada por
moléculas presentes na superficie celular.

A superficie da célula é composta de proteinas, lipidios e carboidratos (Figura 1.1). Os
carboidratos presentes na superficie celular estao associados a proteinas ou lipidios, e
esses glicoconjugados macromoleculares sdo chamados glicoproteinas ou glicolipidios,
respectivamente. Os oligossacarideos desses glicoconjugados compdem a porgdo mais
exposta da membrana celular e usualmente estdo envolvidos nas primeiras interacdes
com outras células ou substancias. Assim, os carboidratos possuem um papel chave na
interagcao celular (OPPENHEIMER, et al 2008; ZIEGLER; HERMANN, 2008; OFEK et al,
1996). Nas Ultimas décadas, o entendimento da participacdo de carboidratos em
processos de comunicacao celular tem sido detalhado e, em trabalhos relativamente
recentes, tém-se demonstrado que a interacdo carboidrato—proteina é crucial nesses
eventos (BREWER, 2002; KRIST et al, 2004).

Glicoproteinas — ‘ ‘ ‘ Glicolipidio
S
0 ® N o U0 S @
(T 1L ] S Oligossacarideo
o O O
Superficie @
celular 9,
\ Membrana Lipidio
%%% %%% %% celular
A8 YO
. .
'... citosol Proteina

Figura 1.1 - Representacdo esquematica da superficie celular

Assim como uma célula apresenta unidades de carboidratos em sua superficie, de

maneira complementar, outra célula pode apresentar moléculas capazes de reconhecer e
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interagir com esses (Figura 1.2). Entre essas moléculas estd uma classe de proteinas
especializadas no reconhecimento de carboidratos e de grande importancia em processos
de comunicacdo celular (LINDHORST et al, 1998). Essas proteinas sdo chamadas
lectinas e, ao contrario das enzimas, ndo apresentam atividade catalitica e ndo sao
anticorpos (LIS, SHARON, 1998; BREWER, 2002, BONNEIL et al, 2004, ELGAVISH;
SHAANAN, 1997). As lectinas podem ser isoladas de plantas, fungos, bactérias, virus,
algas e animais (WITITSUWANNAKUL et al, 2008, ALDER et al, 1995, KUO et al, 2002).
Em animais, essas proteinas estdo envolvidas em reconhecimento, adesao e trafego
celular (WITITSUWANNAKUL et al, 2008; TOSCANO et al, 2007).

Célula eucariota
Bactéria 5

citosol

Figura 1.2 — Representagao esquematica da interagao de carboidratos presentes na superficie de
uma célula com lectinas de varias origens. Adaptado de
http://courses.cm.utexas.edu/jrobertus/ch339k/overheads-2/fig207-37.jpg

As interacdes monoméricas carboidrato-lectina sdo de baixa afinidade e seletividade.
Entretanto, as interagdes carboidrato-lectina em processos bioldégicos podem apresentar
aumento sinérgico de afinidade e especificidade quando ocorrem por multivaléncia, ou
seja, interacao de multiplos residuos de carboidratos com multiplos residuos de lectinas
(CLONINGER, 2002; YAMADA et al, 2006; BREWER, 2002, ELGAVISH; SHAANAN,
1997). Tal fato tem estimulado a sintese de varios tipos de glicoconjugados com multiplos
sitios de interacdo, como glicopolimeros €, mais recentemente, glicodendrimeros (BAEK;
ROY, 2002). Os glicodendrimeros tém sido utilizados em estudo de interagdes
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carboidrato-proteina relacionadas a muitos eventos de reconhecimento celular. A
possibilidade de esses glicoconjugados apresentarem interagées multiplas contribui para
o aumento de sua eficiéncia em relagcdo a glicoconjugados monovalentes (efeito de
multivaléncia ou efeito “cluster’) (BAEK; ROY, 2002, BURKE et al, 2000), ja que os
glicodendrimeros mimetizam a natureza multivalente de carboidratos da superficie celular
(BAEK; ROY, 2002, KRIST et al, 2004).

As interacdes multivalentes (oligoméricas) entre lectinas e carboidratos podem ocorrer de
dois modos: Tipo 1 — quando os complexos sdo formados por lectinas e ligantes
bivalentes, formando polimeros lineares, e tipo 2 — quando a lectina ou o carboidrato
possui valéncia maior que dois, formando complexos cruzados (BREWER, 2002).

tipo 1
00— CER—— 0@ ——CERC— OO — 0@ —— O —— O —o0

' !
i
(I |

. lectina
tetramero
@— @ dimerc

Figura 1.3 — Representagdo esquematica dos dois tipos de interagdes multivalentes (oligoméricas)
entre lectinas e carboidratos. Nas interagdes do tipo 1 sdo observados complexos formados por
lectinas e ligantes bivalentes (polimeros lineares). Nas interagcdes do tipo 2 sdo observados
complexos cruzados formados por interagdes entre lectina ou carboidrato com valéncia maior que
dois (Adaptado de BREWER et al, 2002).

Lectinas em solugdo podem interagir simultaneamente com glicoconjugados expostos na
superficie de diferentes células, causando aglutinacdo seguida por precipitacao celular.
Quando a célula em questao é o eritrécito, o fendbmeno é chamado de hemaglutinacao,
que é utilizado rotineiramente em ensaios para a deteccao e caracterizagao dessa classe
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de proteinas e para o estudo da eficiéncia da interagao carboidrato-lectina (GOMES et al,
1988). A hemaglutinagdo pode ser inibida, de modo dependente da concentragdo, por
carboidratos para os quais a lectina apresenta especificidade (SHARON, N.; LIS, H.,
2002; LIS: SHARON, 1998; WITITSUWANNAKUL et al, 2008).

As lectinas vegetais sdo modelos de primeira escolha para o estudo da base molecular
dos eventos de reconhecimento porque séo facilimente isoladas em larga escala e porque
exibem especificidade para diferentes carboidratos (LORIS et al, 1998; LIS, SHARON,
1998, SHARON; LIS, 2002). Essas proteinas tém sido utilizadas como ferramentas para
estudos em imunologia e glicobiologia, uma vez que seu dominio de reconhecimento de
carboidrato (DRC) interage de modo seletivo com determinados residuos de
oligossacarideos (BONNEIL et al, 2004).

A lectina isolada das sementes de Erythrina cristagalli (Fabaceae) se encontra na forma
de homodimeros quando em solugao e interage seletivamente com o monossacarideo D-
galactose e o dissacarideo N-acetil-lactosamina (TURTON et al, 2004). As lectinas
isoladas desse género tém sido utilizadas tanto para estudos de isolamento de
glicoproteinas com esses residuos de carboidrato, como para selecao de células que
expressam N-acetil-lactosamina em sua superficie (BONNEIL et al, 2004).

As lectinas de origem animal podem ser classificadas como: tipo C (colectinas, selectinas,
receptores de manose, etc.), tipo S (galectinas), tipo | (siglecs, etc.), tipo P (receptores de
fosfomanosila), pentraxinas e tachlectinas (TOSCANO et al, 2007; KILPATRICK, 2002).

As lectinas do tipo C interagem com residuos de carboidrato de modo dependente de ion
célcio. Nesse sistema, o ion célcio esta diretamente envolvido na interagéo, bem como na
manutencao da integridade estrutural do DRC, necessaria para a atividade da lectina
(CAMBI & FIGDOR, 2005; LIEMPT et al, 2006). Muitas dessas lectinas reconhecem
padrdes de carboidratos expressos por microrganismos invasores e possuem papel
importante na resposta imunolégica (CAMBI & FIGDOR, 2005). Véarios microrganismos
tém desenvolvido estratégias para explorar o reconhecimento por lectina tipo C em seu
beneficio e invadir células de defesa do sistema imunolégico (CAMBI & FIGDOR, 2005).
Um exemplo disso é a interacdo do Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH), considerado
agente etiologico da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), e a lectina DC-SIGN
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(dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing non-integrin) (GEITENBEER et al, 2000). Esta
lectina, presente em células dendriticas, possui um papel importante durante a infecgao
pelo virus e é descrita como um frans-receptor nesse processo, sendo expressa
principalmente por células dendriticas que estao presentes em mucosas (principais areas
de exposicao ao VIH) (KOOYK et a., 2003). Assim, tem sido proposto que esse virus
utiliza uma interacdo especifica entre a glicoproteina gp120 e DC-SIGN para ser
transportado aos sitios linféides por células dendriticas. Mais recentemente, foi
demonstrado que essa lectina é capaz de se ligar a um amplo espectro de patdégenos
como os virus do Ebola e da hepatite C, a bactéria Helicobacter pylori, protozoarios do
género Leishmania e nematelmintos do género Schistosoma, entre outros (ROJO;
DELGADO, 2004; LIEMPT et al, 2006, TABARANI et al, 2006).

A DC-SIGN possui um DRC monomeérico, capaz de reconhecer manose e fucose. O DRC
€ separado da regido transmembrénica por um segmento que é considerado
indispensavel para a formagdo da estrutura tetramérica que a lectina apresenta em
superficie celular (Figura 1.4) (RATHORE et al, 2008.). Assim, as interagcbes DC-
SIGN/patégeno ocorrem por um processo de reconhecimento multivalente da lectina com
oligossacarideos presentes na superficie do patdégeno. A DC-SIGN é um importante alvo
para a agcao de anti-adesinas, substancias capazes de bloquear a interagdo entre
oligossacarideos e lectinas (ROJO; DELGADQ, 2004). A intervencdo nesses processos
pode ser conseguida com o desenvolvimento de substancias sintéticas que sejam
capazes de mimetizar esses componentes de membranas. Entre essas substancias se
encontram os glicodendrimeros (FURUIKE, 2005, KRIST et al, 2004). Tem sido avaliada a
possibilidade de utilizar glicodendrimeros como anti-adesinas para células dendriticas
(ROJO; DELGADO, 2004, KRIST et al, 2004). A inibicdo dessas interacoes pode ser
considerada uma nova estratégia para o desenvolvimento de substancias com atividade
antiviral (TABARANI et al, 2006).
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Figura 1.4 — Representacao esquematica da estrutura da DC-SIGN (A) com formagao da estrutura
tetramérica (B) apresentada na superficie de membrana. Adaptado de Rathore et al, 2008.

Os dendrimeros consistem tipicamente de um ndcleo a partir do qual se estendem
ramificacdes num espaco tridimensional (NEWKOME; LIN, 1991, TOMALIA, 2005). A
forma dos glicodendrimeros é controlada pela constituicdo quimica do espagador e a
geometria do nucleo (LIETH et al., 2002, NEWKOME; LIN, 1991, ROY et al, 1999;
FURUIKE et al, 2005, DAVE et al, 2004). Nucleos tetraédricos tendem a formar
dendrimeros esféricos, enquanto nucleos lineares tendem a formar dendrimeros em forma
de bastao (TOMALIA, 2005).

Os dendrimeros sdo produzidos em uma sequéncia interativa de rea¢des na qual cada
etapa adicional leva a uma nova camada na estrutura da molécula (NEWKOME; LIN,
1991 TOMALIA, 2005). Sua sintese pode ser realizada por dois métodos distintos: o
método divergente e o0 método convergente (TOMALIA, 2005, MAES et al, 2003).

Pelo método divergente, o dendrimero é sintetizado por meio da reacdo de um nucleo
com quantidades estequiométricas de um grupo extensor capaz de funcionalizar o nucleo
para a reacao seguinte. O dendrimero obtido pode ser novamente submetido as mesmas
condicbes de reagdo com 0 mesmo grupo extensor, sendo obtida uma estrutura de peso
molecular maior e também funcionalizada nas extremidades (TOMALIA, 2005,
TURNBULL; STODDART, 2002). Cada uma dessas etapas de sintese representa uma
geracgao, termo utilizado em quimica de dendrimeros para se estimar o tamanho desse
polimero (FLAMENBOM, 2005. TOMALIA, 2005, MAES et al, 2003).
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Figura 1.5 - Representacao esquematica do método de sintese divergente para obtencédo de
dendrimeros. Adaptado de TURNBULL; STODDART, 2002.

Pelo método convergente, inicialmente sao sintetizados os bragos (dendrons), que sao,
entdo, submetidos a uma reagdo com o nucleo para levar a estrutura dendrimérica. Em
um primeiro passo 0s bragos sdo sintetizados até a geracdo desejada. Em um segundo
passo, 0s bragos sintetizados reagem com o nlcleo e o dendrimero é obtido (TOMALIA,
2005, TURNBULL; STODDART, 2002).

Figura 1.6 - Representacdo esquematica do método de sintese convergente para obtengcado de
dendrimeros. Adaptado de TURNBULL; STODDART, 2002.

Os glicodendrimeros s&o dendrimeros que contém carboidratos em sua composigéo, seja
no nucleo, no dendron ou nas extremidades (TURNBULL; STODDART, 2002).
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A

Figura 1.7 — Representagdo esquematica dos trés tipos de glicodendrimeros. O residuo de
carboidrato que compde o dendrimero pode ocorrer no nucleo (A), no dendron (B) ou nas
extremidades (C).

Os glicodendrimeros com carboidratos na porgao mais externa apresentam potencial
capacidade de interferéncia em varios processos que envolvam reconhecimento e adesao
celular uma vez que essas substancias mimetizam os glicoconjugados presentes na
superficie celular e tém sido utilizadas em estudos de interagcdes carboidrato-proteina
(BAEK; ROY, 2002, ZIEGLER; HERMANN, 2008, KRIST et al, 2004). A possibilidade de
glicodendrimeros apresentarem interagdes miltiplas em relagdo a um ligante
monovalente (efeito cluster) Ihes confere um aumento de sua eficiéncia como
antiadesinas. Entretanto, essa eficiéncia ndo aumenta de forma ilimitada e estudos tém
demonstrado que existe um balango ideal entre complexidade molecular e efeito cluster
(BAEK; ROY, 2002, KRIST et al, 2004).

Um forte efeito cluster requer uma estrutura dendrimérica que possa apresentar o
carboidrato com orientagdo e espacamento adequados (ZIEGLER; HERMANN, 2008).
Varios métodos de sintese sdo empregados visando ao desenvolvimento de
glicodendrimeros nos quais, o residuo carboidrato esteja disponivel para interacdes
multivalentes (ROY & KIM, 2003; HAN et al, 2007, ZIEGLER; HERMANN, 2008, KRIST et
al, 2004).

Uma vez que glicodendrimeros podem interagir em sistemas biolégicos por mimetizarem
glicoconjugados naturais, essa classe de substancias pode ser utilizada como
antiadesinas em processos como, por exemplo, a infecgao por patégenos.
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A eficacia de um ligante multivalente como um inibidor da interacao patégeno/superficie
celular é usualmente determinada pela medida direta ou indireta da afinidade entre a
lectina do patdégeno (ou a superficie celular do patégeno) e o inibidor. Exemplos de
ensaios utilizados para essa determinacao sdo: o teste da inibicdo da hemaglutinacéo, o
Enzyme-Linked Lectin Assay (ELLA), a microcalorimetria e a andlise por ressonancia de
superficie plasmoénica (RSP).

O teste de inibicdo da hemaglutinacdo permite uma avaliacdo semi-quantitativa da
interagao lectina-carboidrato. Esse teste é simples e rapido e se baseia na propriedade de
lectinas aglutinarem eritrcitos, por meio de ligagcdes cruzadas, formando uma rede
gelatinosa. Nesse teste uma solucdo de lectina é colocada em contato com o carboidrato
em uma placa de microtitulacdo. Em seguida, é adicionada uma solucio de eritrécitos.
Observa-se, a olho nu a inibicdo da aglutinagao e, portanto, 0 quanto o carboidrato
compete com os eritrocitos pela interacdo com a lectina, ou seja, a afinidade do
carboidrato pela lectina. Assim, pode-se determinar a concentracdo minima de
carboidrato necesséria para inibir a interacao da lectina com eritrocitos. Como esse teste
é realizado em dilui¢cdes seriadas de fator 2, o erro experimental é de um pog¢o (para mais
ou para menos) e nao é possivel obter valores de concentracao inibitéria minima para
50% (Clso) (LUNDQUIST; TOONE, 2002).

O ELLA (Enzyme-Linked Lectin Assay) é uma variagao do ensaio ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). Nesse ensaio, os pogos de uma placa de microtitulacdo sao
recobertos com um polimero de alto peso molecular (poliacrilamida, por exemplo). Entao,
nos pogos é adicionada uma lectina conjugada com uma enzima. Em seguida, adiciona-
se o carboidrato para o qual se deseja medir a afinidade pela lectina. Cada pogo é lavado
para retirada do conjugado lectina-enzima-carboidrato formado, ficando somente o
conjugado lectina-enzima que se ligou a poliacrilamida. Entdo cada pogo é preenchido
com um substrato que, ao sofrer a acdo da enzima, gera um produto colorido. O
desenvolvimento de cor é proporcional a concentragdo de lectina retida e inversamente
proporcional a afinidade do carboidrato sollvel. A leitura é realizada por espectroscopia.
Pode-se construir uma curva de titulacdo e o valor de Clsq pode ser determinado. Os
valores de poténcia inibitéria sdo semelhantes ao adquirido no teste de inibicdo de

hemaglutinagédo. A limitacdo do método é que esse tipo de ensaio requer que a lectina
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esteja associada com uma enzima o que muitas vezes nao esta disponivel
comercialmente (LUNDQUIST; TOONE, 2002).

Pelo ensaio de microcalorimetria é detectado o calor envolvido durante a interagcao de um
carboidrato com a lectina. Normalmente a lectina é colocada na célula de tilulacao levada
a um equilibrio térmico. A adicdo do carboidrato perturba esse equilibrio de modo
dependente da entalpia da interagdo carboidrato-lectina. Uma compensacao térmica é
realizada e a célula retorna ao equilibrio. Novamente ocorre a adigdo de carboidrato, que,
por sua vez, perturba o sistema. Assim, podem ser realizadas de 20 a 50 inje¢des de
ligante, sendo obtidos dados que, apds tratamento matematico, resultam em uma curva
de titulacdo que relaciona entalpia da interagdo com a concentragdo do ligante. Essa
técnica é limitada tanto para interagcbes muito fortes quanto para interagdes muito fracas,
sendo Util para sistemas com constantes de interacdo de 10° a 10’ mol/L. Outra
desvantagem é a necessidade de quantidade relativamente grande de ligante e de lectina
(miligramas) (LUNDQUIST; TOONE, 2002).

A Ressonancia de Superficie Plasmobnica (RSP) é uma técnica Optica que utiliza o
fendmeno de onda evanescente para medir as mudancas do indice de refracdo muito
préximo a um sensor de superficie. O sensor de RSP é composto de um metal condutor
de alta densidade de elétrons livres (ouro ou prata, por exemplo) e um material dielétrico
(gasoso, liquido ou sdlido). Entre esses dois meios uma onda € gerada pela oscilagdo da
densidade eletronica na superficie metalica. Essa onda é chamada Onda de Superficie
Plasmédnica (OSP). Sob condicbes apropriadas, essa onda pode ressonar com a luz, o
que resulta na absor¢do da luz. Um terceiro componente do sensor é um prisma oOptico
que reflete o feixe de luz incidente na superficie metélica (LIU et al, 2005).

As ondas de superficie plasmonica sdo extremamente sensiveis a mudangas no indice de
refracdo proximas a superficie do sensor e a essa mudancga é diretamente proporcional a
massa de substancias que estejam ligadas a superficie (LIU et al, 2005).

E possivel ligar uma macromolécula (uma lectina, por exemplo) na superficie metélica. A
interagdo entre um ligante em solugdo (um glicodendrimero, por exemplo) e a
macromolécula imobilizada na superficie do sensor resulta em uma mudanca no indice de

refracdo, cuja quantificacdo permite monitorar, em tempo real, a quantidade de ligante



Introducdo 31

associado e as taxas de associacao e dissociacdo (DUVERGER et al, 2003). Isto permite
a analise de interacdes ligante-receptor com ampla faixa de diferentes massas
moleculares, afinidades e taxas de interacdo, o que torna possivel sua aplicacado para
uma grande variedade de classes quimicas (McDONNEL, 2001; LIU et al, 2005).

Esse método é vantajoso também por permitir a mensuracao utilizando-se ligantes nao
marcados e exigir uma pequena quantidade de substancia a ser testada, além de ser
capaz de detectar de maneira acurada a forca dessa interagdo (SCHENGRUND, 2002;
LIU et al, 2005). Uma desvantagem do método é a baixa sensibilidade para medir a
interacao de ligantes de baixo peso molecular (LUNDQUIST; TOONE, 2002).

A andlise da interacdo da lectina DC-SIGN com glicodendrimeros de manose por SPR
tem sido realizada e tem contribuido para o desenvolvimento de antiadesinas para essa
lectina, visando a intervengdo nos processos de internalizagdo de patégeno por células
dendriticas (REINA et al, 2007).

(@) sew | @

receptores de
superficie

g (b)
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refl.

e e comprimento de onda ou dngulo de incidéncia
luz incidente luz refletida

Figura 1.8- Representacdo esquematica da obtencdo de dados de ressonancia de superficie
plasménica. O feixe de luz incidente (verde) sofre um desvio ao ser refletido pela superficie onde
esta ligado o substrato (uma lectina, por exemplo) e cada modificacdo nessa superficie altera o
indice de reflexdo da luz. Adaptado de nfs.unipv.it/nfs/minf/dispense/immunology/spr.gif

Com base no acima exposto, fica claro que os glicondendrimeros podem ser utilizados
como antiadesina em varios processos bioldgicos e, em muitos casos, terapéuticos.
Guiada pela glicobiologia, a sintese de glicodendrimeros permite obtengao de estruturas
variadas com diferentes orientacdes espaciais para cada residuo de carboidrato e isso
determina o modo de atuacao dessas substancias em sistemas bioquimicos.
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2 OBJETIVOS

Sintetizar derivados diméricos e tetraméricos da D-galactose. Os dimeros planejados
possuiriam estrutura linear tendo como nucleo a 1,4-butanodiamina e o tetramero seria
sintetizado a partir do pentaeritritol;

Sintetizar derivados tetraméricos de D-manose. Para essa sintese seriam utilizados tanto
manosideos de alquila, quanto de arila. No caso de manosideos de alquila a ligacdo ao
ndcleo seria pelo carbono anomérico. Ja para glicosideos de arila, a ligagdo ao nucleo
seria pelo carbono seis do carboidrato;

A proposta de sintese dos tetrAmeros de manose se baseou na observacio de que a
lectina DC-SIGN interage tanto com dendrimeros nos quais esse carboidrato esta ligado
ao nucleo pelo carbono anomérico, quanto pelo carbono 6 (REINA, et. al., 2007). A perda
de um grupo hidroxila na posicdo 6 do carboidrato ndo prejudica a interacdo com a
proteina, uma vez que os grupos hidroxilas envolvidos na interacdo com lectinas desse
tipo (tipo C) sdo aqueles situados nas posicoes 2, 3 e 4 (WEIS, 1996). Assim, derivados
com diferentes grupos ligados a posicdo anomérica podem ser propostos para favorecer
interagdes adicionais com a proteina;

Avaliar a interagcdo de glicodendrimeros derivados de D-galactose com a lectina de
Erythrina cristagalli, por ensaios de inibicdo da hemaglutinacdo mediada por essa lectina.

Avaliar a interagdo de derivados de D-manose com a lectina DC-SIGN por andlise de
ressonancia de superficie plasménica.
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3 PLANO DE SINTESE

A sintese dos dimeros 10 e 11 foi planejada a partir da D-galactose. Inicialmente seriam
obtidos os galactosideos 6 e 7 para posterior acoplamento com 1,4-butanodiamina. A
sintese se inicia pela formagdo do brometo de galactopiranosila 3 que é utilizado em
seguida para glicosilacdo do 4-hidroxibenzaldeido 4. A reacdo do galactopiranosideo 5
com 4cido malbnico, levaria a formacdo do galactopiranosideo 6. Desde o
galactopiranosideo 6, dois caminhos sintéticos sdo possiveis pela troca da seqiéncia das
reagOes de reducado, desprotecdo e formacdo da ligacdo amida. A Ultima etapa seria a
reacdo de desprotecao nas condicoes de Zemplén para levar ao dimero 11.
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i- a) Ac20, NaOAc, 80 °C; b) HBr, AcOH, 0 °C; ii- LIOH.H20, (CHs)2CO, H20; iii- CHa(COOH)z, CsHsN, CsHiiN:
iv- DCC, HOBT, NH2(CHz)aNHz2, DMF/CH:Clz; v- CHsONa/CH3OH; vi- Ho/Pd-C.

Figura 3.1 — Plano de sintese dos dimeros 10 e 11 a partir da D-galactose (1).

Ao longo do trabalho, outros dendrimeros foram planejados. Assim, um dimero analogo
de 11 foi planejado com o objetivo de se obter derivados mais hidrossoluveis. O dimero
21 foi planejado a partir do acoplamento do monémero 19 com 1,4-butanodiamina. As
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etapas iniciais desse caminho sintético sdo semelhantes as ja descritas para obtencéao de
11. Apds a formagao do galactopiranosideo 18, seria obtido seu analogo com o grupo
carboxila ativado por uma reagdo com a N-hidroxissuccinimida. A reagdo de 19 com 1,4-
butanodiamina, seguida pela desprotecédo dos grupos hidroxila, levaria ao dimero 21.

CH, € _OAc
: i OAc B i Dﬁ/ OCH;
Ac O,
o OAc
H

H

16
17
=\ ~OH

. Sy 18
o = OH

AC__0Ac
Q
OCH;
AcO
OAc
[I-I o
N~ OCH
IIV 3
o H OAc
20 Ac
AcO
OAc
H __on )
0 vi
OCH;
HO: O,
OH
[0}
LG NN OCH.
l?v 3
o H

OH
Hi
2 W

OH

i-brometo (3), LIOH.H20, (CHs)2CO, H20, t.a.; ii- (COOH)2CHz, CsHsN, CsH1iN, 110 C ; iii- Ho/Pd-C, t.a.;
iv- DCC, NHS, THF v- NH2(CH2)4NHa, t.a., DMF, THF; vi- NaOCHs, CHsOH

Figura 3.2 — Plano de sintese do dimero 21 a partir de 15.

O dimero 2-azido-2-desoxi 29 foi planejado a partir da obtengdo do galactal 22. Esse
derivado permitiia a obtencdo de um dimero derivado da D-galactosamina. O
galactopiranosideo com um grupo azido no carbono 2 do anel piranosila pode ser obtido
pela reacdo de azidonitragdo de 22, seguida pela obtencdo do brometo correspondente
25 e posterior glicosilacao da vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido).
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i- Zn, CH3COOH, -10 °C ; ii- Ce (NH4)2(NOs)s, NaN3s, CHsCN, 0 °C;
LiOH.H20, (CHs).CO, H:0; (COOH)2CH2, CsHsN;
CH3ONa/CH3OH.

Figura 3.3 — Plano de sintese do dimero 29 a partir de 3.

v- Vi-

O tetrdmero 46 foi planejado pela reagao do galactopir
com o tetracloridrato 38.

iii-LiBr, CH3CN, t. a.; iv-vanilina (15),

DCC, HOBT, NH2(CHz2)4NHz; vii-

anosideo 19 e posterior reacao
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Figura 3.4- Plano de sintese do tetrdmero 46 a partir de 19

Os tetrAmeros derivados de D-galactose e D-glicose foram planejados a partir do

acoplamento dos monémeros 84 e 85 com o nucleo 39. Inicialmente a obtencdo da

aglicona foi planejada a partir da vanilina em 3 etapas.
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- HOOCCH2COOH, CsHsN, CsH11N, 75°C, 67%:; ii- Hz, Pd-C, 91%; iii- NaBH4, BF3.Et2O, THF, t.

a., 91%;

Figura 3.5 — Plano de sintese da aglicona 70 a partir de 15.
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A vanilina reagindo com &cido malénico nas condicoes de Doebner daria origem ao acido

68. Em duas etapas consecutivas de reacdes de reducéo, a aglicona 70 seria obtida para

posterior glicosilagao.
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i- CH3SO2Cl, CsHsN, 0% ii NaNs, DMF, 60°C; jii- NaOCHs, CH3OH, 0°C; iv- NaH, BnBr, DMF, t. a.;

v-(CeHs)3P, t.a., vi- DIC, HOBT, t.a.

Figura 3.6 - Plano de sintese para obtengao dos tetrameros 86 e 87 a partir de 74 e 75,

respectivamente.

O tetramero 59 foi planejado a partir do manosideo de arila 57 e posterior acoplamento

com pentaeritritol 37.
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ii) NaOCHas, CH3OH, 0°C; iii) CH3(CeH4)SO2CI, CsHsN, 0°; iv) NaNs,

DMF, 60°C; v) NaH, BnBr, DMF, t. a.; vi) (CeHs)sP, t.a.; vii - anidrido succinico (43), DMAP, t.a.; viii- (COCI)z,
CsHsN, DMAP, t.a.; ix- CH3CH2N, DMAP, t.a.; x- Ho/Pd-C, t.a.

Figura 3.7 - Plano de sintese de 59 a partir de 48



Outro tetramero de D-manose foi planejado pelo acoplamento do
com o nucleo 39.
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manosideo de alila 65
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i- NaH, BnBr, DMF, t. a.; ii-(CgHs)3P, t.a. iii- (39), DIC, HOBT, t. a., 14%, iv- H,/Pd-C, t.a.

Figura 3.8 - Plano de sintese do derivado tetramérico (67) a partir

de 63.



Resultados e discussdo 41

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resumo

Neste capitulo sdo discutidas as sinteses e caracterizagdes quimicas e
espectrométricas de derivados monomeéricos, diméricos e tetraméricos da D-galactose,

planejados como possiveis antiadesinas.

Séo discutidas também as sinteses de derivados monoméricos e tetraméricos de D-
manose e as tentativas de obtencdo de tetrameros derivados de D-galactose, D-
manose e D-glicose por métodos alternativos.

Dos derivados sintetizados, dois monémeros e dois dimeros derivados da D-galactose
foram testados quanto a sua atividade inibitéria da hemaglutinacdo mediada pela
lectina isolada de Erythrina cristagalli L., uma lectina vegetal. Um tetrdmero da D-
manose foi utilizado na avaliagao de sua interagdo com a lectina DC-SIGN, por analise

de ressonancia de superficie plasménica.

A sintese dos derivados de D-galactose, descrita no primeiro paragrafo, e os testes de
inibicdo da hemaglutinagao foram realizados no laboratério de Quimica Farmacéutica
da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais. A sintese dos
derivados de D-manose, e tentativas de sintese de tetrameros de D-galactose e D-
glicose, descritos no segundo paragrafo, foi realizada em um estagio doutoral
Sandwich no Instituto de Investigaciones Quimicas, CISIC/Universidad de Seuvilla,
Espanha, sob supervisdo do doutor Francisco Javier Rojo Marcos. O teste por
ressonancia de superficie plasmdnica foi realizado no Institut de Biologie Structurale,
CEA/CNRS/Université Joseph Fourier, Grenoble, Franca, sob a supervisdo do
professor doutor Franck Fieschi e do doutor Francisco Javier Rojo Marcos.



4.2 Sintese

Resultados e discussdo 42

Os dimeros 10 e 11 foram sintetizados, segundo esquema da figura 4.1, a partir da D-

galactose (1). Ambos os dimeros tém como nucleo a 1,4-butanodiamina.

OH oy
o
H OH

OH

1

48%

OAc_ppc

63% 0
— A

OH
Q
4

OAc

éBr

OAc_ppc
A
ii OAc
5

CQ,

i- a) Ac,0, NaOAc, 80 °C; b) HBr, AcOH, 0 °C; ii- LIOH.H,0, (CHs)2CO, H0; iii- CHa(COOH)z, CsHsN,
CsH11N; iv- DCC, HOBT, NH2(CHz)aNH,, DMF/CH2Cly; v- CHsONa/CH3OH; vi- Ha/Pd-C.

Figura 4.1 — Sintese dos dimeros 10 e 11 a partir da D-galactose (1).



Resultados e discussdo 43

Inicialmente, foi realizada a reacao de peracetilacdo da D-galactose (1) para protegéao
das hidroxilas. O pentacetato 2 foi obtido pela reagdo da D-galactose com anidrido
acético em presenca de acetato de sodio anidro com rendimento médio de 70%.

OH
OH
o OAc PAC_0Ac
" i Q ii Q
OH —_— B —
OH Ac OAc Ac
OAc OAc
1 2 3 Br

i- Aco0, NaOAc, 80 °C, 70%; ii- HBr, AcOH, 0 °C, 90%.

Figura 4.2 — Obtencao do brometo de galactopiranosila 3 a partir da D-galactose.

A protecao por grupos acetila é utilizada na quimica de carboidratos desde o século
XIX, sendo 0 método mais empregado na protecao de hidroxilas em carboidratos. O
acetato de sodio causa uma rapida anomerizacao do carboidrato livre € 0 anémero

mais reativo é entdo preferencialmente acetilado (MISRA et al., 2005).

Uma das grandes vantagens do uso de grupos acetila como protetores de hidroxilas é
sua facil remogao no final da sintese utilizando-se metoxido de sodio em metanol
(transesterificacao de Zemplén) (MISRA et al., 2005).

Na sequéncia, o brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-o-D-galactopiranosila (3) foi obtido
pela reacdo do pentacetato 2 com &cido bromidrico em &cido acético, apresentando
rendimento médio de 90% (Figura 4.2).

Os haletos de glicopiranosila tém sido utilizados na sintese de glicosideos desde o
século XIX, quando foi descrita, pela primeira vez, a sintese de um glicosideo a partir
do cloreto de glicopiranosila (FISCHER; MECHEL, 1916).

A glicosilacao de 4-hidroxibenzaldeido (4) pela reagdo deste com 3 em presenca de
hidroxido de litio monoidratado forneceu o galactopiranosideo de 4-formilfenila () com
60% de rendimento (Figura 4.3).
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OH

OAc
O H
4 5 )

i- brometo 3, LiOH.H20, (CH3)2CO, H20, t. a.,60%.

Figura 4.3 — Sintese do galactosideo 5 a partir de 4.

Este método de glicosilacdo é dos mais utilizados para obtencdo de glicosideos de
configuracao beta (FISCHER; MECHEL, 1916). A glicosilagdo resulta na inversao do
estereocentro anomeérico do haleto de glicopiranosila de configuragdo alfa
(JACOBSSON et al., 2006).

No espectro de ressonancia magnética nuclear de 'H de 5 (Figura 4.4, pagina 46), foi
observado um simpleto em § 9,93, relativo ao sinal de ressonancia do hidrogénio do
grupo formila. Nesse espectro, apareceram também os sinais de ressonancia relativos
aos hidrogénios do carboidrato, como trés multipletos: um em ¢5,58-5,48 (H-2 e H-4),
um em 6 5,20-5,11 (H-1 e H-3) e outro em § 4,24-4,09 (H-5, H-6 e H-6'), além dos
sinais dos hidrogénios metilicos dos grupos acetila como simpletos na regido de 62,19
a 62,03
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Figura 4.4 — Espectro de RMN de 'H de 5 (CDCls, 200 MHz).

Foram ainda observados dois dupletos aparentes com constante de acoplamento de
8,4 Hz. Um desses dupletos em & 7,86 (correspondente a H-9 e H-9’) e 0 outro em ¢
7,12 (relativo aos hidrogénios aromaticos H-8 e H-8’)

No espectro de RMN de ®°C de 5 (Figura 4.5, pagina 46) foram observados os sinais
de ressonancia de C-1, C-2, C-4 e C-6, respectivamente em 698,6; §68,4; 66,8 € 0
61,4. Os sinais em 71,4 e 6 70,7 foram atribuidos a C-3 e C-5, sendo sua atribuicao
intercambiavel. Além dos sinais dos carbonos aromaticos, foi observado também um
sinal em 6190,7, correspondente a carbonila de aldeido e quatro outros de §170,3 a &
169,3, correspondentes as demais carbonilas. Os sinais de ressonancia dos carbonos

metilicos foram observados entre 20,7 e 620,6.

A atribuicdo dos sinais do carbono metilénico C-6 e do carbono carbonilico do grupo
formila foi confirmada na analise do subespectro DEPT 135. O sinal de ressonancia do

carbono ipso C-10 apareceu sobreposto aos sinais de C-9 e C-9’, em 6131,8.
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Figura 4.5 — Espectro de RMN de °C e subespectro DEPT 135 de 5 (CDCl,, 50
MHz).

A obtencdo do galactosideo cinamico 6 (Figura 4.6) a partir de 5 foi realizada pela
reacdo de Knoevenagel com modificagdo de Doebner (MUNDY et al, 2005). O
galactosideo 6 foi obtido com 82% de rendimento.

i- CH2(COOH)z2, CsHsN, CsHiiN, 110 °C, 75%.

Figura 4.6 — Sintese do galactosideo cindmico 6 a partir de 5.

Segundo o mecanismo proposto para essa reacdo, a piridina, agindo como base,
captaria um préton do acido malénico (Figura 4.7, pagina 47). Ocorreria, entdo, a
formacdo do enol e o ataque deste a carbonila do aldeido. A desidratagéo,
concomitante com a descarboxilagcdo do intermediario formado, leva ao produto

cinamico.
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Figura 4.7 — Mecanismo proposto para obtencio de derivados frans-cinamicos a partir do

aldeido correspondente.

No espectro de RMN de 'H de 6 (Figura 4.8, pagina 48), foram observados os

simpletos correspondentes aos sinais de ressonancia dos hidrogénios metilicos dos

grupos acetila (de 62,22 a §2,02) e os correspondentes aos hidrogénios aromaticos e

olefinicos (de 87,74 a 66,36).
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Figura 4.8 — Espectro de RMN de 'H de 6 (CDCls, 200 MHz).

Também foi observado um dupleto em § 5,11 com constante de acoplamento de 7,9
Hz correspondente ao sinal de ressonancia de H-1. Foram observados dois dupletos
duplos: um deles em 65,51, com constantes de acoplamento de 10,5 e 7,8 Hz e outro
em ¢ 5,13, com constantes de acoplamento de 10,5 e 3,4 Hz. Esses sinais foram
atribuidos a H-2 e H-3, respectivamente. O sinal referente a H-4 foi observado
sobreposto ao sinal de H-2 em 8 5,17-5,02. Os sinais relativos a H-5, H-6 e H-6foram

observados como um multipleto em & 4,07-4,24.

Dois dupletos (um em & 7,74 e outro em ¢ 6,36) com constante de acoplamento de
15,9 Hz foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos (H-11 e H-12, respectivamente).
Os outros dois dupletos aparentes, um em 67,51 e outro em 67,02 com constante de
acoplamento de 8,7 Hz, foram atribuidos aos hidrogénios do anel aromatico para-
dissubstituido (H-8/8 e H-9/9’, respectivamente).

No espectro de RMN de '*C de 6 (Figura 4.9) foi possivel observar, entre outros sinais,

a presenca de um sinal em 6146,0 e outro em 3 117,1, correspondentes aos carbonos
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olefinicos C-11 e C-12, respectivamente. Além disso, foi observado um sinal em ¢

171,8, correspondente ao carbono carboxilico.
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Figura 4.9 — Espectro de RMN de '°C de 6 (CDCls, 50 MHz).

As atribuicdes de C-11, C-12, C-2 e C-4 foram confirmadas pela analise do mapa de
contornos HMQC (Figura 4.10), em que foi possivel observar as correlagdes entre os
sinais desses carbonos e de seus respectivos hidrogénios. Pela andlise desse
espectro, também foi possivel distinguir os sinais de C-3 e C-5.
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Figura 4.10 — Mapa de contornos HMQC de 6 (CDCl3, 400 MHz)

A reagdo de hidrogenacao catalitica (H,,Pd/C) do derivado 6 levou a obtencao do
galactosideo diidrocinamico 7 com 98% de rendimento.

OAc OAc OAc OAc
o o
A O, i A0 O,
OAc _— OAc
6 = \—~OH 7 OH
o o

i- Ho/Pd-C, t. a., CH3OH, 98%.

Figura 4.11- Sintese do galactosideo diidrocinamico a partir de 6.

No espectro de RMN de 'H de 7 (Figura 4.12), a auséncia dos dois dupletos
correspondentes aos sinais de ressonancia dos hidrogénios olefinicos, na regiao de &

7,79 a 4 6,36, é indicativa da reducao da ligacado dupla. Foram observados os demais
sinais do anel galactopiranosila e dos grupos acetila.
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Figura 4.12 — Espectro de RMN de 'H de 7 (CDCl3, 200 MHz).

Foi possivel observar, entre outros sinais, um tripleto em 6 2,92 e outro em ¢ 2,65,
ambos com constantes de acoplamento de 7,5 Hz e integral para 2H, atribuidos a H-

11 e H-12, respectivamente (Figura 4.12).

No espectro de RMN de '*C (Figura 4.13), foram observados entre outros sinais um
em o 35,8 e outro em & 29,9, correspondentes a C-12 e C-11, respectivamente. O
desaparecimento dos sinais de carbonos olefinicos comprovou a redugédo da ligacao

dupla do material de partida.



Resultados e discussdo 52

——135.346
—129.529

117.244
— 99.920

— 35.767
——— 29.948

8 12
9 13_OH

Smep L e e o s S e e o e
ppm 160 140 120 100 80 60 40 20

Figura 4.13 — Espectro de RMN de "®C de 7 (CDCls, 50 MHz).

O derivado dihidrocinamico 7 foi submetido a reagdo de acoplamento com a 1,4-
butanodiamina ap6s a ativacdo do grupo carboxila pela reacdo com
dicicloexilcarbodiimida (DCC) em presenga de 1-hidroxibenzotriazol (HOBT) (ASHTON
et al., 1996). O dimero dihidrocinamico protegido 8 foi obtido com 48% de rendimento.
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i- DCC, HOBT, NH2(CHz2)4NH2, t.a., 48%

Figura 4.14 — Sintese do dimero hidrocinamico 8 a partir de 7.
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Segundo o mecanismo proposto para esse tipo de reagcdo (KHORANA, 1953),
inicialmente ocorre reacdo da carboxila de 7 com a dicicloexilcarbodiimida. Em
seguida, ocorre um ataque nucleofilico do par de elétrons nao ligantes da hidroxila do
HOBT a carbonila ativada do aduto. Este ultimo sofre ataque nucleofilico do par de
elétrons nao ligantes dos atomos de nitrogénio dos grupos amino da 1,4-
butanodiamina, com a saida do HOBT e formagéo da ligagdo amidica (Figura 4.15).
Devido as dificuldades encontradas na purificagdo destes produtos, uma técnica
alternativa foi também avaliada para a obtencado do dimero 8. Nessa técnica, o HOBT
foi substituido pela N-hidroxissuccinimida (NHS). O mecanismo da reagdo é
essencialmente o mesmo para a reagao em presenca de HOBT.
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Figura 4.15 — Mecanismo geral proposto para a obtengcdo de amidas a partir da reacdo de
derivados carboxilicos com DCC, seguida por HOBT ou NHS (KHORANA, 1953).

No espectro de RMN de 'H de 8 (Figura 4.16) foram observados sinais analogos
aqueles do monémero 7. Além desses, foi observado um simpleto largo em 6 5,99
correspondente ao sinal de ressonancia do hidrogénio ligado ao nitrogénio amidico.
Apareceram também dois sinais que caracterizam o dimero: um multipleto entre ¢
3,16-3,14, correspondente ao sinal de ressonancia dos hidrogénios metilénicos H-14 e

um sinal largo em 61,31, relativo aos hidrogénios metilénicos H-15.
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Figura 4.16 — Espectro de RMN de 'H de 8 (CDCls, 400 MHz).

@ 0.894

No mapa de contornos COSY (Figura 4.17), foi observada uma correlagédo entre os H-
14 e os H-15, como esperado.
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Figura 4.17 — Mapa de contornos COSY de 8 (CDCl3, 400 MHz).

No espectro de RMN de *C de 8 (Figura 4.18) foram observados, além dos sinais de
ressonancia dos carbonos analogos aos do monémero, um em ¢ 39,0 e outro em &
26,6 correspondentes a C-14 e C-15, respectivamente. A natureza metilénica desses

carbonos foi comprovada no subespectro DEPT 135.




Resultados e discussdo 56

San'o o
QN K~

mmmmmmm

oo
K ©

—135.862

— —————— —129.525

117.028

— 99.906

mmmmmmmm
mmmmmmmm
mmmmmmmm
oooooooo
mmmmmmmm

|

|

—

ppm

L

T T
160

T
140

T T
120

T
100

T
B0

60

Figura 4.18 — Espectro de RMN de C e subespectro DEPT 135 de 8 (CDCls, 100 MHz).

No mapa de contornos HMQC (Figura 4.19) foi possivel atribuir inequivocamente os
sinais de C-15, C-14, C-12 e C-11, além da confirmacgao das demais atribuicoes.
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Figura 4.19 — Mapa de contornos HMQC de 8 (CDCls, 400 MHz).
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Pela andlise do mapa de contornos HMBC (Figura 4.20) foi possivel confirmar as
atribuicGes anteriores e comprovar a natureza dimérica da molécula, uma vez que foi

observada a correlacéo entre H-15 e C-15' (%J).
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Figura 4.20 — Ampliacdo do mapa de contornos HMBC de 8

O dimero 9 foi sintetizado via acoplamento do monémero 6 com 1,4-butanodiamina
nas mesmas condicbes descritas para obtencdo de 8, sendo obtido com 45% de

rendimento.
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Figura 4.21 — Sintese do dimero 9 a partir de 6.

A reacao de desprotecao das hidroxilas de 9 e de 8 levou a obtencéo dos dimeros 10
e 11, com 98% e 88% de rendimento, respectivamente.
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i- NaOCHgs, CH30H; ii- H2/Pd-C.
Figura 4.22 — Sintese dos dimeros 10 e 11 a partir de 9 e 8.

Nessa etapa foi utilizada a desprotecdo de Zemplén. Esse método é amplamente
utilizado em quimica de carboidratos, sendo uma reagéao de transesterificagdo onde o
grupo hidroxila pode ser regenerado em metanol contendo quantidade catalitica de
metoéxido de sédio (AGOSTON et al., 2001, ROY et al, 1999).

O dimero 10 foi praticamente insolivel em agua e varios outros solventes testados
(metanol, etanol, acetato de etila, cloroférmio, diclorometano, éter etilico e hexano).

Esta propriedade inviabilizou a realizagdo de testes biolégicos com esta substancia
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que dependiam da hidrossolubilidade. Assim, a quantidade obtida do dimero 10 foi
convertida em dimero 11 por uma reagao de hidrogenagao catalitica, utilizando-se
metanol como solvente (77% de rendimento) (Figura 4.22). Esse ultimo € hidrossoluvel
até 0,42 mg/mL, o que corresponde a uma concentracao maxima de 0,6 mmol/L.

Como o dimero tetrahidrocinamico 11 seria o primeiro submetido aos testes bioldgicos,
quantidades maiores deveriam ser preparadas. Como rota alternativa para a produgéao
deste dimero, foi estudada sua sintese a partir do acido para-cumarico (12) (Figura
4.23). Inicialmente, 12 foi sintetizado a partir do 4-hidroxibenzaldeido (4). Esta etapa
foi realizada com 75% de rendimento. A etapa seguinte consistiu na protecdo da
carboxila na forma de seu éster benzilico 13 e apresentou 76% de rendimento. O éster
13 foi glicosilado ao reagir com o brometo de galactopiranosila 3, originando o
galactopiranosideo 14, com rendimento de 64%. Por hidrogenacgao catalitica, o grupo
benzila foi removido e a dupla ligacao foi reduzida, sendo obtido o galactosideo 7 com
61% de rendimento. Este foi acoplado a 1,4-butanodiamina, resultando no dimero 8
(48% de rendimento). A remogao dos grupos acetila levou a obtengéo do dimero 11
com 88% de rendimento. Por essa rota de sintese, o dimero 11 foi obtido com
rendimento global de 10% a partir do 4-hidroxibenzaldeido (4), em comparagdo com
15% de rendimento global, a partir da D-galactose (relatado anteriormente).
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i- CHg(COOH)g, CsHsN; il- HOCHgCeHs, H2304, CeHe; ili-orometo (g), LiOH.Hzo, (CHs)zCO, Hzo;

iv- Ho/Pd-C; v- DCC, HOBT, NH2(CHz)4NH3; vi- CH3O/CH30H.

Figura 4.23 — Sintese do dimero 11 por um caminho sintético alternativo. Os

rendimentos de cada etapa estéo representados sobre as setas

Na tentativa de se obter derivados diméricos mais hidrossoluveis, foi planejada a

sintese de analogos contendo o grupo metoxila na posi¢ao orto a ligagao glicosidica.

Assim, foi utilizado como material de partida o 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido (vanilina)

(15) (Figura 4.24, pagina 61). A sequéncia sintética foi semelhante aquela descrita

para a obtengéo do dimero 11 (Figura 4.23).
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Figura 4.24 — Plano de sintese do dimero 21 a partir de 15.

Inicialmente, o 4-hidroxi-2-metoxibenzaldeido (15) foi glicosilado pela reagdo com o
brometo de galactopiranosila 3 em presenca de hidroxido de litio. O galactosideo 16
foi obtido com 80% de rendimento.
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i- brometo (3), LIOH.H20, (CH3)2CO, H20, t.a.,80%

Figura 4.25 — Sintese do galactosideo 16 a partir de 15.
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No espectro de RMN de 'H de 16 (Figura 4.26), foi observado, entre outros sinais, um
simpleto em 63,90, correspondente aos trés atomos de hidrogénios do grupo metoxila.
Foi observado também um dupleto aparente em ¢ 7,24 com constante de acoplamento

de 8,6 Hz correspondente a H-11.
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Figura 4.26 — Espectro de RMN de H de 16 (CDCls, 200 MHz).

Os sinais de ressonancia de H-9 e H-12 apareceram sobrepostos como um multipleto

entre ¢ 7,44-7,41. O sinal correspondente ao hidrogénio aldeidico apareceu como

simpleto em & 9,90.

No espectro de RMN de ®C de 16 (Figura 4.27), foi observado, entre outros sinais, um
em J 56,0, correspondente a ressonancia do carbono do grupo metoxila. Foram
também observados os sinais de ressonancia do carbono carbonilico em & 190,8 e dos
carbonos aromaticos em 6 150,8; 6 110,7; 6 125,3 e § 117,9, correspondentes a C-8,

C-9, C-11 e C-12, respectivamente.
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Figura 4.27 — Espectro de RMN de "°C de 16 (CDCls, 50 MHz).

Em seguida, 16 foi submetido a reagdo com acido malénico nas condi¢des de Doebner
(pagina 46), sendo obtido o &cido 17 com 63% de rendimento.
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i- CHa(COOH)z, CsHsN, CsHi1N, 110 °C, 62%.

Figura 4.28 — Sintese do galactosideo 17 a partir de 16

No espectro de RMN de 'H de 17 (Figura 4.29), foi observado, entre outros sinais, um
dupleto em & 7,73 e outro em J 6,38 (com constante de acoplamento de 15,9 Hz),
correspondentes aos sinais de ressonancia dos dois hidrogénios olefinicos, H-13 e H-
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14, respectivamente, e um simpleto em ¢ 3,89, relativo ao sinal de ressonancia dos
hidrogénios do grupo metoxila.
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Figura 4.29 — Espectro de RMN de 'H de 17 (CDCls, 200 MHz).

No espectro de RMN de *C de 17 (Figura 4.30) foi possivel observar, entre outros
sinais, a presenca de um sinal em ¢ 148,5 e outro em 6 116,7, correspondentes aos
carbonos olefinicos C-13 e C-14 , respectivamente. Além disso, foi observado um sinal

em ¢ 172,0 correspondente ao carbono carboxilico e outro em 6 56,3, correspondente
ao sinal de ressonéancia do carbono do grupo metoxila.
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Figura 4.30 — Espectro de RMN de *C de 17 (CDCls, 50 MHz)

O galactosideo 17 foi reduzido por hidrogenacgao catalitica (Figura 4.31), dando origem

ao seu analogo 18 com 79% de rendimento.
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0 OCH Q
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i- Ho/Pd-C, t. a., CH30H, 79%.

Figura 4.31 — Sintese do derivado diidrocindmico 18 a partir de 17.

No espectro de RMN de 'H de 18 (Figura 4.32) foi possivel observar, entre outros
sinais, um tripleto em ¢ 2,91 e outro em ¢ 2,66, ambos com constantes de

acoplamento de 7,5 Hz, atribuidos a H-13 e H-14, respectivamente.
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Figura 4.32 — Espectro de RMN de 'H de 18 (CDCl3, 200 MHz).

No espectro de RMN de C de 18 (Figura 4.33), foram observados, entre outros
sinais, um em ¢ 35,7 e outro em ¢ 30,5, correspondentes a C-14 e C-13,
respectivamente. O desaparecimento total dos sinais de carbonos olefinicos indicou a
reducdo da dupla ligagdo do material de partida.
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Figura 4.33 — Espectro de RMN de '°C de 18 (CDCls, 50 MHz).

Para a ativacao da carboxila, o derivado 18 foi submetido a uma reacao com DCC e
NHS, obtendo-se o aduto 19 com 58% de rendimento.
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Q R OCH
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18 oH 1 o A
(0) o Z
(0]
i- DCC, NHS, THF

Figura 4.34 — sintese do aduto 19 a partir de 18.

No espectro de RMN de 'H de 19 (Figura 4.35), foi possivel observar, entre outros
sinais, um dupleto com constante de 8,0 Hz em ¢ 4,88, correspondente a H-1. Outro
dupleto, correspondente a H-4, foi observado em 6 5,42 com constante de

acoplamento de 3,6 Hz. Foram observados também dois dupletos duplos: um em &



Resultados e discussdo 68

5,48, com constante de acoplamento de 10,5 e 8,0 Hz, correspondente a H-2 e outro
em J 5,09, com constantes de acoplamento 10,5 e 3,6 Hz, relativo a H-3. Nesse
espectro também foram observados seis simpletos, sendo um em J 3,82,
correspondente aos hidrogénios do grupo metoxila e outro, em ¢ 2,84, sinal de
ressonancia dos hidrogénios metilénicos do grupo succinimido. Os outros quatro
simpletos apareceram entre §2,27 e 6 2,01, sendo correspondentes aos hidrogénios

metilicos dos grupos acetila.
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Figura 4.35 — Espectro de RMN de 'H de 19 (CDCl,, 200 MHz).

No espectro de RMN de C de 19 (Figura 4.36), foram observados os sinais de
ressonancia dos carbonos aromaticos e do esqueleto do carboidrato. O sinal de
ressonancia dos carbonos metilénicos do grupo succinimido (17 e 17’) foi observado

em 6 25,7 e os sinais de ressonancia relativos aos dois carbonos metilénicos C-13 e

C-14,em 030,3 e 32,8, respectivamente.
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Figura 4.36 — Espectro de RMN de "°C de 19 (CDCls, 50 MHz).

O derivado 19, reagindo com a 1,4-butanodiamina, originou o dimero protegido 20 com

91% de rendimento. Esse foi submetido a uma reagdo de transesterificagao,
originando o dimero desprotegido 21 com 83% de rendimento.
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Figura 4.37 — Sintese do dimero desprotegido (21) a partir de 19.

No espectro de RMN de 'H de 20 foram observados, além dos sinais correspondentes

aos do monémero 18, aqueles referentes ao nucleo do dimero.
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Figura 4.38 — Espectro de RMN de 'H de 20 (CDCls, 400 MHz).
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Na ampliagéo da regiao de 6 3,20 a § 2,48 do espectro (Figura 4.38), foi observado um
aumento na complexidade dos sinais relativos a H-14 e H-16, que foram observados
como dois multipletos em 63,18-63,06 (H-16) e em 62,52-2,45 (H-14).

No espectro de RMN de "*C de 20 (Figura 4.39) foram observados, além dos sinais de
ressonancia dos carbonos analogos aos do monémero (18), um em 639,1 e outro em
0 38,4, correspondentes a C-16 e C-14, respectivamente. A natureza metilénica

desses carbonos foi comprovada no subespectro DEPT 135.
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Figura 4.39 — Espectro de RMN de "*C de 20 (CDCls, 100 MHz)

Foi observada hidrossolubilidade sete vezes maior para o dimero 21 (4,16 mmol/L) em

relagéo ao analogo 11 (0,6 mmol/L).



Resultados e discussdo 72

Com o objetivo de se obter uma série de dimeros derivados da D-galactosamina, foi
sintetizado um dimero da série 2-azido-2-desoxi-f-D-galactopiranose a partir da D-

galactose, conforme o plano de sintese abaixo:
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i- Zn, CHsCOOH, -10 °C; ii- Ce (NH4)2(NOs)s, NaNs, CH3CN, 0 °C; jii-LiBr, CH3CN, t. a.; iv-vanilina
(15), LiOH.H20, (CHs).CO, H20; v- CH2(COOH)z, CsHsN; vi- DCC, HOBT, NHx(CH2)4NHy; vii-
CH3ONa/CH3OH.

Figura 4.40 — Plano de sintese do dimero 29 a partir de 4.

Inicialmente, o D-galactal 22 foi obtido pela reacao do brometo de galactopiranosila 4

com zinco em presenca de 4cido acético glacial.
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Figura 4.41 — Sintese do D-galactal 22 a partir de 4.
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A reducado de haletos de glicopiranosila com zinco em acido acético produz glicais
(HASSAN; KHADAM, 1990). Esses (glicopiranosideos 1,2-insaturados séo
intermediarios versateis para elaboracdo de um grande nimero de derivados glicosila
funcionalizados (BONGAT; DEMCHEMKO, 2007, PAUL; JAYARAMAN, 2004).
Postula-se que a reacdo ocorre via formacdao de um intermediario oxénio que, em
seguida, recebe um par de elétrons proveniente da oxidacao do zinco, 0 que promove
a saida de um ion acetato, com consequente formagao do acetato de zinco e do glical
(Figura 4.42) (HASSAN; KHADAM, 1990).
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Br OAc Ac
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Figura 4.42 — Proposta de mecanismo da obten¢éo do D-galactal ( 22) por meio da reagao do
brometo de galactopiranosila (4) com zinco (HASSAN; KHADAM, 1990).

No espectro de RMN de 'H de 22 (Figura 4.43) foi observado, entre outros sinais, um
dupleto duplo em 86,46, correspondente a H-1 com constantes de acoplamento de 6,3

e 1,7 Hz devido ao seu acoplamento com H-2 e H-3.

onm 7 6 5 4 3 2 i 3

Figura 4.43 — Espectro de RMN de 'H de 22 (CDCl3, 400 MHz).
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Foi observado também um duplo dupleto duplo, relativo a H-2, em ¢ 4,73 com
constantes de acoplamento de 6,3, 2,7 e 1,4 Hz devido ao seu acoplamento com H-1,
H-3 e H-4, respectivamente. Os demais sinais de ressonancia aparecem na forma de

multipletos.

No espectro de RMN de *C de 22 (Figura 4.44) foram observados os sinais de
ressonancia de C-1 e C-2 em 6 145,3 e 4 98,7, respectivamente. Foram observados
também os sinais dos demais carbonos do anel piranosidico, dos carbonos metilicos e

carbonilicos dos grupos acetila.
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Figura 4.44 — Espectro de RMN de °C de 22 (CDCls, 100 MHz).

Por meio da reacdo de azidonitracdo de 22 foi obtido o nitrato de 2-azido-2-desoxi-

3,4,6-tri- O-acetil-a.,3-D-galactopiranosila (23), com 68% de rendimento.

0Ac__pAc OAc__oac
—_—
Ac = Ac ONO,
N3
22 23

i Ce (NH4)2(NOs)s, NaN3 CH3CN, 0 °C, 68%
Figura 4.45 — sintese da mistura anomérica de nitratos de galactopiranosila 23 a partir de 22.




Resultados e discussdao 75

Essa reacao foi realizada utilizando-se nitrato cérico amoniacal como agente oxidante.
Obteve-se, como produto principal, uma mistura anomérica do nitrato de
galactopiranosila. Nessa reacao, foi observada a formacao em menor proporcao, de N-

acetamido-2-azido-2-desoxi-a-D-galactopiranosilamina (24).

OAc_oAe
0
Ac
Ns N cH
3
24 H \"/
0

Figura 4.46 — Estrutura do derivado acetamido 24

A formagéao desse derivado depende da reacao do ion oxacarbénio com a acetonitrila
utilizada como solvente da reacao (Figura 4.47) (LEMIEUX; RATCLIFFE, 1979).

N3 h N;

Figura 4.47 — Mecanismo proposto para a reagdo de obtencdo dos derivados azidonitrato 23
(caminho a) e acetamido 24 (caminho b) na reagao de azidonitragdo. Adaptado de LEMIEUX;
RATCLIFFE, 1979.

A reacdo de azidonitragdo é presumivelmente iniciada pela reducdo do Ce™ a Ce*® o
qgue leva a duas espécies radicalares, uma resultante da oxidagao da dupla ligacdo do
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glical e outra resultante da oxidacao do ion azido (SEEBERGER et al, 2000). Ocorre,
entdo, a combinacao do radical azido com o radical piranosila. A reacao procede de
modo régio e estereosseletivo e depende da configuracdao de C-4. Um substituinte
axial em C-4 confere seletividade para a formagéo do derivado D-galacto, com o grupo
azido em equatorial (SEEBERGER et al, 2000). Em seguida, a transferéncia de um
elétron leva ao ion 2-azido oxacarbénio estabilizado no qual o anion nitrato é
adicionado para dar uma mistura anomérica de nitrato de 2-azido-2-desoxi-
glicopiranosila.

No espectro de RMN de 'H de 23 (Figura 4.48) foram observados os sinais de
ressonancia dos hidrogénios metilicos dos grupos acetila de 62,17 a 62,03 e os sinais
dos hidrogénios do anel piranosidico. Foi observada uma proporcdo de
aproximadamente 4:1 do andmero alfa em relacéo ao beta.
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Figura 4.48 — Espectro de RMN de 'H de 23 (CDCls, 400 MHz).

22.19
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Mais detalhadamente foi possivel observar os dois dupletos correspondentes ao
hidrogénios anoméricos, sendo aquele com constante de acoplamento de 4,1 Hz (a ¢
6,34) correspondente ao andbmero alfa e o outro com constante de acoplamento de 8,9

Hz (a ¢ 5,59), relativo ao andmero beta. Foi possivel observar o dupleto duplo
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correspondente ao H-3a. com constantes de acoplamento de 11,3 e 2,9 Hz (a ¢ 5,25).
O dupleto com constante de acoplamento de 2,9 Hz correspondente a H-4oa foi
observado em 65,50 e seu correspondente no and6mero beta foi observado em 65,39

com constante de acoplamento de 3,0 Hz.

No espectro de RMN de *C de 23 (Figura 4.49) foram observados os sinais de
ressonancia dos carbonos anoméricos a 696,9 (C-1a) e 98,1 (C-1p). Observaram-se
também os sinais de C-2, C-3, C-4, C-5 e C-6 do andémero alfa em 6 55,9, 6 66,6,
69,5, 68,5 e 60,9, respectivamente. Os sinais de ressonancia dos carbonos C-2, C-
3, C-4, C-5 e C-6 do anbmero beta aparecem em 6 57,5, 65,8, 671,9, 671,7¢e &
60,8, respectivamente. De § 170,2 a o 169,4, apareceram 0s sinais relativos aos
carbonos carbonilicos e de ¢ 20,5 a ¢ 20,4, os sinais dos carbonos metilicos dos

grupos acetila.
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Figura 4.49 - Espectro de RMN de "°C de 23 (CDCls;, 100 MHz).

O grupo nitrato na posigdo anomérica pode ser facilmente substituido por um grupo
hidroxila ou haleto, e permite o0 acesso rapido a uma variedade de glicosideos e outros
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doadores de grupo glicosila com o grupo azido em C-2 (SEEBERGER et al, 2000). A
subsequente reducdo do grupo azido pode levar a obtencao de derivados contendo o
grupo amino em C-2 (SEEBERGER et al, 2000).

Na etapa seguinte foi sintetizado o brometo de 2-azido-2-desoxi-a-D-galactopiranosila
(25) (82% de rendimento) a partir do nitrato correspondente utilizando-se brometo de
litio (LEMIEUX; RATCLIFFE, 1979).

OAc OAc OAc OAc
Ac A
ONO, -
N3 N3
23 25 Br

i-LiBr, CHsCN, t. a., 82%

Figura 4.50 — sintese do brometo de 2-azido-2-desoxi-o-D-galactopiranose (25) a partir de 23

No espectro de RMN de 'H de 25, o sinal de ressonancia de H-1 aparece como um
dupleto, com constante de acoplamento de 3,8 Hz, em § 6,48 e o sinal relativo a H-2
aparece como um dupleto duplo centrado em ¢ 3,99, com constantes de acoplamento
de 10,7 e 3,8 Hz. Um dupleto duplo em ¢ 5,34, com constantes de acoplamento de
10,7 e 3,2 Hz, foi atribuido a H-3 e o dupleto centrado em & 5,51, com constante de
acoplamento de 3,2 Hz, foi atribuido a H-4. O sinal de ressonéncia de H-5 apareceu
como um tripleto largo em J 4,49, com constante de acoplamento de 6,4 Hz. Um
multipleto de 64,23 a §4,05 foi atribuido aos dois H-6 e os sinais de ressonancia dos

grupos metila apareceram de 62,20 a §2,01.
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Figura 4.51 - Espectro de RMN de 'H de 25 (CDCls, 200 MHz)

No espectro de RMN de '*C de 25, foram observados os sinais de ressonancia
relativos a C-1, C-2, C-3, C-4, C-5 e C-6 em 089,1, 58,8, 669,9, §66,7; 71,6, o
60,9, respectivamente. Os sinais de ressonancia dos carbonos carbonilicos
apareceram de 6 170,4 a ¢ 169,6 e aqueles relativos aos carbonos metilicos dos

grupos acetila pareceram sobrepostos em §20,7.
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Figura 4.52 - Espectro de RMN de C de 25 (CDCl;, 50 MHz)

O brometo 25 foi submetido a uma reagdo de glicosilagdo com a vanilina nas
condigdes ja descritas (hidroxido de litio monoidratado, acetona e agua, pagina 44), o
que resultou na obtengdo do 2-azido-2-desoxi-p-D-galactopiranosideo de 4-formil-2-

metoxifenila (26) com 45% de rendimento.

OAc
OAc
OAc OAc o
(0] ) OCH;
Ac i Ac O,
N3
N3
Br
25

26 0

i-vanilina (15), LiOH.H20, (CH3)CO, H20, 45%
Figura 4.53- Sintese do galactosideo 26 a partir de 25.
No espectro de RMN de 'H de 26 (Figura 4.54) foi observado, entre outros sinais, um

simpleto em J 3,94, correspondente ao sinal de ressonancia dos hidrogénios do grupo

metoxila e outro em §9,90, relativo ao hidrogénio do grupo formila.
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Figura 4.54 — Espectro de RMN de 'H de 26 (CDCl3, 200 MHz).

Na regido de sinais de ressonancia de hidrogénios aromaticos foi observado um
dupleto aparente em 67,21 com constante de acoplamento de 7,9 Hz correspondente
ao sinal de H-12 e um multipleto (de 67,46 a 67,41) relativo aos sinais de ressonancia
de H-9 e H-11.

Nesse espectro foi possivel observar o dupleto em 6 5,03 com constante de
acoplamento de 8,0 Hz, um dupleto duplo em 64,92 com constantes de acoplamento
de 10,8 e 3,2 Hz e outro dupleto em ¢ 5,41 com constante de 3,2 Hz. Esses sinais
correspondem a H-1, H-3 e H-4, respectivamente. O sinal de ressonancia de H-2 ficou
sobreposto ao multipleto em 6 4,29-4,02, juntamente com os sinais de ressonancia de
H-5, H-6 e H-6'.

No espectro de RMN de '*C (Figura 4.55) foram observados, como esperado, seis
sinais da porcado carboidrato, seis sinais de carbonos aromaticos, um sinal
correspondente ao carbono do grupo metoxila (& 56,2), um sinal relativo ao carbono do
grupo formila (8 191,0), além dos sinais dos carbonos das demais carbonilas dos

grupos acetila. O sinal de ressonancia de C-2 foi observado em 6 60,8 e foi possivel
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sua distingao do sinal relativo a C-6 (3 61,4) por meio da analise do subespectro DEPT
135.
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Figura 4.56 — Espectro de RMN de °C e subespectro DEPT 135 de 26 (CDCls, 50 MHz).

O glicosideo 26 foi submetido a reagao de Knoevenagel (pagina 46) para a obtencéao
do derivado cinamico 27 com 98% de rendimento.

OAc__oAc A _OAc
& pen 2
3 OCH
Ac! O, i Ac O, }

N; >

26 21

H

i~ (COOH)2CHgz, CsHsN, CsH11N, 110 °C, 98%.

Figura 4.56 — sintese do acido 27 a partir de 26.

No espectro de RMN de 'H de 27 (Figura 4.57), foi observado, entre outros sinais, um

dupleto em ¢ 7,73 e outro em ¢ 6,37 (com constantes de acoplamento de 15,9 Hz),
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correspondentes aos sinais de ressonancia dos dois hidrogénios olefinicos H-13 e H-
14, respectivamente, e um simpleto em ¢ 3,91, relativo ao sinal de ressonancia dos
hidrogénios do grupo metoxila. Os sinais de ressonancia dos hidrogénios aromaticos
aparecem como um multipleto em §7,28-7,10. Um sinal largo em 65,40 foi atribuido a
H-4 e um multipleto em ¢ 4,95-4,85 foi atribuido a H-1 e H-3. Os sinais de ressonancia
de H-2, H-5, H-6 e H-6"apareceram na forma de um multipleto em ¢ 4,26-3,99. Um
simpleto largo centrado em & 9,34 foi atribuido ao sinal de ressonancia do hidrogénio
do grupo OH.
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Figura 4.57 — Espectro de RMN de 'H 27 (CDCls, 200 MHz).

No espectro de RMN de ®C de 27 (Figura 4.58, pagina 84) foi possivel observar, entre
outros sinais, a presenga de um sinal em 6 146,5 e outro em 6 118,2, correspondentes
aos carbonos olefinicos C-13 e C-14, respectivamente. Além disso, foi observado um
sinal em ¢ 172,1 correspondente ao carbono carboxilico e outro em ¢ 56,1,

correspondente ao sinal de ressonancia do carbono do grupo metoxila.



Resultados e discussdo 84

ppm
172.135

170.508
170.248
169.997
——111.460 |
20.744

__—150.642
——148.061
T—146.504
———130.466
——122.124
———118.243

T~—116.672

—101.160
77

<

T T T T T T T T T T —
ppm 160 140 120 100 80 60 40 20

Figura 4.58 — Espectro de RMN de °C 27 (CDCl;, 50 MHz).

O derivado (27) reagindo com DCC, NHS seguido por acoplamento com 1,4-
butanodiamina (condicdes de reagdo descritas nas paginas 67-70) deu origem ao
dimero protegido (28) (27% de rendimento).
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OAc
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OAc

i- DCC, NHS, NH2CH2CH2NHy, t.a., 27%

Figura 4.59 — Sintese do dimero 28 a partir de 27.

No espectro de RMN de 'H de 28 (Figura 4.60, pagina 85) foram observados os sinais
correspondentes aos hidrogénios do monémero 27. Além desses, foram observados
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dois multipletos que caracterizam o dimero: em J 3,42-3,29 e outro em ¢ 1,66-1,50,
correspondentes aos sinais de ressonancia dos hidrogénios metilénicos H-16 e H-17,

respectivamente.
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Figura 4.60 — Espectro de RMN de 'H de 28 (CDCl, 400 MHz).

No espectro de RMN de "*C de 28 foram observados, além dos sinais de ressonancia
dos carbonos comuns ao monémero correspondente 27, um em 6 39,2 e outro em ¢
26,9, correspondentes a C-16 e C-17, respectivamente. A natureza metilénica desses
carbonos foi confirmada por inversédo dos sinais no subespectro DEPT135.
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Figura 4.61 — Espectro de RMN de '*C de 28 (CDCls;, 100 MHz).

Por reacdo de transesterificacdo de 28, nas condicoes de Zemplén, obteve-se

dimero desprotegido (29).

OAc

i NaOCHs, CHsOH, 0 °C

Figura 4.62 — Sintese do dimero desprotegido (29) a partir de (28).
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Embora o dimero 29 tenha sido obtido impuro, sua formagédo pbéde ser evidenciada
pela andlise do espectro de RMN de 'C (Figura 4.63). Nesse espectro, s&o
observados os sinais em 0149,3 e §117,1, relativos aos carbonos olefinicos C-13 e C-
14, respectivamente. Os sinais dos carbonos aromaticos aparecem em J 1447, 6
136,0, 0129,3, 6120,0 e 6112,7. O sinal relativo a C-7 apareceu sobreposto ao de C-
13 em §149,3. O sinal de ressonancia do carbono anomérico aparece em ¢ 102,7. Os
sinais em & 75,8, 6 72,8, ¢ 67,2, 6 60,5 foram atribuidos a C-3, C-5, C-4 e C-6,
respectivamente. Os sinais de C-2 e do carbono do grupo metoxila apareceram
sobrepostos em §55,7. Os sinais em 9 36,2 e ¢ 30,4 foram atribuidos a C-16 e C-17,

respectivamente.
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Figura 4.63 — Espectro de RMN de 'H de 29 (DMSO-d;, 200 MHz).

Devido a sua baixa hidrossolubilidade, ndo foi realizada a obtencdo de quantidades

maiores desse material.

Os derivados monoméricos (6), (7), (18) e (27) (paginas 46, 50, 65 e 82) foram
desprotegidos também por reagéo de transesterificagdo, o que resultou na obtencao
dos analogos (30) (98%), (31) (95%), (32) (60%) e (33) (77%) respectivamente.
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Figura 4.64 — Estruturas dos galactosideos desprotegidos (30), (31), (32) e (33).

Esses derivados seriam utilizados como analogos dos dimeros para verificar a

existéncia ou nao de multivaléncia em testes bioldgicos.

O derivado 30 foi convertido em seu analogo reduzido 31 em uma reagao de
hidrogenacao catalitica (95% de rendimento). A reacdo deste com DIC e HOBT, em
presenga de 2-aminoetanol, forneceu a amida 34, com 47% de rendimento.

HO
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] HO  om
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N
~~"oH
34

i- H> —Pd/C, CH30H, t.a., 95%; ii) HoN(CH2)2OH, DIC,HOBT, 60°C, 47%

Figura 4.65 — Sintese da amida desprotegida (34) a partir de 30.

No espectro de RMN de 'H de 34 (Figura 4.66, pagina 89) foram observados dois
dupletos aparentes, um em J 7,13 e outro em ¢ 6,99, relativos aos sinais de

ressonancia dos hidrogénios aromaticos H-9/H-9’ e H-8/H-8’, respectivamente. Um
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dupleto centrado em 04,93 (J; » = 6,6 Hz) foi atribuido ao sinal de ressonancia de H-1.
Os sinais de ressonéncia dos demais hidrogénios do anel piranosila apareceram na
forma de um multipleto em ¢ 3,91-3,68. Foi observado um tripleto em ¢ 3,42 e outro
em ¢ 3,12, com constantes de acoplamentos 4,8 Hz, atribuidos a H-15 e H-14,
respectivamente. Um tripleto em § 2,80 e outro em ¢ 2,44, com constantes de

acoplamento de 6,7 foram atribuidos a H-12 e H-11, respectivamente.
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Figura 4.66 — Espectro de RMN de 'H de 34 (D,O, 300 MHz).

No espectro de RMN de "*C de 34 (Figura 4.67, pagina 90) foram observados os sinais
de ressonancia de C-1, C-2, C-4 e C-6, respectivamente em ¢100,9; 670,5; 68,4 e &
60,7. Os sinais em 6 75,3 e 6 72,5 foram atribuidos a C-3 e C-5, sendo sua atribuicao
intercambiavel. Além dos sinais dos carbonos aromaticos, foram observados também
os sinais dos carbonos metilénicos em 659,8, 641,1, 37,6 e 30,6, correspondentes

a C-15,C-14,C-12 e C-11.
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Figura 4.67— Espectro de RMN de "°C de 34 (D0, 75 MHz).

A

reagdo do derivado protegido 18 com 2-aminoetanol,

na presenca de

diisopropilcarbodiimida (DIC) e HOBT, forneceu a amida 35, com 69% de rendimento.

Em seguida, 35 foi submetido a uma reacdo de transesterificacdo, sendo obtido o

derivado desprotegido (36) (69% de rendimento).
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i- HoN(CH2)20H, DIC,HOBT, 60°C, 69%; ii- NaOCH3,CH3sOH, t.a., 69%

Figura 4.68 — Sintese da amida desprotegida (36) a partir de 18.
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No espectro de RMN de 'H de 36 foi observado um dupleto aparente em 87,01, com
constante de acoplamento de 8,2 Hz, relativo ao sinal de ressonancia de H-12. O sinal
largo em 66,85 foi atribuido a H-9 e o dupleto duplo aparente centrado em 66,72, com
constantes de acoplamento de 8,2 e 1,6 Hz, foi atribuido a H-11. Um dupleto centrado
em ¢ 4,90 foi atribuido ao sinal de ressonancia de H-1. Os sinais de ressonancia dos
demais hidrogénios do anel piranosila e dos hidrogénios do grupo metoxila
apareceram na forma de um multipleto em ¢ 3,90-3,63. Foi observado um tripleto em ¢
3,40 e outro em 63,12, com constantes de acoplamentos 5,7 Hz, atribuidos a H-17 e
H-16, respectivamente. Um tripleto em 6 2,78 e outro em ¢ 2,43, com constantes de

acoplamento de 7,0 Hz foram atribuidos a H-14 e H-13, respectivamente.
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Figura 4.69 — Espectro de RMN de 'H de 36 (D,0, 300 MHz).

No subespectro DEPT 135 de 36 (Figura 4.70, pagina 92) foram observados os sinais
de ressonancia de C-1, C-2, C-4 e C-6, respectivamente em 6101,2; §70,5; 68,4 e &
60,7. Os sinais em ¢ 753 e ¢ 72,6 foram atribuidos a C-3 e C-5, sendo
intercambiaveis. Além dos sinais dos carbonos aromaticos, foram observados também
0s sinais dos carbonos metilénicos em 659,9, 641,2, §37,5 e 30,9, correspondentes

a C-17, C-16, C-14 e C-13. O sinal do carbono da metoxila apareceu em 655,8.
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Figura 4.70 — Subespectro DEPT 135 de 36 (D.O, 75 MHz).

Para se obter derivados de maior valéncia, objetivou-se a sintese de tetrameros, para

se avaliar a existéncia de efeito cluster nos sistemas biolégicos a serem testados.

Foram sintetizados tetrdmeros cujo nucleo € o pentaeritritol (37), o tetracloridrato 38 ou

o tetracido 39. Os dois ultimos, derivados de 37.

NH, . HCI

HCI. H,N
H, . HCl
HCI. H,)

38

OH

HQ,
OH
H

3

OH
0] (0] o
o) o)
(0) 39

Figura 4.71 — Estrutura dos nucleos tetraméricos 37, 38 e 39.

O tetracloridrato 38 pode ser preparado com bons rendimentos pela reacao do

tetrabenzenossulfonato de pentaeritritila com azida de s6dio e subsequente reducao

do derivado tetrazido com excesso de hidreto de litio e aluminio (FLEISCHER, 1970).
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Adil e colaboradores utilizaram tetrabrometo de pentaeritritila e azida de so6dio na
obtencdo do derivado tetrazido, seguida pela reducdo de Staudinger (ADIL et al.,
2004). Essa reagao, que foi desenvolvida por Staudinger e Meyer em 1919, envolve o
tratamento de azidas com trifenilfosfina para produzir o intermediario fosfoazido, que
ao liberar nitrogénio gasoso da origem ao iminofosforano que é hidrolisado in situ,

originando a amina e o éxido de trifenilfosfina (Figura 4.72) (LINDSLEY et al, 2002).
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Figura 4.72 — Mecanismo proposto para a reacao de obtengao de derivados amino a partir de
azidas correspondentes pelo método de Staudinger (LINDSLEY et al, 2002).

A sintese realizada no presente trabalho foi adaptada da técnica de Adil e
colaboradores, tendo como uUnica modificacdo a substituicdo do tetrabrometo de
pentaeritritila por seu analogo tetratosilato 40, obtido a partir do pentaeritritol 37. A
reacao de 40 com azida de sédio levou a obtengédo do derivado tetrazido 41 e a sua
conversao em 38 foi realizada nas condi¢des de reagao de Staudinger (Figura 4.73).
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Figura 4.73 — Esquema de sintese do tetracloridrato 38 a partir do pentaeritritol
37

Utilizando-se esse método foi possivel obter o tetracloridrato (38) com 68% de

rendimento.

Por razbes de seguranca (devido ao alto potencial explosivo de azidas organicas), o
derivado tetrazido (41) ndo foi isolado, mas o solvente utilizado na extragéo da reagéo
(éter etilico) foi paulatinamente substituido por dioxano. A reagdo de redugéo foi
realizada em seguida para dar origem ao derivado tetramino, o qual foi precipitado na
forma do cloridrato (38) correspondente pela adigao de acido cloridrico na ultima etapa

da elaboragéo.

O nucleo tetracido (39) (Figura 4.74, pagina 95) foi preparado em duas etapas: 1-
reacao do pentaeritritol (37) com acido succinico protegido (42), obtido pela reacédo de
anidrido succinico (43) com o alcool benzilico 44 (ISOMURA et al, 2001), sendo obtido
0 nucleo protegido 45; 2- hidrogenacao catalitica (H,, Pd-C) de 45. O nucleo 39 foi

obtido com 22 % de rendimento global.
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Figura 4.74 — Sintese do nudcleo tetramérico (39) a partir de 37

No espectro de RMN de 'H de 45 foi observado um multipleto em &7,36-7,35, relativo
ao sinal de ressonancia dos hidrogénios aromaticos. Foi observado um simpleto em
0 5,14, relativo aos hidrogénios benzilicos H-7, um simpleto em & 4,15, relativo a H-2 e

um multipleto em 4 2,69-2,68, relativo a H-4 e H-5.
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Figura 4.75 — Espectro de RMN de 'H de 45 (CDCl; 300 MHz).
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No espectro de RMN de 'H de 39, foi observado um simpleto em & 4,18, relativo a H-5
e um multipleto em & 2,66-2,63, relativo a H-2 e H-3. Os simpletos em & 3,69 e 4,85,
foram atribuidos aos hidrogénios do solvente utilizado na hidrogenacdo de 45

(metanol).
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Figura 4.76 — Espectro de RMN de 'H de 39 (CDCl; 300 MHz).

O tetramero 46 (Figura 4.77, pagina 97) foi obtido, com rendimento de 65%, pela
reacao do aduto 19 com o tetracloridrato 38, na proporcao de 1,7 mol de galactosideo

para cada grupo amino do tetracloridrato, em presenca de trietilamina.
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Figura 4.77- Sintese do tetramero 46 a partir de 19

No espectro de RMN de 'H de 46 foi observado, entre outros sinais, um sinal largo em

0 7,50, relativo a um hidrogénio, atribuido hidrogénio amidico. Foram observados

também dois multipletos: um em 6 2,92-2,84 e outro em ¢ 2,68-2,59, relativos aos

hidrogénios metilénicos H-13 e H-14 respectivamente. O sinal dos hidrogénios H-15

apareceu sobreposto ao multipleto em 62,92-2,84 e de H-15" no multipleto em ¢ 2,68-

2,59.
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Figura 4.78 — Espectro de RMN de 'H de 46 (CDCl; 200 MHz).

No espectro de RMN de ®C de 46 (experimento DEPT 135) (Figura 4.79), foram

observados os sinais em 6 120,4, 6 120,2, 6 112,9, relativos a ressonancia de C-12, C-

11 e C-9, respectivamente. Foram observados os sinais de ressonancia de C-1, C-4,
C-2 e C-6 em 5 101,7; 5 68,8, 6 66,9 e 4 61,2, respectivamente. O sinal em & 70,9

e o sinal em § 70,7 foram atribuidos a C-3 e C-5, sendo essa atribuicao intercambiavel.

O sinal de ressonancia do carbono do grupo metoxila apareceu em & 56,0 e 0s sinais

dos carbonos metilicos dos grupos acetila de & 21,1 a § 20,6. Os sinais relativos aos
carbonos metilénicos C-14, C-13, e C-15 foram observados em & 38,2, 6 31,4 € 6 25,4.
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Figura 4.79 — Espectro de RMN de "*C-subespectro DEPT 135 de 46 (CDCl; 50MHz).

No espectro de massas de alta resolugéo (experimento de disssocia¢ao) de 46 (Anexo
) foi observado o pico de [M+H]" com m/z 2167,0476, além daqueles referentes aos

fragmentos de perda sequlenciais do residuo R (Figura 4.80, pagina 100), confirmando

sua obtencao.
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Figura 4.80 — Proposta para fragmentacdo do tetrdmero 46, em espectrébmetro de massas,

modo de ionizagéo eletronspray.

O tetramero (46) foi desprotegido por transesterificacdo (metdxido de sbédio em
metanol) o que resultou na obtengéo do analogo (47) com 50% de rendimento.
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Figura 4.81 — Sintese do tetramero desprotegido 47 a partir de 46.

No espectro de RMN de C de 47, foi observado um sinal em & 173,1 relativo a
ressonancia de carbono carbonilico de amida. Os sinais dos carbonos aromaticos C-8,
C-7, C-10 C-11, C-12 e C-9 foram observados em 6 149,4, 5 145,4, 6 135,1, 8 120,5,
116,0, & 113,2. Os sinais em & 101,4, 8 74,0, 8 75,8, & 70,8, 6 68,5 e & 60,8 foram
atribuidos a ressonancia dos carbonos do anel piranosila, C-1, C-5, C-2, C-3, C-4 e C-
6, respectivamente. O sinal em § 56,1 foi atribuido ao carbono do grupo metoxila e os
sinais em 6 38,8, 6 31,1, & 25,7 foram atribuidos a ressonancia dos carbonos
metilénicos C-14, C-13 e C-15.
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Figura 4.82 — Espectro de RMN de "®C-subespectro DEPT 135 de 47 (DMSO-dg; 100 MHz).

Para a obtencao do tetrdmero 59 foi proposto o plano se sintese mostrado na Figura

4.83, pagina 103.
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i)l NaOCHs, CHsOH. 0°C; i) CHs(CeHa)SO2CI, CsHsN, 0% iv)

NaNs, DMF, 60°C; v) NaH, BnBr, DMF, t. a.; vi) (CeHs)sP, t.a.; vii - anidrido succinico (43), DMAP, t.a.; viii-
(COCl)2, CsHsN, DMAP, t.a.; ix- pentaeritritol (37), CHsCH2N, DMAP, t.a.; x- Ho/Pd-C, t.a..

Figura 4.83 - Plano de sintese de 59 a partir de 48
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Assim, inicialmente, foi realizada a glicosilagao de 4-metoxifenol (49) com o per-O-
acetil-D-manose em presenga de &cido trifluorometanossulfénico, sendo obtido o
manosideo de 4-metoxifenila (50) com 96 % de rendimento (MORI et al., 1989).

OH OAc

¢!
49 50 OCH;

i) per-O-acetil-D-manose, CF3SOsH, Ar, CH.Cly, t.a., 96%;

Figura 4.84 — Sintese do manosideo de 4-metoxifenila (50) a partir de 49

Esse método de glicosilacdo de fendis é classico quando se utiliza o carboidrato
totalmente acetilado como material de partida. Outros acidos de Lewis podem ser
utilizados como catalisadores (tetracloreto de estanho, acido para-toluenossulfénico e
solucao etérea de trifluoreto de boro) (JACOBSSON et al., 2006).

No espectro de RMN de 'H de (50) (Figura 4.85) foi possivel observar dois dupletos
aparentes, um em ¢ 7,03 e outro em ¢ 6,84 com constante de acoplamento de 9,1 Hz
foram atribuidos aos hidrogénios do anel aromatico para-dissubstituido (H-8, 8’ e H-9,
9’, respectivamente).

Foram observados, também, os simpletos correspondentes aos sinais de ressonancia
dos hidrogénios metilicos dos grupos acetila (de 02,20 a 6 2,04) e um simpleto em ¢

3,78, relativo aos hidrogénios do grupo metoxila.
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Figura 4.85 — Espectro de RMN de 'H de 50 (CDCls, 300 MHz).

Foi possivel observar um dupleto duplo em 65,56, com constantes de acoplamento de
10,0 Hz e 3,6 Hz, correspondente ao sinal de ressonancia de H-3, um multipleto em ¢
5,45-5,41, correspondente aos sinais de ressonancia de H-1 e H-2, um tripleto
centrado em ¢ 5,36, com constante de acoplamento de 10,0 Hz, relativo a H-4, um
dupleto duplo centrado em J 4,29, com constantes de acoplamento de 12,9 e 5,1 Hz,

correspondente a H-6, além do multipleto em 64,17-4,07, relativo a H-5 e H-6".

No espectro de RMN de C de 50 (Figura 4.86, pagina 106) foram observados os
sinais de ressonéancia de C-1, C-2, C-4 e C-6 em ¢ 96,6; ¢ 69,0; 6 66,0 e 0 62,2,
respectivamente. O sinal em § 69,5 e o sinal em § 68,9 foram atribuidos a C-3 e C-5,
sendo essa atribuicao intercambiavel. Além dos sinais dos carbonos aromaticos, foram
observados também quatro outros de §170,5 a 6 169,8 correspondentes aos carbonos
carbonilicos. Os sinais de ressonancia dos carbonos metilicos foram observados de &
20,9 a ¢ 20,7. O sinal de ressonancia do carbono do grupo metoxila apareceu em &
55,6.
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Figura 4.86 — Espectro de RMN de '*C de 50 (CDCl;, 75 MHz).

O manosideo 50 foi submetido a uma reagao de transesterificagéo para a obtencao do
analogo desprotegido 51 com 94 % de rendimento (MORI et al., 1989).

OAc H

_0 H -0

AcO. iy H

N \O\ h \O\
OCH, OCH,

i) NaOCHs, CHzOH, 0°C, 94%;

Ac
Ac

Figura 4.87 — Sintese do manosideo desprotegido 51 a partir de 50.

No espectro de RMN de 'H de 51 foram observados, entre outros sinais, trés
multipletos (de o 4,09 a ¢ 3,62) correspondentes aos sinais de ressonancia dos
hidrogénios do anel piranosila e do grupo metoxila. Foi observado, além dos sinais dos
hidrogénios aromaticos, um dupleto em ¢ 5,40, com constante de acoplamento de 1,5

Hz, relativo a H-1.
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Figura 4.88 — Espectro de RMN de 'H de 51 (CD;0D, 300 MHz).

No subespectro DEPT135 de 51 (Figura 4.89), foram observados, entre outros sinais,
aqueles relativos a C-1, C-2, C-4 e C-6 em ¢ 99,2, 6 69,9, J 66,6 ¢ J 60,6,
respectivamente. Os sinais de atribuicdo intercambiavel de C-5 e C-3 apareceram em
073,3¢e 070,4.
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Figura 4.89 — Subespectro DEPT 135de 51 (CD;0OD, 75 MHz).

A ativacdo da hidroxila de C-6 de 51, pela reagdo com cloreto de mesila, levou a
obtencdo do derivado 6-mesil-6-desoxi (52), que foi utilizado na etapa seguinte sem

purificagdo posterior.

A reacdo de 52, impuro com azida de s6dio em DMF levou a obteng&o do derivado 6-
azido-6-desoxi desprotegido (53) com 27 % de rendimento, nas duas etapas.

N
H H 3 0 - H
H -0 i -0
S— H
H ; 4 H ii
N KO\
OCH;

i) CH3SO:Cl, CsHsN, 0° C; i) NaNs, DMF, 60°C; 27%

OCH;

e ——

27%

Figura 4.90 — Sintese do manosideo 6-azido-6-desoxi 53 a partir de 51.
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A perbenzilacdo de 53 levou a obtencdo do derivado 54 com 46% de rendimento
(Figura 4.91). A utilizacdo desse grupo protetor permite sua retirada por uma reagao
de hidrogenacao catalitica, compativel com o grupo éster obtido na formacdo do
dendrimero. O baixo rendimento nessa etapa de sintese foi atribuido as dificuldades
de purificagao do produto obtido e impossibilidade de recristalizagéo, ja que € um 6leo.
A etapa seguinte foi a reducdo quimiosseletiva do grupo azido nas condi¢des de
Staudinger (como descrito anteriormente, pagina 66) o que levou a obtencdo do
derivado 6-amino-6-desoxi 55, que foi utilizado na etapa subseqiiente, sem

purificaco.

N N OBn H,N. OBn

Bnl -Q Bn -0

i Bn — Bn

OCH; OCH;3 OCH;

i) NaH, BnBr, DMF, t. a., 46% : ii) a) (CsHs)sP, t. a., b) NaOH 10%, 90°C

Figura 4.91 — Sintese do manosideo 6-amino-6-desoxi (55) a partir de 53.

A reacao de (55) com anidrido succinico levou a obtencao do derivado acido (56).

o
H,N OBn
HO JH
Bn -Q N OBn
O@
OCH;

i- anidrido succinico (43), DMAP, t. a.,

Figura 4.92 — Sintese do derivado acido carboxilico (56) a partir de 55

No espectro de RMN de 'H de 56 (Figura 4.93, pagina 110) foi observado o multipleto
em 9§7,38-7,23, relativo a ressonancia dos hidrogénios aromaticos dos grupos benzila.
Um dupleto aparente centrado em 66,88, com constante de acoplamento de 9,2 Hz e
outro centrado em 66,80 com constante de acoplamento de 9,2 Hz foram atribuidos a
ressonancia de H-8, H-8 e H-9, H-9". Um sinal largo em ¢ 6,30 foi atribuido ao
hidrogénio do grupo NH. O sinal de ressonancia do H-1 apareceu como um simpleto
em 05,41. O multipleto em 64,89-4,61 foi atribuido a ressonancia dos seis hidrogénios

benzilicos. O sinal de ressonancia do H-2 aparece na forma de um dupleto duplo, com
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constantes de acoplamento de 8,5 e 2,5 Hz, centrado em 6 4,08. Um multipleto em &
3,97-3,92 foi atribuido a H-4. Outro multipleto em ¢ 3,88-3,73 foi atribuido a H-3 e H-5.
O sinal de ressonancia dos hidrogénios do grupo metoxila apareceu em ¢ 3,70. O
multipleto em §3,66-3,36 foi atribuido a H-6 e H-6".

Também foram observados dois multipletos, um em ¢ 2,43-2,41 e outro em ¢ 2,30-

2,28, atribuidos aos hidrogénios metilénicos H-13 e H-12, respectivamente.

5.0 0.C

Figura 4.93 — Espectro de RMN de 'H de 56 (CDCls;, 300 MHz).

No subespectro DEPT 135 de 56 (Figura 4.94, pagina 111) foram observados os sinais
de ressonancia dos carbonos aromaticos hidrogenados dos grupos benzila de 6 128,5
a 0 127,7. Os sinais em 6 117,8 e 6 114,7 foram atribuidos a C-8/C-8 e C-9/C-9,
sendo intercambidveis. Os sinais em 6 96,9, 6 79,7, 6 75,5, 6 74,6, 6 71,1 e 6 39,9
foram atribuidos a C-1, C-2, C-3, C-5, C-4 e C-6, respectivamente. O sinal em § 55,6
foi atribuido ao carbono do grupo metoxila. Os sinais em 675,2, 673,0 e 6 72,4 foram
atribuidos aos carbonos benzilicos. Os sinais de ressonancia dos carbonos

metilénicos do grupo succinoila apareceram sobrepostos em ¢31,5.
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Figura 4.94 — Subespectro DEPT 135 de 56 (CDCl3, 75 MHz).

O acido carboxilico 56 foi convertido no cloreto de acido correspondente (57) pela
reacao com cloreto de oxalila (ANTONI et al., 2007, ADAMS; ULICH, 1920). O material
obtido nessa etapa foi utilizado, sem purificagéo, na etapa seguinte, considerando-se

100 % de rendimento.

(0]
H JH
N OBn
Bn

i- (COCl)2, CsHsN, DMAP, t.a.

Figura 4.95 — Sintese do cloreto de acido 57 a partir de 56.

O tetramero protegido 58 (Figura 4.96, pagina 112) foi obtido pela reacdo de 57 com
pentaeritritol na propor¢gdo molar de 6:1, com 18 % de rendimento. Em condi¢des de
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hidrogenacao catalitica foram removidos os grupos protetores das hidroxilas, sendo
obtido o dendrimero (59) com 84 % de rendimento.

OBn

H %
OBn BnO_ ¢ OCH; OH o L
OB v X { [9
¢ " O N, HO
(o] ” (0} HC
C \ H;C H
y I'd 0, BnOgn¢f 0N
H,C p OH Q
0 HQ OH m °
OBn Q i N 0 H
BnQ OB | A 0, ,
n [9 SH N OH
o
AN O\E/\/H\N/“ -Q
0 Bn

4C
== \©\ == OCH;
OCH;

i- (CH3CHz)3sN, DMAP, t.a. ii- Ho/Pd-C, t. a., 84%.

Figura 4.96 — Sintese do tetramero desprotegido (59) a partir de 57.

No espectro de RMN de 'H de (58) (Figura 4.97) foi observado o multipleto em &7,40-
7,28, relativo a ressonancia dos hidrogénios aromaticos dos grupos benzila. Um
multipleto em ¢ 6,82-6,75, correspondente aos quatro hidrogénios aromaticos da
aglicona. Um simpleto largo em ¢ 8,96 foi atribuido ao hidrogénio do NH. O sinal de
ressonancia do H-1 apareceu em ¢ 5,38, na forma de um dupleto, com constante de
acoplamento de 1,5 Hz. O multipleto em ¢ 5,02-4,68 foi atribuido a ressonancia dos
seis hidrogénios benzilicos. Um multipleto de 64,13 a 6 3,75 foi atribuido aos demais
hidrogénios do anel piranosila, do grupo metoxila e aos hidrogénios metilénicos do
nucleo. Dois multipletos, um em 6 2,76-2,72 e outro em ¢ 2,60-2,56 foram atribuidos

aos hidrogénios metilénicos do grupo succinoila.
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Figura 4.97 — Espectro de RMN de 'H de 58 (CDCl,, 300 MHz).

Para obtencao do derivado monomérico correspondente a 58, o derivado 6-azido-6-
desoxi 53, submetido as condi¢cdes de hidrogenacao catalitica, forneceu a amina
andloga (60). A reacdo de peracetilagdo desta levou ao derivado 61 com 84% de

rendimento nas duas etapas (Figura 4.98).

OCH;

‘ 84% [
i- Ho/Pd-C, t.a ii) Ac20, AcONa, 80°C, 84%
Figura 4.98 - Sintese do derivado acetamido 61 a partir de 53.

No espectro de RMN de 'H de 61 foi observado um dupleto aparente em & 6,99 e,
outro, em J 6,85, ambos com constante de acoplamento de 9,0 Hz, correspondentes
aos sinais de ressonancia dos hidrogénios aromaticos. Um tripleto largo em & 5,66,
com constante de acoplamento de 5,9 Hz, foi atribuido ao sinal de ressonancia do
hidrogénio amidico. Os sinais do anel piranosila apareceram em ¢§ 5,52-3,21. Além
desses, foram observados um simpleto em ¢ 3,78, relativo aos hidrogénios do grupo

metoxila e outro simpleto em § 1,87, correspondente aos hidrogénios metilicos do
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grupo acetamido. Trés simpletos localizados em d 2,22, § 2,09 e J§ 2,03 foram
atribuidos aos hidrogénios dos trés grupos acetoxila.

2.264

ppm (t1)

Figura 4.99 — Espectro de RMN de 'H de 61 (CDCls, 300 MHz).

No espectro de RMN de *C de 61 (Figura 4.100, pagina 115), foram observados os
sinais correspondentes aos carbonos carbonilicos de §170,1 a 6 169,9 e aos carbonos
aromaticos de 0 155,5 a 6 114,7. Os sinais em §96,3, §69,8, 69,5, 68,8 e 066,9
foram atribuidos C-1, C-2, C-5, C-3 e C-4, respectivamente. O sinal de ressonancia de
C-6 apareceu em ¢ 39,4 e foi confirmado no subespectro DEPT135. Em ¢ 55,7 foi
observado o sinal de ressonancia do carbono da metoxila. O sinal do carbono metilico
do grupo acetamido foi observado em ¢ 23,0. Os sinais de ¢ 20,9 a ¢ 20,6 foram

atribuidos aos carbonos metilicos dos trés grupos acetoxila.
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Figura 4.100 — Espectro de RMN de '*C de 61 (CDCl,, 75 MHz).

A reacado de transesterificacdo de (61) com metéxido de sodio/metanol levou a
obtencao da amida desprotegida (62) com 88% de rendimento.

0) o
N H C)\\ N.
C)\\ s s
Hj OAc 3 OH

_0
Ac -0 : H
AcO. - = H

(0}
OCH; OCH;3

i- NaOCHgs, CH30H, 0°C, 88%

Figura 4.101 — Sintese da amida desprotegida 62 a partir de 61.

No espectro de RMN de 'H de 62, foram observados dois dupletos aparentes, um em
o0 7,07 e, outro, em ¢ 6,94, ambos com constante de acoplamento de 9,3 Hz,
correspondentes aos hidrogénios aromaticos. Um dupleto em ¢ 5,45, com constante
de acoplamento de 1,5 Hz foi atribuido a H-1 e um multipleto entre 64,11-4,09, a H-2.
Um dupleto duplo em ¢ 3,93, com constantes de acoplamento de 9,3 e 3,4 Hz foi
atribuido ao H-3. O sinal de ressonancia dos hidrogénios do grupo metoxila apareceu
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como um simpleto em ¢ 3,80. O multipleto em & 3,78-3,57 foi atribuido aos sinais de
ressonancia de H-4, H-5 e H-6. O sinal de ressonancia de H-6" apareceu na forma de
um dupleto duplo em ¢ 3,25, com constantes de acoplamento de 13,9 e 7,6 Hz. Um

simpleto em 61,83 foi atribuido aos hidrogénios metilicos do grupo acetamido.
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Figura 4.102 — Espectro de RMN de 'Hde 62 (D0, 300 MHz).

No espectro de RMN de '*C de 62 (Figura 4.103), o sinal de ressonancia do carbono
carbonilico do grupo acetamido apareceu em 6 173,3. Os sinais relativos aos carbonos
aromaticos apareceram entre 0154,7 a 6 114,7. Os sinais em 98,7, 671,5, 70,6,
70,2 e 68,4 foram atribuidos a C-1, C-2, C-5, C-3 e C-4, respectivamente. O sinal do
carbono do grupo metoxila apareceu em ¢ 55,5. O sinal de ressonancia do carbono
metilénico C-6 apareceu em ¢ 39,9 e foi confirmada sua atribuicdo pelo subespectro

DEPT135. Em §21,5 foi observado o sinal do carbono metilico do grupo acetamido.
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Figura 4.103 — espectro de RMN de *C de 62 (DMSO-ds, 75 MHz).

Glicodendrimeros derivados de manopiranosideo de etila tém sido testados em varios
sistemas biolégicos visando interferir em processos de reconhecimento mediados pela
lectina DC-SIGN (REINA; ROJO, 2006; ZIEGLER; HERMAN, 2008). Assim, nesse
trabalho foi planejada a sintese de um derivado tetramérico do manopiranosideo de

etila.

A partir do manosideo alifatico (63), disponivel no laboratério, (ARCE et al., 2003) foi
feita a tentativa de sintese do tetramero (66). Inicialmente o derivado azido foi
submetido a uma reacao de perbenzilacado para prote¢do dos grupos hidroxila, seguida
da reducao quimiosseletiva do grupo azido (Figura 4.72) nas condigbes de Staudinger

(pagina 93)

O derivado manosideo amino foi submetido a reacdo de acoplamento com 39 em
presenca de DIC, HOBT (REINA, et. al., 2007). O tetramero 66 foi obtido com 14% de

rendimento.
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i- NaH, BnBr, DMF, t. a.; i-(C¢Hs)sP, t.a. ii- (39), DIC, HOBT, 1. a., 14%, iv- Ho/Pd-C, t.a.

Figura 4.104 - Esquema de sintese do derivado tetramérico (66) a partir de 63.

No espetro de RMN de 'H de 66 foi observado um multipleto em & 7,37-7,18, relativo
aos hidrogénios aromaticos dos grupos benzila. Um tripleto largo em ¢ 6,48, com
constante de acoplamento de 5,5 Hz, foi atribuido ao hidrogénio do NH. O multipleto
em o 4,90-4,49 foi atribuido a ressonancia dos oito hidrogénios benzilicos. Um sinal
largo, em 64,10, foi atribuido ao sinal de ressonéncia dos hidrogénios metilénicos do
nucleo, H-12. Um multipleto em § 3,89-3,37 foi atribuido aos hidrogénios do anel
piranosila, e aos hidrogénios metilénicos vicinais da aglicona. Dois multipletos, um em
02,61-2,51 e outro em ¢ 2,34-2,32 foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos do

grupo succinila (H-10 e H-11).
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Figura 4.105- Espectro de RMN de 'H de (66) (CDCl3, 300 MHz).

Foi realizada a tentativa de desprotecao para obtencao do tetramero desprotegido 67.
Entretanto, na reacdo de desprotecao foram obtidos 2 mg de um mistura complexa
que foi desprezada.

Seguindo sequiéncia de sintese semelhante aquela descrita para a obtencdo de 59
(pagina 112), foram realizadas tentativas de obtencdo de dois outros tetrdmeros: um
de configuragdo galacto e outro de configuragao glico, pelo acoplamento do glicosideo
correspondente com o nucleo 39.

Inicialmente foi sintetizada a aglicona (70) a partir de 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido
(15) (Figura 4.106, pagina 120). O derivado acido carboxilico (68) foi preparado pela
reacdo do aldeido aromatico com acido malénico em piridina nas condigbes de
Doebner (pagina 46). Em seguida, foi realizada a reducdo da ligagao dupla por
hidrogenacao catalitica.
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i- HOOCCH2COOH, CsHsN, CsH11N, 75°C, 67%; ii- Hz, Pd-C, 91%; iii- NaBH4, BF3.Et20,
THF, 1. a., 91%;

Figura 4.106 — sintese da aglicona 70 a partir de 15.

No espectro de RMN de 'H de 69 (Figura 4.107) foi possivel observar dois tripletos em
0 2,83 e 02,57 com constantes de acoplamento de 7,6 Hz, correspondentes aos
hidrogénios metilénicos H-7 e H-8, respectivamente. Foi observado também um
simpleto em ¢ 3,82 correspondente ao sinal de ressonancia dos hidrogénios do grupo
metoxila e um simpleto largo em ¢ 5,04, relativo a hidroxila. Os sinais de ressonancia
dos hidrogénios aromaticos foram observados como dois dupletos aparentes, um com
constante de acoplamento de 1,9 Hz (6 6,79) e outro com constante de 7,8 Hz (§6,72),
correspondentes aos hidrogénios H-3 e H-6, respectivamente. Um dupleto duplo
aparente em 66,65, com constantes de acoplamento de 7,8 e 1,9 Hz, foi atribuido ao
sinal de ressonancia do hidrogénio H-5.
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Figura 4.107 — Espectro de RMN de 'H de 69 (CD;0D, 300 MHz).
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A reducao do acido carboxilico ao alcool correspondente (70) foi realizada pela reagao
deste com borano preparado in situ, utilizando-se boridreto de sddio e solugéo etérea
de trifluoreto de boro (LOBBEN, et al, 2004). Nessa reacao, € formado o borano pela
reducao do trifluoreto de boro pelo boridreto de sédio. Em seguida, o borano reagindo
com o 4cido carboxilico da origem ao triacilborato, com liberagdo de gas hidrogénio. O
triacilborato é reduzido, dando origem a um intermediério trialcoxiboroxina, que,
reagindo com agua, leva a formagéao do alcool e acido bérico (LOBBEN, et al, 2004).

3NaBH, + 4BF; —» 2B,H; 4+ 3NaBF,

3RCOOH + BH; ——» (RCOO);B + 3H;

?CHZR
0 0] B
J LI A
.. B <> _B — —
R Q\/B > R™ o7 > RCH,0™ Po B\OCHZR

3RCH,OH + 3B(OH);

Figura 4.108 — Mecanismo proposto para redugédo de um acido carboxilico a

alcool correspondente por reagdo com borano (LOBBEN, et al, 2004).

No espectro de RMN de 'H de 70 (Figura 4.109) foram observados entre outros sinais,
um tripleto em ¢ 3,55 com constante de acoplamento de 6,5 Hz, relativo a H-9, um
multipleto em 62,61-2,52, relativo aos hidrogénios benzilicos H-7 e outro multipleto em

01,84-1,75, correspondentes ao hidrogénio H-8.
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Figura 4.109 — espectro de RMN de 'H de 70 (MeOD, 300 MHz).

A partir da D-glicose (71) foi preparado seu intermediario peracetilado (72) e, em
seguida o brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glicopiranosila (73) com rendimento
médio de 61% nas duas etapas. Para isso foram utilizadas condigbes descritas

anteriormente (pagina 43).

OH
0} OAc OAc
HO i o) ) ]
H OH ——> Ac _ % 5 Ac
OH Ac OAc Ac
OAc OAc
71 72 73 r

i- Ac20, NaOAc, 80 C, 70%; ii- HBr, AcOH, 0 C, 95%.

Figura 4.110 — obtencao do brometo de glicopiranosila (73) a partir da D-glicose (71).

O derivado (70) foi glicosilado pela sua reagdo com acetobromogalactose (3) ou
acetobromoglicose (73) para se obter os glicosideos (74) e (75) com 57% e 48% de

rendimento, respectivamente.
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70 74X =0Ac, Y =H

HO - 75X =H,Y = OAc

i-acetobromogalactose (4) ou acetobromoglicose (73), LiOH . H20, (CH3)2CO, H20,
Figura 4.111 — Sintese dos glicosideos 74 e 75 a partir de 70.

Para cada glicosideo, a hidroxila alcodlica foi ativada pela reacao com cloreto de
metanossulfonila. Seguiu-se a reacao de substituicdo pelo grupo azido, desprotegao
das hidroxilas, perbenzilagcao e redugédo quimiosseletiva do grupo azido (Figura 4.112).
As condicoes de reagao para cada etapa estao descritas anteriormente (paginas 108 e

109).

X OAc - OAc X ohc
Y 3 . CH; ii
Ac 4" Y I a{“
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OAc ol OAc i OAc
O\IFBCHJ N3

0 78X =0Ac,Y=H

74 X=0Ac, Y =H 76X=0Ac,Y=H
75X =H, Y=0Ac 77X =H, Y=0Ac DX =H,Y=0Ac lﬁi
X _OBn OBn
CH;
Y CH; - M N iv OH
Bn B -~ CH;
OBn OBn Y 3
N3 H
NH, OH
- - N3
84X=0Bn,Y=H 82X=0Bn,Y=H 80X OH, Y =H
85X =H,Y=0Bn 83X=H,Y=0Bn 81X=H,Y=0H

Tl 0 ¢0
5\ ) 86X =0Bn,Y=H
U&L‘ $7X=H,Y=0Bn
N
OBn h

|
H
OBn
Bn Y
OCH; BnO

X

i- CH3S0,Cl, CsHsN, 02 i NaNs, DMF, 60°C; iii- NaOCHa, CHsOH, 0°C; iv- NaH, BnBr, DMF, t. a.;
v-(CeHs)sP, t.a., NaOH 10 %, 90 °C, vi- (39), DIC, HOBT, t.a.

Figura 4.112 - Esquema de sintese para tentativa de obtencao dos tetrameros 86 e 87 a partir

de 74 e 75, respectivamente.
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A reacao de acoplamento com o nucleo (39) foi realizada em presenca de EDC, NHS
tendo DMF como solvente. Todavia, tanto para a série glico quanto galacto, nao foram
obtidos os tetrameros. Na andlise da reagéao foram isolados materiais de partida ou
substancias em quantidades insuficientes para analise. A utilizacdo de outros agentes
de acoplamento (DIC, HOBT) n&o resultou na obtencao dos tetrameros.

Em uma nova tentativa de sintese do tetramero de galactose 86, o derivado amino 84
foi convertido no acido 88, por reagcdo com anidrido succinico. Em seguida, 88 foi
convertido no derivado cloreto 89 (Figura 4.113, pagina 125) por reagdo com cloreto
de oxalila.

No espectro de RMN de 'H de 88 foi observado um multipleto de § 7,46-7,22, relativo
aos hidrogénios aromaticos dos grupos benzila. O sinal relativo ao H-12 foi observado
como um dupleto em 3 7,10, com constante de acoplamento de 8,1 Hz. Um simpleto
em 9 6,62 foi atribuido ao sinal de ressonancia de H-9 e um multipleto em 6 6,68-6,61,
a H-11. O tripleto largo, com constante de acoplamento de 5,6 Hz em & 6,28, foi
atribuido ao hidrogénio do grupo NH. O sinal do hidrogénio do grupo OH foi observado
como um sinal largo centrado em & 6,10. O sinal de ressonancia de H-1 apareceu
sobreposto aos sinais dos hidrogénios benzilicos em & 5,29-4,30. Um dupleto duplo
em 3 4,14, com constantes de acoplamento de 9,4 e 8,0 Hz, foi atribuido a H-2. O sinal
de ressonancia de H-4 foi observado como um dupleto, com constantes de
acoplamento de 2,6 Hz em §3,95. Um simpleto em & 3,78 foi atribuido aos
hidrogénios do grupo metoxila. Os sinais de H-3, H-5, H-6 e H-6" apareceram como
multipleto em & 3,72-3,56. Em & 3,23-3,25 foi observado um multipleto, relativo aos
hidrogénios metilénicos H-18. Os sinais de H-15 e H-17 apareceram sobrepostos em &
2,73-2,49. Dois multipletos, um em & 2,49-2,36 e outro em & 1,85-1,71 foram atribuidos
aos hidrogénios metilénicos H-13 e H-14, respectivamente.
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Figura 4.113 — Espectro de RMN de 'H de 88 (CDCls; 300 MHz)

O cloreto de acido 89 foi submetido a reagdo com o pentaeritritol (37) em presenca de

DIC e HOBT. Entretanto, néo foi observada a formagao do tetramero esperado.
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i- anidrido succinico (43), DMAP, t. a., , ii- (COCI)2, CsHsN, DMAP, t.a.;.iii- (37), DIC, HOBT, t. a.

Figura 4.114 - Esquema de sintese do tetramero 86 a partir de 84
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Para servir como controle para os testes biologicos, foi sintetizado o tetramero 90 a
partir da reagao da etanolamina com o nucleo 39, em presencga de DIC e HOBT, com
rendimento de 12%. Assim, caso fosse observada atividade dos glicodendrimeros
tetraméricos de mesmo nucleo, seria possivel verificar a importancia do carboidrato na
interacdo. A presenca de um pico de m/z 731 [M + Na]" no espectro de massas

(eletronspray) indicou a obtencao desse derivado.
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39 OH 20 h

i—H,NCH,CH,OH, DIC, HOBT, DMF 40 °C

Figura 4.115 — Obtenc¢ao do tetramero 90 a partir de 39

4.3 Testes de interacao com lectinas

4.3.1 Avaliagdo da interagdo com DC-SIGN pela técnica de Ressondncia de Superficie

Plasménica

4.3.1.1 - Experimento

O experimento foi realizado de acordo com a seqléncia descrita nas paginas 206 e
207. Foi realizada a analise da interacao do tetramero 59 com a lectina DC-SIGN.
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Figura 4.116 — Estrutura do tetramero (59)

OCH3

Inicialmente, a superficie do chip CM4, que é recoberta com grupos carboximetila, foi
funcionalizada com a proteina estreptactina. Para isso, a superficie do chip foi tratada
com estreptactina em presenca de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e
N-hidroxissuccinimida (NHS). A quantidade de solugao de estreptactina foi variavel de
acordo com a concentragao de proteina ligada que se desejava em cada canal.

Para se evitar interagdes nao especificas da superficie do chip foi injetada uma
solucao de etanolamina para bloquear os grupos carboxilatos que nao reagiram com a
estreptactina.

O excesso de etanolamina foi retirado pela injecdo de solucao de acido cloridrico.

Uma vez que a superficie estava funcionalizada com a estreptactina, seguiu-se a
injecdo de uma solugédo de DC-SIGN ligada ao octapeptideo estrep-tag Il (Trp-Ser-His-
Pro-GiIn-Phe-Glu-Lys). A alta afinidade desse peptideo pela estreptactina permite a
funcionalizagdo da superficie com a lectina e o chip esta pronto para a medida da
interacao da lectina com os derivados a serem testados.

DC-SIGN

OH
Estrep-tag ?m): NH
N 2
h
. —H
Estreptactina NH;
] Estrep-tag Il

Figura 4.117 - Representacdo esquematica da interagao do octapeptideo estrep-tag Il ligado a
lectina DC-SIGN com uma superficie funcionalizada com estreptactina.
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4.3.1.2 Analise dos resultados

O aumento do indice de refracdo em consequiéncia da ligacdao ou interacao de
substancias na superficie metalica do sensor pode ser representado em um grafico
que relaciona a diminuigdo da reflectancia da luz incidente com a variagdo do angulo
de incidéncia (Figura 4.118 A).

A B
Refl. . UR
—
AB
AD Angulo de incidénci; tempo

Figura 4.118 — Representagédo esquematica de dois tipos de graficos que podem ser obtidos
em um experimento utilizando RSP. Em A, € observada a relagdo da reflectancia de luz
incidente na superficie metalica com seu angulo de incidéncia. Em B, é obtido um grafico que
relaciona a resposta experimental (UR — unidade de resposta) com o tempo de interagdo de um
ligante com o substrato.

Esse grafico pode ser transformado em outro que relaciona a resposta da superficie
com o tempo de interagao do ligante com o substrato (Figura 4.118 B). Nesse segundo
grafico, a altura da curva reflete a variagéo no indice de refracdo, ou seja, se relaciona
com a quantidade de massa que naquele instante esta interagindo com a superficie

metalica funcionalizada.

Em um experimento tipico utilizando-se essa técnica, é observado no grafico do tipo B,
um aumento abrupto na resposta quando a superficie € funcionalizada (captura da
lectina, DC-SIGN, no caso) e a curva atinge um platé que representa a saturacao da
superficie. Em seguida, é realizada a lavagem e uma solugdo de «-1,3-0-1,6-
manotriose-BSA (glicoconjugado cuja porgao protéica € a albumina do soro bovino). A
estabilidade da curva no grafico esta relacionada com a estabilidade da
funcionalizagao da superficie metélica. Em uma segunda lavagem, o glicoconjugado é
retirado e a solugao contendo o glicodendrimero € injetada. Um aumento de resposta
€ observado quando é detectada a interagdo com a lectina imobilizada.
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Glicodendrimero
captura a8 carboidrato-BSA
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T
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tempo

Figura 3-119 — Representacado esquematica de um grafico obtido ao final de um experimento
de RSP. E observado um aumento da resposta quando acorre a captura da lectina. Em
seguida é realizada a lavagem e uma solugdo de um glicoconjugado é injetada para a
avaliagao da funcionalidade do chip. Apés segunda lavagem, uma injecdo de solugdo do
glicodendrimero é injetada. Se a interacdo é detectada ocorre um aumento na resposta,
relacionada com uma nova inflexdo na curva.

O tetramero 59 foi utilizado em uma concentragdo de 450 umol/L.
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Figura 4.120 — Sensograma obtido pela funcionalizacdo do chip CM4 com DC-SIGN-estrep-
tag-estreptactina. Foram obtidas trés curvas de acordo com a concentracdo de lectina. Nao
houve modificagcao das curvas quando 59 foi injetado.

No experimento foram utilizadas trés concentragées de DC-SIGN ligada a superficie
do chip. As curvas foram obtidas pela funcionalizagcdo de cada canal, sendo a curva
cheia a de maior concentragéo de lectina. Em seguida, foi avaliada a capacidade de
interacdo da lectina com residuos de manose pela injecao de uma solugao de a-1,3-o-
1,6-manotriose-BSA. Apéds lavagem, a solucao do tetramero foi injetada.

Nao foi observada mudanga significativa na curva obtida para nenhuma das
concentracdes de DC-SIGN. Assim, ndo foi possivel detectar a interagao de 59 com a




Resultados e discussao 130

essa lectina, nas condicdes do experimento. Entretanto, derivados octaméricos e
dodecaméricos da D-manose apresentaram atividade nesse experimento (FIESCHI;
ROJO, 2007, comunicacdao pessoal). Supostamente, o niumero de unidades de D-
manose apresentado ndo foi suficiente para a interacdo ou o tamanho do espacgador

néo foi suficiente para uma interagdo multivalente.

4.3.2 - Avaliagdo da inibicdo da hemaglutinacdo mediada pela lectina de Erythrina
cristagalli

Os monémeros 33 e 35 e os respectivos dimeros 11 e 21 foram submetidos a teste de
inibicdo da hemaglutinagdo mediada por Erythrina cristagalli.

Y H OH

OH
OH

Figura 4.121- Estrutura dos derivados avaliados quanto a sua capacidade de inibicdo da

hemaglutinacdo mediada pela lectina de Erythrina cristagalli.

A poder de inibigdo da hemaglutinagdo mediada pela lectina foi determinado para cada
derivado em relag@o a D-galactose (Tabela 1).

Foi observado que os mondémeros apresentaram uma poténcia de inibicdo quatro
vezes maior que da D-galactose e os dimeros apresentaram poténcias relativas de 10

e 11 vezes, respectivamente.
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Tabela 1- Poténcia relativa de inibicdo da hemaglutinacdo mediada por lectina de Erythrina

cristagalli pelos mondmeros 34 e 36 e os dimeros 11 e 21, tendo D-galactose como referéncia.

Substancia Poténcia relativa
Galactose 1
34 4
36 4
1 11
21 10

Como esperado, nao foi observado efeito cluster para esse sistema uma vez que tanto
a lectina quando o carboidrato sdo diméricos. Os dimeros apresentaram efeitos de
2,52 e 2,50 vezes maiores que seus respectivos mondmeros o que pode ser explicado
pela dupla apresentacao do residuo galactosideo em cada um.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Resumo

Neste capitulo s@o descritos os métodos de sintese utilizados para obtencdo e
caracterizacio dos derivados descritos nesse trabalho.

Foram sintetizadas 75 substancias, sendo inéditos os monémeros 14, 18, 19, 26, 27, 32, 33,

Também sao descritos aqui os métodos utilizados nos ensaios de avaliagcdo da interagdo do
tetramero 59 com a lectina DC-SIGN pela técnica de Ressonancia de Superficie Plasménica
(RSP) e a avaliagao da inibicdo da hemaglutinacao pela lectina de Erythrina cristagalli pelos
mondmeros 34 e 36 e os dimeros 11 e 21.

5.2- Métodos gerais

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono-13 foram obtidos
em espectrometro BRUKER Avance DPX 200 MHz, espectrdmetro BRUKER Avance DRX
400 MHz do Departamento de Quimica, ICEX, UFMG, e em espectrdmetro BRUKER
Avance DPX 300 MHz do Instituto de Investigaciones Quimicas (CSIC), Sevilha, Espanha,
utilizando-se tetrametilsilano como padrao interno. As constantes de acoplamento (J) foram

expressas em Hz.

Os espectros de massas foram obtidos em espectrdmetro Esquire 6000 ESI-lonTrap da
Bruker Daltonics.

Os espectros na regiao do infravermelho foram obtidos em espectrofotdmetro com
transformada de Fourier — Perkin-Elmer, modelo Spectrum One, do laboratério de Quimica
Farmacéutica da UFMG.

As faixas de fusdo foram medidas em um aparelho Microquimica MQAPF 301 do
Laboratério de Quimica Farmacéutica, Faculdade de Farmacia-UFMG, e ndo foram
corrigidas.
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O poder rotatério especifico [a]p de cada derivado foi medido em polarimetro Bellingham
Stanley modelo ADP220 do Laboratério de Quimica Farmacéutica, Faculdade de Farmacia-
UFMG e em polarimetro Perkin-Elmer 341 do Instituto de Investigaciones Quimicas (CSIC),
Sevilha, Espanha.

Para cromatografia em coluna de silica (CCS), um dos métodos empregados na separacao
das misturas, utilizou-se silica-gel 60, 0,063-0,200 mm (70-230 mesh ASTM) MERCK.

Para cromatografia em camada delgada (CCD), realizada para o acompanhamento das
reacoes, utilizou-se silica-gel 60 G MERCK.

Todos os solventes e reagentes tratados foram obtidos a partir dos similares comerciais
seguindo os procedimentos especificos descritos a seguir:

e piridina: destilagdo imediatamente anterior ao uso

e dimetilformamida: destilagao anterior ao uso

e metanol: tratamento com iodo e magnésio, seguido de destilacdo

e diclorometano: destilagdo anterior ao uso

Os reveladores utilizados foram: solucdo etandlica de acido sulfurico a 15% v/v, solugéao
etandlica de ninidrina a 0,5% m/v, solucao etandlica de 2,4-dinitrofenilidrazina a 5% e iodo
sublimado.

O toluenossulfonato de dimetilaminopiridina (DPTS) foi obtido pela secagem do &cido para-
toluenossulfénico por destilacdo azeotropica de solugdo em benzeno utilizando-se aparelho
de Dean-Stark, seguida pala adicdo de uma solugdo equimolar de dimetilaminopiridina
(DMAP) em benzeno. A mistura foi agitada vigorosamente. A suspensao foi resfriada a
temperatura ambiente e filtrada a vacuo. O produto foi recristalizado de diclorometano anidro
e estocado a temperatura ambiente (MOORE; STUPP, 1990).

Quantidades suficientes de 1,4-butanodiamina foram gentilmente doadas pelo professor
Mauro de Almeida da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Os experimentos de Ressonancia de Superficie Plasménica foram realizados em aparelho
BlAcore 300 do Institut de Biologie Structurale, Université Joseph Fourier, Grenoble, Franca.

Os ensaios de inibicdo da hemaglutinacdo mediada pela lectina de Erythrina cristagalli
(Sigma, L5390) foram realizados em placas de acrilico para microtitulagéo (96 pogos).
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5.3 — Sinteses

Brometo de 2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosila (3)

Em um baldo de 250 mL foram adicionados 130 mL de anidrido acético. O baldo foi mantido
em gelo e foram acrescentados gota a gota, 32 mL de acido bromidrico 48 %. A solugéao
resultante foi vertida gota a gota a outra solugédo de 13 g de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-B-D-
galactopiranose (2) (33 mmol) em 80 mL de diclorometano. A mistura reagente foi mantida
sob agitacao, a temperatura ambiente e o desenvolvimento da reac¢ado foi acompanhado por
cromatografia em camada delgada (CCD). Apds o término da reacdo (aproximadamente
duas horas), a mistura foi vertida em banho de gelo e as fases foram separadas. A fase
aquosa foi extraida com diclorometano (2 X 50 mL). As fases organicas reunidas foram
lavadas com solugdo bicarbonato de so6dio, em seguida, com agua destilada até
neutralizacdo. A fase organica foi secada com sulfato de sodio anidro e, apos filtragcao, o
solvente foi removido em evaporador rotatério. Foram obtidos 11,3 g (27,6 mmol) do
brometo 3 na forma de um 6leo transparente (84% de rendimento).

C15H19098r
Massa molar: 411 g/mol

2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosideo de 4-formilfenila (5)

OAc OAc
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Em um baldo de 250 mL foram adicionados 8,11 g (66,47 mmol) de para-
hidroxibenzaldeido, 2,50 g (60,00 mmol) de hidrdxido de litio monoidratado e 19 mL de agua
destilada. Ap6s dez minutos, foram acrescentados 28 mL de uma solugéo de 8,85 g (21,60
mmol) de brometo de 2,3,4,6-tetra- O-acetil-a-D-galactopiranosila (3) em 28 mL de acetona.
A mistura foi mantida sob agitacao, a temperatura ambiente e o desenvolvimento da reagao
foi acompanhado por cromatografia em camada delgada (CCD). Apds o término da reacao
(aproximadamente uma hora), a mistura foi vertida em uma capsula de porcelana e os
solventes foram eliminados. A massa avermelhada obtida foi solubilizada alternadamente
em diclorometano e agua e transferida para um funil de separagdo. As fases foram
separadas e a fase aquosa foi extraida com diclorometano (2 X 50 mL). As fases organicas
reunidas foram extraidas com solugdo de hidréxido de sodio 0,5 mol/L (4 X 50 mL) e, em
seguida, com agua destilada até neutralizagdo. A fase organica foi secada com sulfato de
sodio anidro e, apos filtragcdo, o solvente foi removido em evaporador rotatorio. Foram
obtidos 5,82 g (12,88 mmol) do galactopiranosideo 5 na forma de um soélido branco amorfo
(60 % de rendimento).

IV (v,em™): 1736, 1699, 1602, 1579, 1506, 1376, 1220 e 1044, 824.

RMN de 'H (CDCls; 200 MHz): 9,93 (s, CHO); 7,86 (d, Jog 8,4 Hz, H-9 e H-9); 7,12 (d, Js,
8,4 Hz H-8 e H-8'); 5,58-5,48 (m, H-2, H-4); 5,20-5,11 (m, H-1, H-3); 4,24-4,09 (m, H-5, H-6
e H-6"); 2,19-2,08 (s, COCHy).

RMN de **C - (CDCls, 50 MHz): 190,7 (CHO); 170,3-169,3 (OCOCH,); 161,3 (C-7); 131,8 (C-
9, C-9" e C-10); 116,1 (C-8 e C-8); 98,6 (C-1); 71,4 (C-3 ou C-5); 70,7 (C-5 ou C-3); 68,4
(C-2); 66,8 (C-4); 61,4 (C-6); 20,7-20,6 (COCHj3);

C21 H24O11

Massa molar: 452 g/mol

Faixa de fusdo: 111-115 °C (lit.: 121-122 °C) (OLSUFYEVA, 2003).
[a]p -5,3 (c 2, CHCIy) (lit.: -1,1, ¢ 1, CH30H) (OLSUFYEVA, 2003).
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2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosideo de 4-trans-carboxietenilfenila (6)

OAc _OAc
6
. (0]
AC 5 2 1
3 OAc

Em um baldo de 25 mL foram adicionados 1,0 g (2,21 mmol) do galactosideo 5, 1,3 g (12,50
mmol) de acido malénico, 0,25 mL de piperidina e 3,3 mL de piridina. Ao balao foi acoplado
um condensador de refluxo conectado com tubo de cloreto de célcio. A solugao reagente foi
mantida sob agitacdo magnética a 50 °C, durante 1 hora. Em seguida, a temperatura foi
elevada e mantida a 110 °C, até o término da reacdo. O desenvolvimento da reacao foi
acompanhado por CCD. Ao final, a mistura reagente foi vertida em gelo pilado. Foi
adicionada, gota a gota, quantidade suficiente de acido cloridrico concentrado até pH 1. O
precipitado obtido foi filtrado. Foram obtidos 900 mg (1,82 mmol) do galactosideo cindamico 6

na forma de um sélido branco (82% de rendimento).

IV (v,cm™): 1743, 1686, 1632, 1603, 1509, 1427, 1211, 1041.

RMN de 'H (CDCls; 200 MHz): 7,74 (d, Jiz41 15,9 Hz, H-11); 7,51 (d, Jos 8,7 Hz, H-9 e H-9');
7,02 (d, Jss 8,7 Hz, H-8 e H-8); 6,36(d, Ji112 15,9 Hz, H-12); 5,51 (dd, Jo3 10,5 Hz, Jrs 7.8,
H-2); 5,47 (d, Jus 3,6 Hz, H-4); 5,13 (dd, Js» 10,5 Hz, Js.s 3,4 Hz, H-3); 5,11 (d, Js 2 7,9 Hz, H-
1); 4,24-4,07; (m, H-5, H-6 e H-6); 2,22-2,02 (s, COCHs).

RMN de "®*C (CDCls; 50 MHz):171,8 (COOH); 170,4-169,4 (COCHs); 158,6 (C-7); 146,0 (C-
11); 129,9 (C-9, C-9°); 129,2 (C-10); 117,1 (C-12); 116,1 (C-8 e C-8’); 99,0 (C-1); 71,2 (C-5);
70,8 (C-3); 68,5 (C-2), 66,8 (C-4); 61,4 (C-6); 20,7-20,6 (COCH,);

C23H26012

Massa molar: 494 g/mol

Faixa de fusao: 76,8-77,2 °C

[a]o +12,5 (c 2, CHCI,)
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2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosideo de 4-carboxietilfenila (7)

OAc _OAc
6
. (o)
AC 5 2 1
3 OAc

Utilizando-se galactosideo cindmico 6

Em baldo de 50 mL foram vertidos 10 mg de paladio/carvdo em 10 mL de metanol. O baldo
foi cerrado com septo de borracha e um baldo de borracha contendo gas hidrogénio
acoplado ao septo por meio de uma agulha de injegdo. Com o auxilio de uma seringa foram
acrescentados 10 mL de uma solugcao de 200 mg (0,40 mmol) do derivado cinamico 6 em
metanol. Apés uma hora de reacao foi feita atmosfera de nitrogénio e o septo de borracha
foi removido. O acompanhamento da reagdo por CCD nao foi possivel, uma vez que
material de partida e produto possuem o mesmo fator de retengéo (Rf). Assim foi realizada a
filtracdo da mistura. O metanol foi eliminado em evaporador rotatério. Foram obtidos 191 mg
(0,39 mmol) do galactosideo reduzido 7 na forma de um soélido branco amorfo (98% de

rendimento).

Utilizando-se o galactosideo do trans-3-(4-hidroxifenil)propenoato de benzila 14)

Em 10 mL de metanol, foram solubilizados 228 mg (0,39 mmol) do galactosideo de trans-3-
(4-hidroxifenil)propenoato de benzila 14. A solugdo foi vertida em frasco reator de
hidrogenador Parr. Foram acrescentados 150 mg de paladio/carvao. Foi feita atmosfera de
nitrogénio e, em seguida gas hidrogénio foi introduzido no recipiente e uma presséo de 25
psi. A mistura reagente foi mantida sob agitagdo mecéanica e pressdo de 25 psi de gas
hidrogénio. Apds duas horas, o sistema foi purgado com gas nitrogénio e, em seguida,
aberto. O término da reacgéao foi verificado por CCD. A mistura foi filtrada em quatro papéis
de filtro e, em seguida o metanol foi eliminado em evaporador rotatério. Foram obtidos 118
mg (0,24 mmol) do galactopiranosideo 7 na forma de um sélido branco amorfo (61% de

rendimento).

IV (v,cm™): 2937, 1742, 1212, 1042, 914,
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RMN de "H (CDCls; 200 MHz): 7,14 (d, Jo 8,5 Hz, H-9 e H-9'); 6,93 (d, Js¢8,5 Hz, H-8 e H-
8'); 5,52-5,43 (m, H-2 e H-4); 5,11 (dd, J32 10,5 Hz, Js. 3,3 Hz, H-3); 5,02 (d, J; 27,9 Hz H-1);
4,35-4,02 (m, H-5, H-6 & H-6'); 2,92 (t, Jio.11 7,5 Hz, H-11); 2,65 (t, J 11.12 7,5 Hz H-12); 2,19-
1,86 (s, COCHs).

RMN de *3C (CDCly; 50 MHz): 178,2 (COOH); 170,6-169,7 (OCOCH;); 155,6 (C-7); 135,4
(C-10); 129,5 (C-9 e C-9); 117,2 (C-8 e C-8); 99,9 (C-1); 71,1 (C-5 ou C-3); 71,0 (C-3 ou C-
5); 68,9 (C-2); 67,1 (C-4); 61,5 (C-6); 29,9 (C-11); 35,8 (C-12); 20,9-20,8 (OCOCH);

C23H28012

Massa molar: 496 g/mol

Faixa de fusdo: 188,6-191,5 °C
[a]o +2,4 (¢ 0,8, CHCIy)

N,N-bis-[4-(2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosiloxi)benzenopropanoil]-1,4-
butanodiamina (8)

OAc

Ac

AcO
Ac

Utilizando-se DCC e HOBT, isolando-se o aduto

Em baldo de 50 mL contendo 466 mg (0,94 mmol) do galactosideo hidrocinamico protegido
7 foram vertidos 290 mg (1,41 mmol) de DCC e 190 mg (1,41 mmol) de 1-hidroxibenzotriazol
(HOBT) em 4 mL de tetraidrofurano anidro. O balao foi vedado com septo de borracha e a
mistura reagente foi mantida sob agitagdo a temperatura ambiente. Foi observada a
formacao de um precipitado branco (dicicloexiluréia - DCU) com 10 minutos de reagao. O
desenvolvimento da reagcdo foi acompanhado por CCD. Ap6s seu término
(aproximadamente 22 horas), a suspensao foi filtrada e o filtrado foi evaporado a secura
com auxilio de ar comprimido. Foram obtidos 737 mg de material na forma de um 6leo
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amarelado. Esse 6leo foi solubilizado em 4 mL de tetraidrofurano e transferido para um
baldo ao qual foram acrescentados 4 mL de dimetilformamida. O baldo foi vedado com
septo de borracha e, com auxilio de uma seringa foram acrescentado 4 mL de uma solugéao
de 34 mg (0,39 mmol) de 1,4-butanodiamina. Ap6s 14 horas, a mistura foi filtrada. Foram
obtidos 154 mg de um sélido branco (HOBT). O filtrado foi vertido em capsula de porcelana
e os solventes foram eliminados com auxilio de ar comprimido. Foram obtidos 670 mg de
um material amorfo. Esse material foi incorporado a silica e submetido a CCS (17 g de
silica), com um gradiente de eluicdo: acetato de etila 100% (250 mL); acetato de
etila:metanol 9:1 (300 mL). Foram obtidos nas fracdes eluidas com acetato de etila:metanol
9:1, 371 mg de um solido branco. No espectro de RMN de '®C foi possivel observar a
presenca de HOBT nesse material. Assim, o material foi solubilizado em acetato de etila e
vertido em funil de separacgdo. A fase organica foi extraida com agua exaustivamente (10 X
30 mL). e secada com sulfato de sédio. Apos filtragdo, o solvente foi removido em
evaporador rotatério. Foram obtidos 109 mg (0,1 mmol) do dimero 8 na forma de um sdélido
branco (27% de rendimento).

Utilizando-se DCC e HOBT sem isolamento do aduto formado

A um baldo de 50 mL foram acrescentados 900 mg (1,81 mmol) do galactopiranosideo
hidrocinamico 7, 375 mg (1,81 mmol) de DCC e 240 mg (1,78 mmol) de HOBT a 15 mL de
uma mistura diclorometano:dimetilformamida 2:1. A mistura foi mantida a 0° C e foi feita
atmosfera de nitrogénio. Em seguida, foram acrescentados, com auxilio de seringa, 6 mL de
uma solucao de 60 mg (0,68 mmol) de 1,4-butanodiamina em diclorometano. A mistura foi
mantida sob agitacao até atingir a temperatura ambiente. Ap6s alguns minutos foi observada
a formagé@o de um precipitado branco. O desenvolvimento da reagao foi acompanhado por
CCD. Apds o término da reagdo, a suspensao foi vertida em cépsula de porcelana e os
solventes foram totalmente eliminados com o auxilio de ar comprimido. Foram
acrescentados 20 mL de diclorometano ao solido branco obtido e a suspenséao foi filtrada.
Foram obtidos 198 mg de dicicloexiluréia (DCU). O solvente do filtrado foi eliminado em
evaporador rotatério. O residuo obtido (1,15 g) foi solubilizado em acetona e incorporado em
silica. A separagao dos componentes da mistura foi realizada por cromatografia em coluna
(46 g de silica). Das fragdes eluidas com acetato de etila:metanol 1:1 foram obtidos 359 mg
(0,38 mmol) do dimero 8 na forma de um sdélido branco amorfo (48 % de rendimento).



Parte experimental 140

Utilizando-se o aduto com NHS

Em baldo de 100 mL contendo 461 mg (0,93 mmol) do galactosideo hidrocinamico
protegido 7 foram vertidos 288 mg (1,41 mmol) de DCC e 162 mg (1,41 mmol) de N-
hidroxissuccinimida (NHS) em 4 mL de tetraidrofurano anidro. O bal&do foi vedado com septo
de borracha e a mistura reagente foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente. Foi
observada a formagdo de um precipitado branco (dicicloexiluréia - DCU) com
aproximadamente 10 minutos de reacdo. O desenvolvimento da reacao foi acompanhado
por CCD. Apés o término da reagao (aproximadamente 45 minutos), a suspensao foi filtrada
(sendo obtidos 188 mg de DCU). O filirado foi evaporado a secura com auxilio de ar
comprimido. Foram obtidos 677 mg de material na forma de um éleo amarelado. Esse 6leo
foi solubilizado em 4 mL de tetraidrofurano e transferido para um baldo ao qual foram
acrescentados 2 mL de dimetilformamida. O balao foi vedado com septo de borracha e, com
auxilio de uma seringa foram acrescentados 4 mL de uma solugao de 27 mg (0,31 mmol) de
1,4-butanodiamina. Ap6s 12 horas, a mistura reagente foi vertida em capsula de porcelana e
os solventes foram eliminados com auxilio de ar comprimido. Foram obtidos 690 mg de um
material amorfo. Esse material foi incorporado a silica e submetido a CCS (17 g de silica),
com eluicdo gradiente: acetato de etila 100% (250 mL); acetato de etila:metanol 9:1 (300
mL). Foram obtidos nas fracdes eluidas com acetato de etila:metanol 9:1, 193 mg de um
sélido branco. No espectro de RMN de *C foi possivel observar a presenga de NHS nesse
material. Assim, o material foi solubilizado em acetato de etila e vertido em funil de
separacao. A fase organica foi extraida com agua exaustivamente (10 X 30 mL). A fase
organica foi secada com sulfato de sédio. Apés filtracdo, o solvente foi removido em
evaporador rotatério. Foram obtidos 138 mg (0,13 mmol) do dimero 8 na forma de um sélido

branco (43% de rendimento).

RMN de H (CDCls; 400 MHz): 7,21(d, Jog 8,3 Hz, H-9 e H-9); 6,91 (d, Jss 8,3 Hz, H-8 e H-
8'); 5,99 (s largo, NH); 5,48-5,45 (m, H-2 e H-4); 5,12 (dd, Js» 10,5 Hz, Js.4 3,4 Hz, H-3); 5,02
(d, Ji2 7,9 Hz, H-1); 4,21 (dd, Jse 11,2 Hz, Js5 6,6 Hz, H-6), 4,15 (dd, , Jss 11,2 Hz, Js'5 6,6
Hz, H-6); 4,06 (t largo, Jss 6,6 Hz, H-5); 3,16-3,14 (m, H-14); 2,93 (t, Ji1 1> 7,3 Hz, H-11);
2,48 (, Jio11 7,3 Hz, H-12); 2,16-2,01 (s, OCOCH;); 1,31 (sl, H-15).

RMN de "3C (CDCly; 100 MHz): 172,3 (C-13); 170,3-169,4 (OCOCHS); 155,4 (C-7); 135,9 (C-
10); 129,5 (C-9 e C-9°); 117,0 (C-8 e C-8); 99,9 (C-1); 71,0 (C-5 ou C-3); 70,8 (C-3 ou C-5);
68,7 (C-2); 66,9 (C-4); 61,3 (C-6); 39,0 (C-14); 38,4 (C-12); 30,9 (C-11); 26,6 (C-15); 20,7-
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20,5 (OCOCH;).

C50H64C)22N2

Massa molar: 1044 g/mol
Faixa de fusdo: 155,1-156,3 °C
[ao -9.4 (c 0,6, CHCI,)

N,N*-bis-[4-(2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosiloxi)-trans-benzenopropenoil]-1,4-
butanodiamina (9)

OAc

Ac

AcO
Ac

Utilizando-se o monémero 6

A um balao de 25 mL foram acrescentados 600 mg (1,21 mmol) do galactosideo cinamico 6,
250 mg (1,21 mmol) de dicicloexilcarbodiimida (DCC) e 160 mg (1,18 mmol) de 1-
hidroxibenzotriazol (HOBT) a 5 mL de uma mistura diclorometano:dimetilformamida 2:1. A
mistura foi mantida a 0° C e foi feita atmosfera de nitrogénio. Em seguida, foram
acrescentados, com auxilio de seringa, 2 mL de uma solugéo de 40 mg (0,45 mmol) de 1,4-
butanodiamina em diclorometano. A mistura foi mantida sob agitacdo até atingir a
temperatura ambiente. ApGs alguns minutos foi observada a formagdo de um precipitado
branco. O desenvolvimento da reagdo foi acompanhado por CCD. Apds o término da
reacao, o precipitado foi filtrado a vacuo. Foram obtidos 191 mg de dicicloexiluréia (DCU)
como um solido branco. O filtrado foi vertido em capsula de porcelana e a mistura de
solvente foi evaporada por ventilagcao. O residuo obtido (623 mg) foi solubilizado em acetona
e incorporado em silica. A separacdo dos componentes da mistura foi realizada por
cromatografia em coluna (20 g de silica). Das fragdes eluidas com acetato de etila:metanol
1:1 foram obtidos 200 mg (0,19 mmol) do dimero 9 (45 % de rendimento).
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Utilizando-se o aduto com HOBT

A um baldo de 25 mL foram adicionados 200 mg (0,40 mmol) do galactosideo cinamico 6,
70 mg (0,52 mmol) de HOBT, 103 mg (0,50 mmol) de DCC e 5 mL de tetraidrofurano. Apos
aproximadamente 5 minutos foi observada a formacdo de um precipitado branco. O
desenvolvimento da reagcdo foi acompanhado por CCD. Ap6s seu término
(aproximadamente 45 minutos) a mistura reagente foi filtrada, sendo obtidos 68 mg de DCU.
O filtrado foi evaporado a secura com auxilio de ar comprimido. Foram obtidos 304 mg de
um 6leo amarelado. Esse material foi novamente solubilizado em 5 mL de THF e, o balao foi
vedado com septo de borracha. Em seguida, foram acrescentados 2 mL de uma solucao de
12 mg (0,1364 mmol) de 1,4-butanodiamina. Apds 14 horas, a mistura reagente foi vertida
em capsula de porcelana e o solvente eliminado a secura com auxilio de ar comprimido. O
material obtido (282 mg) foi submetido a CCS (8,50 g de silica). Foi realizada elui¢cao
isocratica com acetato de etila:metanol 9:1. Foram obtidos 57 mg (0,05 mmol) do dimero 9

na forma de um sélido branco amorfo (40% de rendimento).

IV (v, cm™): 1739, 1643, 1534, 1214, 1042, 828

RMN de 'H (CDCl3; 400 MHz): 7,58 (d, Jio11 15,4 Hz, H-11); 7,48-7,44 (m, H-9 e H-9"); 6,99-
6,95 (m, H-8 e H-8); 6,70 (d, Jun.14 12,5 Hz NH); 6,39-6,35 (m, H-12); 5,51-5,46 (m, H-2 e H-
4); 5,15-5,08 (m, H-1 e H-3); 4,23-4,09 (m, H-5, H-6 e H-6"); 3,34 (s largo, H-14); 2,18-1,97
(s, OCOCH,); 1,62 (s largo, H-15).

RMN de "*C (CDCls; 100 MHz): 172,2-171,5 (OCOCHs,); 169,0 (C-13); 159,6 (C-7); 141,0 (C-
12); 131,4 (C-10); 130,5 (C-9 e C-9°); 120,9 (C-11); 118,2 (C-8 e C-8'); 99,9 (C-1); 73,7 (C-3
ou C-3); 72,4 (C-5 ou C-5); 70,3 (C-2); 68,9 (C-4); 62,8 (C-6); 40,4 (C-14); 28,1 (C-15); 20,8-
20,6 (OCOCH;).

CSOHGOOZZNQ

Massa molar: 1040 g/mol
Faixa de fusdo: 188,6-191,5 °C
[ao +11,5 (¢ 0,2, (CH3).CO)
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N,N -bis-[4-(B-D-galactopiranosiloxi)-trans-benzenopropenoil]-1,4-butanodiamina (10)
OH

L _on
4 S O
H ~\_0

3 OH

OH

HO
H

Em um baldao de 50 mL, foi preparada uma solugcao de metdxido de sédio pela adicdo de
aproximadamente 0,8 g de sédio em 10 mL de metanol anidro. A solucao foi mantida a — 5
°C e 600 mg (0,58 mmol) do dimero 9 foram acrescentados. Inicialmente, formou-se uma
suspensao que aos poucos foi se convertendo em solugéao e, em seguida em um gel branco
azulado. O desenvolvimento da reacdo foi acompanhado por CCD. Ap6s o término da
reacao, foi acrescentado volume suficiente de metanol para solubilizagdo do gel e, em
seguida, resina Amberlite IRA 120 até neutralizacdo. A resina foi filtrada e o solvente foi
removido em evaporador rotatério, sendo obtidos 402 mg (0,571 mmol) do dimero 10
desprotegido na forma de um sélido branco amorfo (98 % de rendimento).

RMN de "H (DMSO-ds; 200 MHz): 8,07 (t, Jnh, H14, 1-145,5 Hz, NH); 7,49 (d, Js 8,7 Hz, H-9 e
H-9%); 7,36 (d, Ji2,11 15,7 Hz, H-12); 7,04 (d, Jyg 8,7 Hz,H-8 e H-8"); 6,48 (d, J1.12 15,7 Hz, H-
11); 5,21-4,52 (varios sinais, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6 e H-6" e OH); 4,86 (d, J;» 7,5 Hz, H-1);
3,18 (d largo, Ji4.15 4,1 Hz, H-14); 1,47 (s largo, H-15);

RMN de *C (DMSO-ds; 50 MHz): 165,2 (C-13); 158,5 (C-7); 138,1 (C-12); 128,9 (C-9 e C-
9'); 128,6 (C-10); 120,3 (C-11); 116,6 (C-8 e C-8); 100,7 (C-1); 75,6 (C-3 ou C-5); 73,3 (C-5
ou C-3); 70,3 (C-2); 68,2 (C-4); 60,4 (C-6); 38,5 (C-14); 26,9 (C-15).

Cs4H44014N2

Massa molar: 704 g/mol

Faixa de fusdo: 151,2-152,6 °C
[a]o +5,3 (c 0,4, DMSO)



Parte experimental 144

N,N*-bis-[4-(B-D-galactopiranosiloxi)benzenopropanoil]-1,4-butanodiamina (11)
OH

L _on
4 S O
H ~\_0

3 OH

OH

HO

Utilizando-se o dimero cindmico 10

Em baldo de 50 mL foram acrescentados 100 mg (0,14 mmol) do dimero cinamico
desprotegido 10, 15 mL de tetraidrofurano e 60 mg de paladio/carvao. O baldo foi vedado
com septo de borracha e foi feita atmosfera de nitrogénio. Em seguida, foi acoplado um
baldo de borracha contendo gas hidrogénio. A mistura reagente foi mantida sob agitacéao e a
temperatura ambiente por 48 horas. Apds esse tempo, foi feita atmosfera de nitrogénio e o
sistema foi aberto. A mistura foi filtrada duas vezes para remogao do carvao. O solvente foi
removido em evaporador rotatério. Foram obtidos 76 mg (0,107 mmol) do dimero 11 na

forma de um sélido branco amorfo (77 % de rendimento).

Utilizando-se o dimero hidrocinamico protegido 8

Em baldo de 50 mL, foram acrescentados 10 mL de metanol anidro e um cubo de
aproximadamente 0,8 gramas de sédio. O baldo foi conectado com tubo de cloreto de calcio
anidro. Apds completo consumo de sddio, foram vertidos na solugdo 590 mg (0,56 mmol) do
dimero hidrocinamico protegido 8. A reacao foi acompanhada por CCD. Apds seu término
(aproximadamente uma hora), foi necessario o acréscimo de metanol até solubilizagao
completa do precipitado branco formado durante a reagdo. Em seguida, foi acrescentada
quantidade suficiente de resina Amberlite IRA 120 para neutralizagdo do meio. A resina foi
filtrada e o solvente removido em evaporador rotatério. Foram obtidos 350 mg (0,49 mmol)
do dimero 11 desprotegido na forma de um sélido branco amorfo (88% de rendimento).

IV (v, cm™): 3300, 2946, 1613, 1557, 1239, 1074, 831.

RMN de 'H (CD3;OD; 400 MHz): 7,12 (d, Jso 8,6 Hz, H-8 e H-8); 7,01 (d, Jogs 8,6 Hz, H-9 e
H-9%); 4,89-4,80 (m, H-1 e H-3); 3,90 (d, Js5 3,3 Hz, H-4); 3,82-3,72 (m, H-2, H-6 e H-6");
3,66 (1, Js6 6,1 Hz, H-5); 3,57 (dd, J52 9,7 Hz, J34 3,30 Hz, H-3); 3,06 (m, H-14); 2,85 (t, Ji211
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7,4 Hz, H-12); 2,43 (t, J1142 7,4 Hz, H-11); 1,28 (s largo, H-15).

RMN de 3C (CD5OD; 100 MHz): 175,3 (C-13); 157,8 (C-7); 136,1 (C-10); 130,5 (C-9 e C-9");
118,0 (C-8 e C-8); 103,3 (C-1); 77,1 (C-5 ou C-3); 75,0 (C-3 ou C-5); 72,5 (C-2); 70,4 (C-4);
62,6 (C-6); 40,1 (C-14); 39,3 (C-12); 32,3 (C-11); 27,7 (C-15)

C34H45014N> E.M. (ESI, m/z) para C34H43014N>:
Massa molar: 708 g/mol Encontrado: 731 [M + Na]*

Faixa de fusdo: 109,9-111,0 °C

[a]o -3,2 (c 0,6, DMSO)

acido trans-3-(4-hidroxifenil)propendico (12)

Em baldo de 50 mL foram adicionados 11,8 g (113,46 mmol) de acido malénico, 4,00 g
(32,79 mmol) de para-hidroxibenzaldeido 4 e 10 mL de piridina e 0,3 mL de piperidina. A
mistura foi mantida a 50 °C por uma hora e, em seguida, a 75 °C. O acompanhamento da
reacao foi realizado por CCD. Ap6s o término da reacao (aproximadamente duas horas), a
mistura foi vertida em gelo pilado. Foi adicionado, aos poucos, volume suficiente de acido
cloridrico concentrado até pH 1. Foi obtido um sélido branco amarelado que foi filtrado a
vacuo e recristalizado de agua e etanol. Foram obtidos 4,04 g (24,6 mmol) do acido (12) na
forma de um soélido branco cristalino (75 % de rendimento).

C9H803
Massa molar: 164 g/mol
Faixa de fusdo: 208,2-209,2 °C
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3-(4-hidroxifenil)propenoato de benzila (13)

Em baldo de 50 mL foram vertidos 1g (6,10 mmol) de acido para-cumarico (12), 9 mL de
dimetilformamida anidra e 730 mg de bicarbonato de potassio (7,30 mmol). A mistura foi
mantida sob agitacdo por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, 1,6 g (1,1 mL)
de brometo de benzila (9,36 mmol) foi adicionado e a temperatura foi elevada a 40°C. O
desenvolvimento da reagao foi acompanhado por CCD. A mistura reagente foi vertida em
capsula de porcelana e secada com o auxilio de ar comprimido. O material da capsula foi
transferido para um funil de separagédo com agua destilada e acetato de etila. A fase aquosa
foi extraida 3 X 40 mL de acetato de etila. As fases organicas reunidas foram extraidas com
solucdo saturada de bicarbonato de sodio e, em seguida, com agua destilada até pH 7. A
fase orgénica foi secada com sulfato de sédio anidro e o solvente removido em evaporador
rotatério. Foram obtidos 1,5 g de um material céreo misturado a um éleo transparente. Esse
material foi submetido a CCS com hexano:acetato de etila 9:1. Foram obtidos 1,179 (4,61
mmol) de uma mistura cis-trans do éster 13 na propor¢cao de 0,2:1,0, na forma de um
material céreo branco (76% de rendimento). Essa mistura foi utilizada na etapa de
glicosilacao.

IV (v, cm™): 3394, 1686, 1633, 1596, 1515.

RMN de 'H (CDCls; 200 MHz): 7,65 (d, Js4 15,9 Hz, H-3 trans), 7,53 (d, Js4 8,5 Hz, H-3 cis),
7,46-7,21 (m, H-5, H-5", H-6, H-6", H-10, H-10", H-11, H-11" e H-12 trans), 6,90-6,73 (m, H-
5, H-5", H-6, H-6", H-10, H-10", H-11, H-11" e H-12 cis), 6,30 (d, Js3 15,9 Hz, H-4 trans),
5,84 (d, Js3 12,7 Hz, H-4 cis), 5,26-5,21 (s, H-8 trans), 5,17-5,14 (s, H-8 cis).

C16H1403
Massa molar: 254 g/mol
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2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosideo de ftrans-4-[2-(benziloxicarbonil)etenil] fenila
(14)

OAc _OAc
6
4 Q 17
Ac S~ 1 16 18
3 OAc

Utilizando-se excesso do brometo de galactopiranosila 3

Em baldo de 50 mL foram vertidos 500 mg do éster benzilico 13 (1,97 mmol), 90 mg (2,14
mmol) de hidréxido de litio monoidratado e 2 mL de agua destilada. Apdés dez minutos,
foram acrescentados 2 mL de uma solugédo de 1,7 g (4,14 mmol) de brometo de 2,3,4,6-
tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosila (3) em acetona. A mistura reagente foi mantida a
temperatura ambiente e acompanhada por CCD. Como o consumo do éster benzilico néo foi
total, o consumo total de 3 (ainda que por degradagéo) determinou o término da reacgao.
Apdés o total desaparecimento da mancha cromatografica correspondente a 3
(aproximadamente 4 horas de reacao), a mistura foi vertida em capsula de porcelana e os
solventes eliminados com auxilio de ar comprimido. O material obtido foi solubilizado
alternadamente em agua destilada e diclorometano e transferido para um funil de
separacao. As fases foram separadas e a fase aquosa foi extraida com 3 X 10 mL de
diclorometano. As fases orgéanicas reunidas foram extraidas com solugao de hidréxido de
sodio 1 mol/L e, em seguida, com agua até pH 7. A fase organica foi secada com sulfato de
sodio anidro e o solvente removido em evaporador rotatério. O produto impuro (1,06 g) foi
obtido na forma de um 6leo amarelado. Esse material foi submetido a CCS (32 g de silica).
A cromatografia foi realizada isocraticamente com hexano:acetato de etila 1:1. Foram
obtidos 414 mg (0,71 mmol) do galactopiranosideo 14 na forma de um material céreo branco
com 36 % de rendimento.

Utilizando-se excesso de éster benzilico (13)

Em baldo de 50 mL foram vertidos 500 mg do éster benzilico (1,97 mmol), 90 mg (2,14

mmol) de hidrdxido de litio monoidratado e 2 mL de agua destilada. Ap6s dez minutos foram
acrescentados 2 mL de uma solugcdo de 250 mg (0,61 mmol) de brometo de
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galactopiranosila 3 em acetona. A mistura reagente foi mantida a temperatura ambiente e
acompanhada por CCD até o consumo total do brometo 3 (aproximadamente 45 minutos de
reacao), a mistura reagente foi vertida em capsula de porcelana e os solventes eliminados
com auxilio de ar comprimido. O material obtido foi solubilizado alternadamente em agua
destilada e diclorometano e transferido para um funil de separagdo. As fases foram
separadas e a fase aquosa foi extraida com 3 X 10 mL de diclorometano. As fases
organicas reunidas foram extraidas com solucdo de hidréxido de sddio 1 mol/lL e, em
seguida, com agua até pH 7. A fase organica foi secada com sulfato de s6dio anidro € o
solvente removido em evaporador rotatério. O produto impuro (264 mg) foi obtido na forma
de um 6leo amarelado. Esse material foi submetido a CCS. A cromatografia foi realizada
isocraticamente com uma mistura de hexano:acetato de etila 7:3. Foram obtidos 228 mg
(0,30) do galactopiranosideo 14 na forma de um material céreo branco com 64% de

rendimento.

IV (v,em™): 1745, 1711, 1634, 1368, 1211, 1042, 832.

RMN de 'H (CDCls; 200 MHz): 7,48 (d, J 45 8,7 Hz, H-9 e H-9'); 7,68 (d, Ji112 15,9 Hz, H-12);
7,41-7,33 (m, H-16, H-16", H-17, H-17" e 18); 7,01 (d, Js.0 8,7 Hz, H-8 e H-8'); 6,40 (d, Ji2.11
15,9 Hz, H-11); 5,52-5,47 (m, H-2 e H-4); 5,23 (s, H-14); 5,19-5,12 (m, H-1 e H-3); 4,23-4,09
(m, H-5, H-6 e H-6"), 2,17-1,99 (s, OCOCHs)

RMN de *3C (CDCls, 50 MHz): 170, 4-166,9 (C=0); 158,5 (C-7); 144,3 (C-12); 136,2 (C-10);
131,9 (C-9 e C-97); 129, 7-128, 5 (C-16, C-17 e C-18); 117,2 (C-11); 116,9 (C-8 e C-8"); 99,2
(C-1); 71,2 (C-5 ou C-3); 70,8 (C-3 ou C-5); 68,7(C-2); 66,9 (C-4); 66,3 (C-14); 61,4 (C-6);
21,0-20,5 (COCHy).

C30H32012

Massa molar: 584 g/mol
Faixa de fusdo: 47,8-48,4 °C
[a]o -2,8 (c 1, CHCI5)
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2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosideo de 4-formil-2-metoxifenila (16)

OAc _OAc
6
s Q OCH;
Ac R
3 OAc 9
12 10 O

11 13
H

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 7,7 g (50,66 mmol) de 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldeido (15), 1,93 g (45,95 mmol) de hidréxido de litio monoidratado e 15 mL de
agua destilada. Apés 10 minutos, foram acrescentados 6,78 g (16,50 mmol) do brometo de
galactopiranosila 3 solubilizados em 22 mL de acetona. A mistura reagente foi mantida sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente. O desenvolvimento da reagao foi
acompanhado por CCD. Apés o término da reagdo (aproximadamente uma hora), o
conteudo do baldo foi colocado em uma capsula de porcelana e secado com auxilio de ar
comprimido. O material obtido foi solubilizado com &gua e diclorometano alternadamente e
transferido para um funil de separagao. A fase aquosa foi extraida com diclorometano (2 x
20 mL). As fases orgénicas reunidas foram extraidas com solugao de hidroxido de sédio 0,5
mol/L (4 x 50 mL). A fase organica foi extraida com agua até pH 7 e secada com sulfato de
sodio. Apds filtragdo, o solvente foi removido em evaporador rotatério. Foram obtidos 6,34 g
(13,15 mmol) do galactosideo 16 na forma de um sélido branco (80% de rendimento).

RMN de 'H (CDCls; 200 MHz): 9,90 (s, CHO); 7,44-7,41 (m, H-9 e H-12); 7,24 (d, J;112 8,6
Hz, H-11); 5,56 (dd, J>310,5 Hz; J>; 7,9 Hz H-2); 5,47 (d, J,33,1 Hz H-4); 5,14 (dd, J3, 10,5
Hz, J;43,1 Hz H-3); 5,07 (d, J 12 7,9 Hz H-1); 4,30-4,05 (m, H-5, H-6 e H-6’); 3,90 (s, OCHs);
2,18-2,03 (s, OCOCH,).

RMN de "*C (CDCls; 50 MHz): 190,8 (CHO); 170,2-169,2 (OCOCH,); 151,2 (C-7); 150,8 (C-
8); 132,7 (C-10); 125,3 (C-11); 117,9 (C-12); 110,7 (C-9); 100,2 (C-1); 71,2 (C-3); 70,5 (C-5);
68,4 (C-2); 66,8 (C-4); 61,2 (C-6); 56,0 (OCHj); 20,5 (OCOCHS3).

C22H26012

Massa molar: 482 g/mol

Faixa de fusdo: 108,3-110,0 °C
[a]o -11,5 (c 1,2, CHCIy)
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2,3,4,6- tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosideo de 4-trans-[(2-carboxi)etenil]-2-metoxifenila
(17)

OAc _OAc
6
. (0]
Ac 5 2 !
3 OAc

Em um baldo de 25 mL foram adicionados 1,0 g (2,07 mmol) do galactosideo 16, 1,29 g
(12,45 mmol) de &cido malbnico, 0,25 mL de piperidina e 3,3 mL de piridina. Ao balédo foi
acoplado um condensador de refluxo conectado com tubo de cloreto de calcio. A mistura
reagente foi mantida sob agitacdo magnética a 50 °C, durante 1 hora. Em seguida, a
temperatura foi elevada e mantida a 110 °C. O desenvolvimento da reac¢éo foi acompanhado
por CCD. Ao seu término (aproximadamente duas horas), a mistura reagente foi vertida em
um erlenmeyer contendo gelo pilado. Foi adicionado, gota a gota, acido cloridrico
concentrado até pH 1. O precipitado formado foi filtrado a vacuo. Foram obtidos 680 mg
(1,30 mmol) do galactosideo cinamico 17 na forma de um sélido branco (63% de

rendimento).

IV (v, cm™): 1743, 1633, 1368, 1213, 1031.

RMN de 'H (CDCls; 200 MHz): 7,73 (d, J 1415 15,9 Hz H-13); 7,18-7,11 (m, H-9, H-11 e H-
12); 6,38 (d, Ji3.14 15,9 Hz, H-14); 5,55 (dd, Jo3 10,4 Hz, Jy1 8,07 Hz H-2); 5,47 (d, J452,8 Hz,
H-4); 5,14 (dd, Js2 10,4 Hz; J54 2,80 Hz H-3); 5,00 (d, J; 8,1 Hz H-1); 4,31-4,14 (m, H-6 e H-
6); 4,05 (t, J 5666 6,4 Hz H-5); 3,89 (s, OCHs); 2,20-2,04 (s, OCOCHs).

RMN de *3C (CDCly; 50 MHz): 172,0 (COOH); 170,6-169,6 (OCOCH;); 150,9 (C-8); 148,5
(C-13); 146,5 (C-7); 130,6 (C-10); 122,3 (C-12); 119,3 (C-11); 116,7 (C-14); 111,8 (C-9);
100,9 (C-1); 71,3 (C-5); 70,8 (C-3); 68,8 (C-2); 67,0 (C-4); 61,5 (C-6); 56,3 (OCHy); 20,8
(OCOCHS).



Parte experimental 151

C24HZSC)13

Massa molar: 524 g/mol
Faixa de fusao: 80,1-82,0 °C
[a]o -5,1 (c 1,2, CHCI,)

2,3,4,6- tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosideo de 4-(2-carboxietil)-2-metoxifenila (18)

OAc _OAc
6
AN Q OCH;
Ac 1
3 OAc

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 100 mg de paladio/carvao, em 10 mL de metanol
anidro. O baldo foi vedado com septo de borracha e foi feita atmosfera de nitrogénio. Um
baldo de borracha contendo gas hidrogénio e acoplado a uma agulha foi acoplado ao
sistema. Apds ativagcao do catalisador, 10 mL de uma solugdo metandlica contendo 2,0 g
(3,82 mmol) do derivado 17 foram acrescentados. O término da reagao foi comprovado por
CCD. Gés nitrogénio foi purgado no sistema e, entao este foi aberto. O carvao foi filtrado e o
solvente removido em evaporador rotatério. Foi obtido um éleo amarelado, que, apos
acréscimo de pequena quantidade de éter de petréleo, foi solidificado. Foi obtido 1,58 g
(3,00 mmol) do derivado reduzido 18 com 79% de rendimento.

IV (v, em™): 3251, 2947, 1740, 1732, 1509, 1364, 1224, 1034.

RMN de 'H (CDCls; 200 MHz) 7,05 (d, Ji241 8,1 Hz, H-12); 6,76 (s, H-9); 6,71 (d, Ji112 8,2
Hz, H-11); 5,49 (dd, J25 10,5 Hz, Js.1 8,1 Hz, H-2); 5,43 (d, Ju33,4 Hz H-4); 5,10 (dd, J3 10,4
Hz, Js4 3,3 Hz H-3); 4,88 (d, Ji2 7,9 Hz H-1); 4,24 (dd, Jgem 11,1 Hz, Js5 6,6 Hz, H-6); 4,15
(dd, Jyem 11,3 Hz, 57,20 Hz, H-6'); 3,97 (1, Js 0 66,6 Hz, H-5); 3,80 (s, OCHs); 2,91 (t, Jia13
o127,5 Hz, H-13); 2,66 (t, Ji3146 14 7,5 Hz, H-14); 2,18-2,04 (s, OCOCHs).

RMN de ®*C (CDCls; 50 MHz): 178,2 (COOH); 170,5-169,7 (OCOCH,); 150,7 (C-7); 1441
(C-8); 137,0 (C-10); 120,4 (C-12); 120,3 (C-11); 113,1 (C-9); 101,6 (C-1); 71,0 (C-3 ou C-5);
70,9 (C-5 ou C-3); 68,9 (C-2); 67,1 (C-4); 61,4 (C-6); 56,2 (OCHSa); 35,7 (C-14); 30,5 (C-13);
20,8- 20,7 (OCOCH;);
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C24H30013

Massa molar: 526 g/mol
Faixa de fusado: 78,9-81,2 °C
[a]p +6,8 (¢ 1,1, CHCI5)

2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosideo de 4-[[((succinimidil)oxi)carbonil]etil]-2-
metoxifenila (19)

Em baldao de 100 mL contendo 2,18 g (4,14 mmol) do galactopiranosideo hidrocinamico 18
foram vertidos 1,28 mg (6,21 mmol) de DCC, 720 mg (6,26 mmol) de NHS e 16 mL de
tetraidrofurano. O baléo foi vedado com septo de borracha e a mistura reagente foi mantida
sob agitacdo a temperatura ambiente. Foi observada a formacao de um precipitado branco
(DCU) com 3 minutos de reacdo. O desenvolvimento da reag¢ao foi acompanhado por CCD.
Apoés seu término (aproximadamente 45 minutos), a suspensao foi filtrada, obtendo-se cerca
de 1 g de DCU. O filtrado foi eliminado a secura com auxilio de ar comprimido. Foram
obtidos 3,2 g de um material amarelado amorfo. Esse material foi incorporado em silica e
submetido a CCS (62 g de silica). A eluicao foi isocratica com diclorometano:acetato de etila
9:1. Foram obtidos 1,49 mg (2,30 mmol) do aduto 19 (58% de rendimento) na forma de um
6leo transparente que, apds ser atritado em presenca de éter de petroleo deu origem a um
solido branco amorfo.

IV (v, cm™): 2929, 2850, 1733, 1368, 1210, 1042.

RMN de "H (CDCls; 200 MHz): 7,07 (d, Ji112 8,0 Hz, H-12); 6,78-6,70 (m, H-9 e H-11); 5,48
(dd, J2510,5 Hz, Jos 8,0 Hz H-2); 5,42 (d, Js5 3,6 Hz H-4); 5,09 (dd, Js» 10,5 Hz, J 34 3,6 Hz,
H-3); 4,88 (d, J;» 8,0 Hz H-1); 4,24-4,10 (m, H-6 e H-6'); 3,98 (t, Js 5 6,6 Hz, H-5); 3,82 (s,
OCHs); 3,04-2,87 (m, H-13 e H-14); 2,84 (s, H-17 e H-17"); 2,27-2,01 (s, OCOCH).
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RMN de *C (CDCly; 50 MHz): 170,0-168,0 (OCOCH,); 150,7 (C-8); 145,1 (C-7); 135,9 (C-
10); 120,4 (C-12); 120,3 (C-11); 112,9 (C-9); 101,5 (C-1); 71,0 (C-5); 70,9 (C-3); 68,8 (C-2);
67,1 (C-4); 61,4 (C-6); 56,1 (OCH,) 32,8 (C-14); 30,3 (C-13); 25,7 (C-17 e C-17’); 20,8-20,7
(OCOCHS).

C28H33015N

Massa molar: 623 g/mol

Faixa de fusdo: 108,4-109,8 °C
[ao +14,1 (c 2, CHCIy)

N,N-bis-[3-(4-(2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosiloxi-3-metoxifenil)propanoil]-1,4-
butanodiamina (20)

AC__0Ac
) 0
5 2
AcO 1
3 OAc

OAc
AcO
H3 CO ACO
OAc

Em baldo de 50 mL foram vertidos 623 mg (1,00 mmol) do aduto 19, 2 mL de
dimetilformamida e, com auxilio de uma seringa, 2 mL de uma solucdo de 29 mg (0,33
mmol) de 1,4-butanodiamina em tetraidrofurano. O balédo foi vedado com septo de borracha.
A mistura reagente foi mantida sob agitacdo, a temperatura ambiente. Apdés 19 horas, a
mistura reagente foi vertida em capsula de porcelana e os solventes eliminados a secura
pelo uso de ar comprimido. Foram obtidos 739 mg de uma mistura oleosa. Esse material foi
submetido a CCS (30 g de silica). Foi realizada uma eluicdo de modo gradiente de
hexano:acetato de etila 9:1 (100 mL), 1:1 (250 mL), acetato de etila 100% (250 mL) e,
finalmente acetato de etila:metanol 9:1 (400 mL). O dimero foi obtido das fracdes eluidas
com acetato de etila:metanol 9:1 na forma de um material céreo transparente com
rendimento de 91% (331 mg, 0,30 mmol).

RMN de 'H (CDCls; 400 MHz): 7,02 (d, Ji112 8,1 Hz, H-12): 6,78 (d, Js.12 1,5 Hz, H-9); 6,71
(dd, Ji211 8,1 Hz, H-11); 6,04 (s largo, NH); 5,46 (dd, J»310,5 Hz, Js 8,0 Hz, H-2); 5,43 (d,
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Jaz 3,7 Hz, H-4); 5,10 (dd, J5210,5 Hz, J;4 3,7 Hz, H-3); 4,87 (d, J;» 8,0 Hz, H-1); 4,22 (dd,
Jsg 11,2 Hz, Js5 6,8 Hz, H-6); 4,14 (dd, Js's 11,2 Hz, J5'5 6,8 Hz, H-6'); 3,97 (t, J56 6,8 Hz, H-
5); 3,79 (s, OCHjs); 3,18-3,06 (m, H-16); 2,92 (t, Js¢ 7,3 Hz, H-13); 2,52-2,45 (m, H-14); 2,16-
2,01 (s, OCOCHs); 1,26-1,22 (m, H-17);

RMN de *3C (CDCly; 100 MHz): 172,6 (C-15); 171,8-169,6 (OCOCHS); 150,4 (C-8); 144,5 (C-
7); 137,7 (C-10); 120,5 (C-12); 120,3 (C-11); 113,4 (C-9); 101,6 (C-1); 70,7 (C-3 ou C-5);
70,4 (C-5 ou C-3); 68,8 (C-2); 66,9 (C-4); 61,2 (C-6); 56,0 (OCH3); 39,1 (C-16); 38,4 (C-14);
31,6 (C-17); 26,6 (C-13); 20,4-20,6 (OCOCHS).

C52H68()24N2

Massa molar: 1104 g/mol
Faixa de fusdo: 102,6-104,8 °C
[a]o +1,3 (¢ 0,05 (CH3).CO)

N,N-bis-[3-(4-B-D-galactopiranosiloxi-3-metoxifenil)propanoil]-1,4-butanodiamina (21)
OH

. —OH
4 R OCH
H 5 2 0 3

3 OH

(0] OH
HO
H3CO HO
OH

Em baldo de 50 mL, foram acrescentados 10 mL de metanol anidro e um cubo de
aproximadamente 0,8 gramas de sédio. O baldo foi conectado com tubo de cloreto de célcio
anidro. Apds o consumo total de sédio, foram vertidos na solugdo 285 mg (0,26 mmol) do
dimero hidrocinamico protegido 20. A evolucao da reacao foi acompanhada por CCD. Apés
seu término (aproximadamente uma hora e meia), foi necessario o acréscimo de metanol
até solubilizagdo completa do precipitado floculoso branco formado durante a reagdo. Em
seguida foi acrescentada quantidade suficiente de resina Amberlite IRA 120 para
neutralizacdo do meio. A resina foi filtrada e o solvente removido em evaporador rotatério.
Foram obtidos 165 mg (0,22 mmol) do dimero desprotegido 21 na forma de um sdélido
branco amorfo (83% de rendimento).
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RMN de 'H (CD;OD; 400 MHz): 7,82 (sinal largo, NH); 6,97 (sinal largo, H-12); 6,80 (sinal
largo, H-9) 6,66 (sinal largo, H-11); 4,79-3,38 (m, H-1, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, OCH,); 2,99
(s largo, H-16); 2,74 (s largo, H-14); 2,34 (s largo, H-13); 1,30 (s largo, H-17).

RMN de "C- (CD,OD; 100 MHz): 120,5 (C-12); 115,8 (C-11); 113,0 (C-9); 101,3 (C-1); 75,7
(C-5 ou C-3); 73,8 (C-3 ou C-5); 70,7 (C-2); 68,5 (C-4); 60,8 (C-6); 55,8 (OCHs); 38,6 (C-14);
37,7 (C-16); 31,2 (C-13); 26,7 (C-17).

C34H45014N> E.M. (ESI, m/z) para C34H43014N5:
Massa molar: 768 g/mol Encontrado: 791 (M + Na)*

Faixa de fusdo: 103,2-104,9 °C

[ao -8,9 (c 0,45, DMSO)

3,4,6-tri-O-acetil-D-galactal (22)
OAC_0Ac
(0]
4
5
3 1
2
Em baldo de 250 mL foram vertidos 30 mL de agua destilada e 10 mL de acido acético
glacial. A solugéo foi mantida -10 °C. Em seguida, foram vertidos 9,18 g (141,23 mmol) de
zinco granulado e, com o auxilio de um funil de adicédo, foram acrescentados, gota a gota,
30 mL de uma solugédo de 5,51 g (13,41 mmol) acetobromogalactose 3 em acido acético
glacial. Terminada a adicéo, a temperatura foi mantida a 0 °C. O desenvolvimento da reagéo
foi acompanhado por CCD. Apés o término da reagcdo (aproximadamente uma hora), a
mistura heterogénea foi filtrada e o residuo foi lavado com agua destilada gelada. A solucéo
aquosa foi extraida com 4 X 30 mL de diclorometano. As fases orgéanicas reunidas foram
extraidas com 4 X 30 mL de solugdo saturada de bicarbonato de sédio e, em seguida, com
agua destilada até pH 7. A fase orgéanica foi secada com sulfato de sédio anidro e o solvente
foi removido no evaporador rotatério. Foram obtidos 3,28 g de um material que foi submetido
a CCS. Foi realizada uma eluigao gradiente de hexano:acetato de etila 5:1, 2:1 e 1:1. Foram
obtidos 2,92 g (10,74 mmol) do galactal 22 na forma de um éleo transparente (80 % de

rendimento).

IV (v, em™): 1737, 1651, 1369, 1212, 1030.
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RMN de 'H (CDCls; 400 MHz): 6,46 (dd, J;» 6,3 Hz, J;51,7 Hz H-1); 5,57-5,54 (m, H-3);
5,44-5,40 (m, H-4); 4,73 (ddd, Ji 2 6,3 Hz, Jo3 2,7 Hz, Jos 1,4 Hz, H-2); 4,35-4,32 (m, H-5);
4,29-4,20 (m, H-6 e H-6); 2,16-2,02,(s, OCOCHs)

RMN de "3C (CDCls; 100 MHz): 170,4-169,2 (OCOCHS,); 145,3 (C-1); 98,7 (C-2); 72,7 (C-4);
63,69 (C-5 ou C-3); 63,66 (C-3 ou C-5); 61,8 (C-6); 20,6-20,5 (COCHs)

C12H16()7
Massa molar: 272 g/mol
[OC]D +6,3 (C1 (CH3)2CO)

nitrato de 3,4,6-tri- O-acetil-2-azido-2-desoxi-a,-D-galactopiranosila (23)

OAc OAc

6
0
Ac wor ONO,
N

} 3
Em um baldo de 250 mL foram vertidos 5,0 g (18,38 mol) do D-galactal 22 e 90 mL (1,72
mol) de acetonitrila anidra. A solucdo foi mantida a 0 °C quando foram adicionados 1,92 g
(29,54 mmol) de azida de sodio e 30,2 g (55,11 mol) de nitrato cérico amoniacal. A mistura
reagente foi mantida em atmosfera de nitrogénio. O desenvolvimento da reacao foi
acompanhado por CCD. Apés o término da reacao (aproximadamente 3 horas), a mistura foi
vertida em erlenmeyer contendo 20 mL de diclorometano. As fases foram separadas e a
fase aquosa foi extraida com 3 X 30 mL de diclorometano. As fases organicas reunidas
foram extraidas com 3 X 30 mL de agua destilada. A fase organica foi secada com sulfato
de sodio anidro e o solvente removido em evaporador rotatério. Foram obtidos 6,36 g de
uma mistura que foi submetida a CCS. A coluna foi eluida com diclorometano 100%,
diclorometano:acetato de etila 9:1 e acetato de etila 100%. A mistura anomérica de nitrato
de 2-azido-2-desoxi-galactopiranosila 23, foi obtida nas fragcbes eluidas com
diclorometano:acetato de etila 9:1. Foram obtidos 4,68 g (12,45 mmol) de 23 na forma de
um Oleo amarelado (68% de rendimento) e 0,98 g (2,64 mmol) do subproduto 24 na forma

de um solido branco (14 % de rendimento).

RMN de 'H (CDCly; 400 MHz): 6,34 (d, J; 24,1 Hz H-10); 5,59 (d, J;» 8,9 Hz H-1p); 5,50 (d,
J132,9 Hz H-4a); 5,39 (d, Js53,0 Hz H-4B); 5,25 (dd, Js»11,3 Hz; Js4 2,9 Hz H-3a); 4,97 (dd,
J32 10,5 Hz; Js4 3,0 Hz H-3B); 4,37 (t, Jse 6,5 Hz H-50); 4,20 (t, Js s 5,7 Hz H-5p); 4,17-4,04
(m, H-2a, H-60, H-6'a, H-6B e H-6'B); 3,83 (dd, Jo3 10,5 Hz; Jos 8,9 Hz H-2B); 2,17-2,03 (s,
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OCOCHs)

RMN de *C (CDCls; 100 MHz): 170,2-169,4 (OCOCHS,); 98,1 (C-1p); 96,9 (C-1a); 71,9 (C-
4B); 71,7 (C-5p); 69,5 (C-4a); 68,5 (C-50); 66,6 (C-301); 65,8 (C-3B); 60,9 (C-6ar); 60,8 (C-
6B); 57,5 (C-2B); 55,9 (C-20); 20,5-20,4 (OCOCH;).

C12H1GO1ON4
Massa molar: 376 g/mol
[a]o +93,8 (¢ 1, CHCI,) Lit.: +125 (c1, CHCI;) (LEMIEUX; RATCLIFFE, 1979).

N-acetil-3,4,6-tri- O-acetil-2-azido-2-desoxi-o-D-galactopiranosilamina (24)

OAc OAc

CH;

RMN de 'H (CDCls; 400 MHz): 5,86 (m, H-1); 5,37 (s, H-4); 5,19 (d, J 3 10,0 Hz, H-3); 4,19-
4,06 (m, H-2, H-5, H-6 e H-6"); 2,17-2,03 (s, OCOCHs).

RMN de "3C (CDCls; 100 MHz): 171,3-170,2 (OCOCHs); 75,7 (C-1); 69,7 (C-5); 67,1 (C-3);
66,9 (C-4); 61,4 (C-6); 56,8 (C-2); 23,3 (NHCOCH; ); 20,7-20,6 (OCOCH;)

C14H2008N,
Massa molar: 372 g/mol
Faixa de fusdo: 137,9-138,8 °C. Lit.: 142,0-143,5 °C (LEMIEUX; RATCLIFFE, 1979).

Brometo de 3,4,6-tri- O-acetil-2-azido-2-desoxi-a-D-galactopiranosila (25)

OAc _oac

Em baldo de 25 mL foram colocados 1,0 g (2,6 mmol) do derivado azidonitrado 23, 1,16 g
(13,0 mmol) de brometo de litio e 10 mL de acetonitrila anidra. A mistura reagente foi
mantida sob agitacao a temperatura ambiente. Nao foi possivel acompanhar a reagao por
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CCD. Assim, ap6s aproximadamente trés horas de reagdo, a suspensao foi vertida a um
funil de separagéo. Foram acrescentados 25 mL de diclorometano. A solucédo foi extraida
com 2 X 10 mL de agua destilada, secada com sulfato de sodio anidro. Apés filtracéo, o
solvente foi removido em evaporador rotatério. Foram obtidos 840 mg (2,13 mmol) do
brometo 25 na forma de um 6leo transparente (82 % de rendimento).

RMN de 'H (CDCls; 200 MHz): 6,48 (d, J 13,8 Hz, H-1); 5,51 (d, J453,2 Hz H-4); 5,34 (dd,
J3’2 10,7 HZ, J 3.4 3,2 HZ’ H'3), 4,49 (t Iargo, 6,4 Hz J5’6 e 6 H'S), 4,23'4,05 (m, H-6 e H'G’),
3,99 (dd, J.5310,7 Hz, J»4 3,8 Hz H-2); 2,20-2,01 (s, OCOCHs).

RMN de '3C (CDCls; 50 MHz): 170,4-169,6 (OCOCH,); 89,1 (C-1); 71,6 (C-5); 69,9 (C-3);
66,7 (C-4); 60,9 (C-6); 58,8 (C-2); 20,7 (OCOCHS).

C1oH1607N3Br

Massa molar: 394 g/mol

[a]p +111,0 (c 2, CHCIy) lit.: +188,6 (¢ 1,95, CHCI;), +172,6 (¢ 1, CH3CN), +104,0 (¢ 1,2,
CH3CN) (LEMIEUX; RATCLIFFE, 1979).

3,4,6-tri- O-acetil-2-azido-2-desoxi-B-D-galactopiranosideo de 4-formil-2-metoxifenila (26)

OAE OAc
4 R OCH
AC 5 2 1 O ] 8 3

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 2,24 g (14,74 mmol) de 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldeido (15), 0,62g (14,76 mmol) de hidréxido de litio monoidratado em 4,7 mL
de agua destilada. A mistura foi mantida sob agitacao e, apdés 10 minutos, foi vertida uma
solucao de 1,84 g (4,67 mmol) do brometo galactopiranosila 25 em 8 mL de acetona. O
desenvolvimento da reagdo foi acompanhado por CCD. Ao término da reagao
(aproximadamente uma hora), a mistura reagente foi vertida em cépsula de porcelana e os
solventes eliminados com o auxilio de ar comprimido. O material obtido foi transferido com
agua destilada e diclorometano alternadamente em funil de separagdo. As fases foram
separadas e a fase aquosa foi extraida 2 X 30 mL de diclorometano. As fases orgéanicas
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reunidas foram extraidas com solucéo de hidroxido de sédio 0,5 mol/L. Em seguida, a fase
organica foi lavada com agua até pH 7, secada com sulfato de s6dio anidro e, apés filtracao,
o solvente foi removido em evaporador rotatério. Foram obtidos 1,1 g de um dleo
transparente que foi submetido a CCS. Foram obtidos 980 mg (2,11 mmol) do galactosideo
26 na forma de um 6leo amarelado (45% de rendimento).

RMN de 'H (CDCls; 200 MHz): 9,90 (s, CHO); 7,46-7,41 (m, H-9 e H-11); 7,21 (d, Ji241 7,9
Hz H-12); 5,41 (d, Jus 3,2 Hz H-4); 5,03 (d, J; »8,0 Hz H-1); 4,92 (dd, J32 10,8 Hz, J;43,2 Hz,
H-3); 4,29-4,02 (m, H-2, H-5, H-6, H-6); 3,94 (s, OCHj); 2,23-2,05 (s, OCOCH5).

RMN de *C (CDCls; 50 MHz): 191,0 (CHO); 170,4-169,9 (COCHj); 151,8 (C-7); 150,9 (C-8);
132,7 (C-10); 125,3 (C-12); 116,8 (C-11); 110,8 (C-9); 100,6 (C-1); 71,4 (C-5); 71,0 (C-3);
66,3 (C-4); 61,4 (C-6); 60,8 (C-2); 56,2 (OCH); 20,7 (COCHs);

C20H23()10N3

Massa molar: 465 g/mol
Faixa de fusao

[a]p -6,3 ¢ 1,1 (CH3),CO

3,4,6-tri- O-acetil-2-azido-2-desoxi-B-D-galactopiranosideo de 4-trans-[(2-carboxi)etenil]-2-
metoxifenila (27)

OAc OAc
A (0)
AC 5 2 1
3 N3

Em um baldo de 25 mL foram vertidos 1,34 g (2,88 mmol) de 2-azido-2-desoxi-
galactopiranosideo da vanilina 26, 1,20 g (11,54 mmol) de &cido maldnico, 0,4 mL de
piperidina e 5,5 mL de piridina anidra. O baldo foi conectado a um condensador de refluxo e,
este, conectado com um tubo de cloreto de célcio anidro. A temperatura foi mantida a 95 °C.
O desenvolvimento da reacao foi acompanhado por CCD. Apds o término da reacgéo
(aproximadamente 30 minutos), a mistura foi vertida em gelo pilado e foi acrescentado acido
cloridrico concentrado até pH 1. Foi observada a formagao de um precipitado amarelado. Ao
erlenmeyer foram vertidos 20 mL de cloroférmio. As fases foram separadas em funil de
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separacdo. A fase aquosa foi extraida 2 X 30 mL de cloroférmio. As fases organicas
reunidas foram extraidas com agua até pH 7. Em seguida, a fase organica foi secada com
sulfato de sédio anidro e o solvente removido em evaporador rotatério. Foram obtidos 1,44 g
de um dleo castanho que foi cristalizado na presenca de éter de petréleo e recristalizado de
agua e etanol. O produto (1,43 g, 2,82 mmol) foi obtido na forma de um sélido branco
acetinado (98% de rendimento).

IV (v,em™): 2118, 1740, 1716; 1633, 1599, 1512, 1220, 1035.

RMN de 'H (CDCly; 200 MHz): 7,73 (d, Ji112 15,9 Hz H-13); 7,28-7,10 (m, H-9, H-11 e H-12);
7,11 (s, H-9); 6,37 (d, Ji21115,8 Hz H-14); 5,40 (s largo, H-4); 4,95-4,85 (m, H-1, H-3); 4,26-
3,99 (m, H-2, H-5, H-6, H-6"); 3,91 (s, OCHs).

RMN de "*C (CDCls; 50 MHz): 172,1 (COOH); 170,5-170,0 (OCOCH,); 150,6 (C-8); 148,1
(C-7); 146,5 (C-13); 130,5 (C-10); 122,1 (C-12); 118,2 (C-14); 116,7 (C-11); 111,5 (C-9);
101,2 (C-1); 71,2 (C-3 ou C-5); 71,1 (C-5 ou C-3); 66,4 (C-4); 61,4 (C-6); 60,9 (C-2); 56,1
(OCHjs); 20,7 (OCOCH;).

C22H25011N3
Massa molar: 507 g/mol
Faixa de fusdo: 181,5-182,7 °C

N,N -bis-[4-(83,4,6-tri- O-acetil-2-azido-2-desoxi-f-D-galactopiranosiloxi)-3-metoxi- trans-
benzenopropenoil]-1,4-butanodiamina (28)

0AC__pAc
) 0
5 2
ACO&L 0

=

o o OAc
N3
OCH3 AcO
OAc

Em baldo de 100 mL contendo 507 mg (1,00 mmol) de 27 foram vertidos 320 mg (1,55
mmol) de DCC, 180 mg (1,55 mmol) de NHS e 4 mL de THF. O balao foi vedado com septo
de borracha e a mistura reagente foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente. O
desenvolvimento da reagdo foi acompanhado por CCD. Apéds seu término a mistura foi
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vertida em capsula de porcelana e o solvente foi eliminado com o auxilio de ar comprimido.
Foram obtidos 930 mg de um material heterogéneo (um sélido branco em meio a um 6éleo
amarelado). Esse material foi ressuspendido com diclorometano. O sélido branco néo
soluvel (180 mgq) foi caracterizado como DCU. O filtrado foi levado a secura em evaporador
rotatério. Foram obtidos 744 mg de um 6leo amarelo.O bruto obtido foi utilizado na etapa

seguinte sem purificagéo.

Assim, foram acrescentados 2 mL de THF e 2 mL de DMF anidra ao baldo contendo o 6leo
amarelo. A esta solucao foram acrescentados 2 mL de uma solu¢ao de 29 mg (0,33 mmol)
de 1,4-butanodiamina em THF. Apds 14 horas de reac¢ao a mistura foi vertida em capsula de
porcelana e os solventes foram eliminados com o auxilio de ar comprimido. Foram obtidos
820 mg de um material heterogéneo. Esse material foi submetido a CCS (25 g de silica). A
coluna foi eluida inicialmente com acetato de etila 100% e, em seguida, acetato de
etila:metanol 9:1. Foram obtidos 92 mg (0,09 mmol) do dimero 28, de fracdes eluidas em
acetato de etila 100%, na forma de um sélido branco (27% de rendimento).

RMN de 'H (CDCls; 400 MHz): 7,57 (d, Jis14 15,6 Hz, H-13); 7,06-7,03 (m, H-9, H-11 e H-
12); 6,40 (d, J1413 15,6 Hz, H-14); 5,46 (dd, J»3 10,8 Hz, J»1 8,0 Hz, H-2); 5,38 (d, Js3 2,7 Hz,
H-4); 4,93-4,82 (m, H-1 e H-3); 4,18 (dd, Js s 11,0 Hz, Js 5 4,0 Hz, H-6"); 4,12 (dd, Jse 11,0
Hz, Js5 6,6 Hz, H-6); 3,42-3,29 (m, H-16); 3,95 (t, Js¢ 6,4 Hz, H-5); 3,88 (s, OCHs); 2,17-2,00
(s, OCOCHs); 1,66-1,50 (m, H-17);

RMN de "*C (CDCls; 100 MHz): 170,3-166,3 (OCOCH); 150,4 (C-8); 147,1 (C-7); 140,5 (C-
14); 131,2 (C-10); 120,9 (C-12); 120,0 (C-13); 118,4 (C-11); 111,3 (C-9); 101,2 (C-1); 71,0
(C-5 ou C-3); 70,9 (C-3 ou C-5); 66,2 (C-4); 61,2 (C-6); 60,8 (C-2); 56,0 (OCH,); 39,2 (C-16);
26,9 (C-17); 20,59-20,57 (OCOCH;).

C48H58()20N8

Massa molar: 1063 g/mol
Faixa de fusdo: 114,4-115,2 °C
[alp-2,3 (¢ 1,2; (CH3).CO)
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N,N -bis-[4-(2-azido-2-desoxi-B-D-galactopiranosiloxi)-3-metoxi-trans-benzenopropenoil]-1,4-
butanodiamina (29)
OH

OH
\ 0
H > X \Lo

OH
N
OCH3 HO

OH

Em baldo de 25 mL foram acrescentados 10 mL de metanol anidro e um cubo de
aproximadamente 0,8 gramas de sodio metélico. O baldo foi conectado com tubo de cloreto
de calcio anidro. Apds consumo completo do sédio, foram vertidos na solugdo 11 mg (0,01
mmol) do dimero protegido 28. A evolugao da reagao foi acompanhada por CCD. Apés seu
término (aproximadamente uma hora), foi acrescentada quantidade suficiente de resina
Amberlite IRA 120 para neutralizagdo do meio. A resina foi filtrada e o solvente removido em
evaporador rotatério. Foram obtidos 6,9 mg (0,008 mmol) do dimero 29 impuro na forma de
material céreo amarelado (85% de rendimento bruto).

RMN de "*C (DMSO-ds; 200 MHz): 149,3 (C-7 e C-13); 144,7 (C-8); 136,0 (C-10); 129,3 (C-
12); 120,0 (C-13); 117,1 (C-14); 112,7 (C-9); 102,7 (C-1); 75,8 (C-3); 72,8 (C-5); 67,2 (C-4);
60,5 (C-6); 55,7 (C-2 e OCHs); 36,2 (C-16); 30,4 (C-17).

C36H46014Ns
Massa molar: 814 g/mol

3-D-galactopiranosideo de 4-trans-carboxietenilfenila (30)

OH _OH
6
4 (0)
5 2
HO. !
3 OH

Em um baldo de 50 mL foi preparada uma solu¢cdo de metdxido de sodio pela adicao de
aproximadamente 0,8 g de sédio em 10 mL de metanol anidro. A solugéo foi mantida a 0 °C.
Entdo, 500 mg (1,01 mmol) do galactopiranosideo (6) foram acrescentados. O
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desenvolvimento da reagcdo foi acompanhado por CCD. Apds o término da reacgéo, foi
acrescentada, sob agitacao, resina Amberlite IRA 120 até neutralizacdo. O solvente foi
removido em evaporador rotatério, sendo obtidos 322 mg (0,99 mmol) do galactopiranosideo
desprotegido 30 como um sélido branco amorfo (98 % de rendimento).

IV (v, cm™): 3272, 1683, 1603, 1235,1072

RMN de 'H (DMSO-ds; 200 MHz): 7,55 (d, Ji2.11 16,0 Hz, H-11); 7,63 (d, Jos 8,6 Hz, H-9 e H-
9'); 7,05 (d, Jso 8,6 Hz, H-8 e H-8"); 6,40 (d, Ji112 16,0 Hz, H-12); 4,89 (d, J;» 7,4 Hz, H-1),
3,71-3,40 (m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6 e H-6"),

RMN de '3C (DMSO-ds; 50 MHz): 167,9 (COOH); 159,1 (C-7); 143,6 (C-12); 129,8 (C-9, C-
9'); 127,9 (C-10); 117,2 (C-11); 116,5 (C-8 e C-8°); 100,6 (C-1); 75,6 (C-5 ou C-3); 73,3 (C-3
ou C-5); 70,2 (C-2); 68,2 (C-4); 60,4 (C-6).

C15H18()8

Massa molar: 326 g/mol

Faixa de fusdo: 200,2-201,3 °C
[alo -9,9 (c 1, DMSO)

Sintese de B-D-galactopiranosideo de 4-carboxietilfenila (31)

OH _OH
6
A 0
5 2
HO. !
3 OH

Utilizando-se o galactosideo cindmico desprotegido (30)

Em baldo de 50 mL, foram acrescentados 100 mg de paladio/carvdo em 10 mL de metanol
anidro. O baldo foi vedado com septo de borracha e foi feita atmosfera de nitrogénio. Um
baldo de borracha contendo gas hidrogénio e acoplado a uma agulha foi acoplado ao
sistema. Apos ativagéo do catalisador, 10 mL de uma solugao metandlica contendo 400 mg
(1,22 mmol) do derivado cinamico desprotegido 30 foi acrescentada com o auxilio de uma
seringa. N&o foi possivel o acompanhamento da reagdo por CCD, uma vez que os fatores
de retencdo das substancias foram semelhantes nos sistemas de eluigéo testados. Apos 72
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horas de reagdo, o sistema foi purgado com géas nitrogénio e, entdo, aberto. A filtracao foi
realizada em funil sinterizado contendo uma camada de terra de diatomacea. O solvente foi
removido em evaporador rotatério. Foram obtidos 382 mg (1,16 mmol) de 31 na forma de
um solido branco amorfo (95 % de rendimento).

Utilizando-se o galactosideo hidrocindmico protegido (7)

Em um baldao de 25 mL, foi preparada uma solugcao de metdxido de sédio pela adicdo de
aproximadamente 0,8 g de sddio em 10 mL de metanol anidro. A solugéo foi mantida a 0 °C
e 400 mg (0,81 mmol) do galactopiranosideo hidrocindmico 7 foram acrescentados. O
desenvolvimento da reagdo foi acompanhado por CCD. Ap6s o término da reacao, foi
acrescentada resina Amberlite IRA 120 até neutralizacdo. Entao, o solvente foi removido em
evaporador rotatério, sendo obtidos 166 mg (0,51 mmol) do galactopiranosideo desprotegido
31 como um soélido branco amorfo (62 % de rendimento).

IV (v, cm™): 3333, 2926,1694, 1228, 1033, 922

RMN de 'H (DMSO-ds; 200 MHz): 7,10 (d, Jsg 8,2 Hz, H-9 e H-9"); 6,90 (d, Js 8,2 Hz, H-8 e
H-8°); 4,75 (d, J;» 7,4 Hz, H-1); 3,72-3,38 (m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6 e H-6"); 2,72 (t largo,
H-12); 2,35 (t largo, H-11).

RMN de "*C (DMSO-ds; 50 MHz): 176,0 (COOH); 155,7 (C-7); 135,5 (C-10); 129,1 (C-9, C-
9; 116,2 (C-8 e C-8); 101,3 (C-1); 75,6 (C-5 ou C-3); 73,5 (C-3 ou C-5); 70,5 (C-2); 68,1
(C-4); 60,4 (C-6); 30,9 (C-12); 25,9 (C-11).

C15H20()8

Massa molar: 328 g/mol

Faixa de fusdo: 153,4-156,6 °C
[a]p -13,5 (c 2, DMSO)
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[-D-galactopiranosideo de 4-trans-[(2-carboxi)etenil]-2-metoxifenila (32)
OH

—OH
) o

5 2
H )

’ OH

Em um baldo de 50 mL foi preparada uma solugdo de metéxido de sédio pela adicdo de
aproximadamente 0,8 g de sddio em 20 mL de metanol anidro. A solug¢éo foi mantida a 0 °C
e 1,0 g (1,91 mmol) do galactopiranosideo 17 foram acrescentados. O desenvolvimento da
reacdo foi acompanhado por CCD. Apds o término da reacdo, foi acrescentada resina
Amberlite IRA 120 até neutralizacdo. Entdo, o solvente foi removido em evaporador
rotatério, sendo obtidos 411 mg (1,15 mmol) do galactopiranosideo 32 desprotegido como
um sélido branco amorfo (60 % de rendimento).

RMN de 'H (DMSO-ds; 200 MHz): 7,53 (d, Jia1s 15,9 Hz H-14); 7,32 (s, H-9); 7,20-7,07 (m,
H-11 e H-12); 6,45 (d, Jis.14 15,9 Hz H-13); 4,94 (d, J;» 7,5 Hz H-1); 3,81 (s, OCH,); 3,71-
3,40 (m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6" € 30H).

RMN de ®*C (DMSO-ds; 50 MHz): 168,0 (COOH). 149,3 (C-8); 148,5 (C-14); 144,2 (C-7);
128,2 (C-10); 122,3 (C-11); 117,3 (C-12); 115,1 (C-13); 111,4 (C-9); 100,4 (C-1); 75,7 (C-3);
73,6 (C-5); 70,3 (C-2); 68,3 (C-4); 60,5 (C-6); 55,9 (OCHg);

C16H2009

Massa molar: 356 g/mol

Faixa de fusdo: 128,2-133,3 °C

[o]o -27,8 (¢ 0,5, CH;OH)
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2-azido-2-desoxi-B-D-galactopiranosideo de 4-trans-[(2-carboxi)etenil]-2-metoxifenila (33)

OH oy

Em um baldo de 25 mL foi preparada uma solu¢cdo de metdxido de sodio pela adicao de
aproximadamente 0,8 g de sddio em 10 mL de metanol anidro. A solugéo foi mantida a 0 °C
e 500 mg (0,98 mmol) de 27 foram acrescentados. O desenvolvimento da reacao foi
acompanhado por CCD. Ap6s o término da reagao, foi acrescentada resina Amberlite IRA
120 até neutralizagdo. Entdo, o solvente foi removido em evaporador rotatério, sendo
obtidos 287 mg (0,75 mmol) do galactopiranosideo 33 desprotegido como um sélido branco
amorfo (77 % de rendimento).

RMN de "H (DMSO-ds; 200 MHz): 7,53 (d, Jia1s 15,8 Hz H-14); 7,36 (s, H-9); 7,20-7,11 (m
H-11 e H-12); 6,48 (d, Ji314 15,8 Hz H-13); 5,00 (d, Ji» 7,7 Hz, H-1); 3,83 (s, OCHy); 3,76-
3,52 (m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6" € 30H).

RMN de "*C (DMSO-ds; 50 MHz): 167,9 (COOH); 149,4 (C-8); 147,8 (C-7); 143,8 (C-14);
129,1 (C-10); 122,0 (C-12); 117,8 (C-13); 115,9 (C-11); 111,5 (C-9); 90,0 (C-1); 75,7 (C-5);
71,7 (C-3); 67,3 (C-4); 63,9 (C-2); 60,3 (C-6); 56,0 (OCHy).

C16H19C)11N3

Massa molar: 381 g/mol

Faixa de fusdo:182,3-185,1 °C
[a]p+15,1 (c 1, DMSO)
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N-(2-hidroxietil)-4-(B-D-galactopiranosiloxi)benzenopropanamida (34)

OH _OH
6

4 (0)
2
H > L0 7 2
H

3 OH

Em baldo de 10 mL contendo 5 mL de N,N-dimetilformamida anidra e 384 mg do
galactosideo reduzido 31 (1,17 mmol) foram acrescentados 301 mg de 1-hidroxibenzotriazol
(2,23 mmol), 350 uL de diisopropilcarbodiimida (2,23 mmol) e, entdo, 81 uL de 2-
aminoetanol (1,34 mmol). A mistura reagente foi mantida sob agitacdo a 60 °C. Apds o
término da reacéo, verificado por CCD (aproximadamente 12 horas), o solvente foi removido
em evaporador rotatério e a mistura obtida foi tratada com acetona e metanol. Foram
obtidos 206 mg (0,16 mmol) do derivado amida 34 na forma de um soélido branco amorfo (47
% de rendimento).

RMN de 'H (D,O; 300 MHz): 7,13 (d, Jog 7,7 Hz, H-9 e H-9°), 6,99 (d, Jso 7,7 Hz, H-8 € H-8’),
4,93 (d, J;» 6,6 Hz, H-1), 3,91-3,68 (m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6 e H-6"), 3,42 (1, Ji5.14 4,8 Hz,
H'15), 3,12 (t, J14’15 4,8 HZ, H'14), 2,80 (t, J11’12 6,7 HZ, H'12), 2,44 (t, J12’11 6,7 HZ, H-1 1)

RMN de *C (D,O; 75 MHz): 172,3 (CONH); 156,2 (C-7); 135,0 (C-10); 129,5 (C-9); 116,6
(C-8); 100,9 (C-1); 75,3 (C-5 ou C-3); 72,5 (C-3 ou C-5); 70,5 (C-2); 68,4 (C-4); 60,7 (C-6);
59,8 (C-15); 41,1 (C-14); 37,6 (C-12); 30,6 (C-11).

C47H5505N E.M. (ESI, m/z) para C7H250gN:
Massa molar: 371 g/mol Encontrado: 394 [M + NaJ*
Faixa de fuséo: 178-180 °C

[a]p -3,1 (c 0,8, DMSO)
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N-(2-hidroxietil)-4-(2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosiloxi)-3-
metoxibenzenopropanamida (35)
OAc _OAc
6

4 O
s 2
Ac 1

3 OAc

Em baldo de 50 mL contendo 5 mL de N,N-dimetilformamida anidra e 1,0 g do galactosideo
18 (1,9 mmol) foram acrescentados 513 mg de 1-hidroxibenzotriazol (3,8 mmol), 600 uL de
diisopropilcarbodiimida (3,8 mmol) e, entdo, 136 puL de 2-aminoetanol (2,28 mmol). A mistura
reagente foi mantida sob agitacdo a 60 °C. Ap6s o término da reacéo, verificado por CCD
(aproximadamente 12 horas), o solvente foi removido em evaporador rotatério e a mistura
obtida foi submetida a wuma coluna cromatografica de eluicdo isocratica
diclorometano:acetato de etila 9:1. Foram obtidos 746 mg (1,31 mmol) do derivado amida 35

na forma de um sélido branco amorfo (69 % de rendimento).

RMN de 'H (CDCls; 300 MHz): 7,04 (d, Jio11 8,7 Hz, H-12); 6,76 (s, H-9); 6,68 (d, Ji112 8,7
Hz, H-11); 6,10 (t largo, NH); 5,50-5,42 (m, H-2 e H-4); 5,09 (dd, Js» 10,6, Js.4 3,3 Hz, H-3);
4,87 (d, Ji2 8,1 Hz, H-1); 4,24-4,11 (m, H-6 e H-6'); 3,96 (t, Jss o 56 6,6 Hz, H-5); 3,80 (s,
OCHa); 3,64 (t, Ji716 5,0 Hz, H-17); 3,36 (q, Jis.176 16,11 5,1 Hz, H-16); 2,92 (1, Ji3147,5 Hz, H-
14); 2,48 (1, J1a137,5 Hz, H-13); 2,18-2,01 (4 s, 12 H, OCOCHs).

RMN de "®*C (CDCls; 75 MHz): 173,1-169,6 (OCOCH; e CONH); 150,5 (C-8); 144,5 (C-7);
137,5 (C-10); 120,3 (C-12); 120,2 (C-11); 112,9 (C-9); 101,5 (C-1); 70,8 (C-5 ou C-3); 70,7
(C-3 ou C-5); 68,7 (C-2); 66,9 (C-4); 62,1 (C-6); 61,15 (C-17); 56,0 (OCHj3); 42,3 (C-16); 38,4
(C-14); 31,4 (C-13); 20,7-20,6 (OCOCHs).

CogH35013N E.M. (ESI, m/z) para CysH35043N:
Massa molar: 569 g/mol Encontrado: 592 [M + Na]*

Faixa de fus&o: 73-76 °C

[a]p +15,2 (¢ 2,1, CHCIy)
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N-(2-hidroxietil)-4-(B-D-galactopiranosiloxi)-3-metoxibenzenopropanamida (36)

Em baldo de 100 mL foi preparada uma solugcdo de metéxido de so6dio em metanol pela
adicao de aproximadamente 0,8 g de sédio metalico em 10 mL de metanol anidro. Essa
solugéo foi vertida em outro baldo contendo 765 mg do derivado protegido 35 (1,34 mmol). A
mistura reagente foi mantida sob agitagdo a 0 °C. Ap6s o término da reacdo, verificado por
CCD, foi acrescentada quantidade suficiente de resina Amberlite IRA 120 para pH 7. A
suspensao foi filtrada e o solvente removido em evaporador rotatério. Foram obtidos 370 mg
(0,92 mmol) do derivado desprotegido 36 na forma de um sélido branco amorfo (69 % de

rendimento).

RMN de 'H (D;0; 300 MHz): 7,01 (d, Jio.11 8,2 Hz, H-12), 6,85 (d, Jo11 1,6 Hz, H-9), 6,72 (dd,
Ji112 8,2, Ji112 1,6 Hz, H-11), 4,90 (d, J; » 7,6 Hz, H-1), 3,90-3,63 (m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6
e H-6"e OCHba), 3,40 (t, Ji7.16 5,7 Hz, H-17), 3,12 (t, Jis47 5,7 Hz, H-16), 2,78 (t, Jia.14 7,0 Hz,
H-14), 2,43 (t, Ji413 7,0 Hz, H-13).

RMN de "*C-DEPT 135 (D,0; 75 MHz): 121,1 (C-12); 116,1 (C-11); 112,9 (C-9); 101,2 (C-1);
75,3 (C-5 ou C-3); 72,6 (C-3 ou C-5); 70,5 (C-2); 68,4 (C-4); 60,7 (C-6); 59,9 (C-17); 55,8
(OCHs); 41,2 (C-16); 37,5 (C-14); 30,9 (C-13).

C1gH2,0O9N E.M. (ESI, m/z) para CigH270gN:
Massa molar: 401 g/mol Encontrado: 424 [M + Na]*
Faixa de fusdo: 177-180 °C

[a]p+3,6 (c 1,3, DMSO)
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tetracloridrato do pentaeritritilamina (38)
NH; CI

CT H;N NH; CI

CI HzN

Em baldao de 100 mL foram vertidos 3,0 g (4,00 mmol) do tetratosilado 40, 30 mL de
dimetilformamida e 3,0 g (48,00 mmol) de azida de sédio. A mistura foi mantida sob agitacéo
magnética a 100 °C por 20 horas. Apds este tempo, a mistura foi vertida em 200 mL de
agua. A solugéo foi extraida com 8 X 20 mL de éter etilico. A fase orgénica foi separada e
secada com sulfato de sédio anidro. Apoés filtragéo, o volume de solvente foi reduzido, em
evaporador rotatorio, a aproximadamente 30 mL. Ao baldo, foram acrescentados 15 mL de
dioxano e novamente o volume foi reduzido a aproximadamente 30 mL e mais 15 mL de
dioxano foram acrescentados. Em seguida, foram acrescentados ao baldo, 6,30 g (24,00
mmol) de trifenilfosfina e 22 mL de solugcdo de hidréxido de aménio (28-30%). A mistura
reagente foi mantida sob agitagdo a temperatura ambiente por aproximadamente 48 horas.
Apéds esse tempo, a mistura foi vertida em capsula de porcelana e o solvente foi eliminado
com auxilio de ar comprimido. O residuo branco obtido foi ressuspendido em 60 mL de
cloroférmio. A suspensao foi extraida com 5 X 15 mL de solugao de &cido cloridrico 3 mol/L.
As fases aquosas reunidas foram transferidas para uma capsula de porcelana e o solvente
foi reduzido a aproximadamente 15 mL. Foram acrescentados a esta solu¢do 2 mL de &cido
cloridrico concentrado. Foi observada a formagdo de um soélido branco amorfo que foi
filtrado e lavado com alcool etilico e éter etilico alternadamente. Foram obtidos 760 mg (2,73
mmol) do tetracloridrato 38 na forma de um sélido branco amorfo (68% de rendimento).

IV (v, cm™): 2988, 1582, 1497.

RMN de 'H (D,O; 200 MHz): 3,45; (s, H-2)
RMN de "*C (D,O; 50 MHz): 38,7 (C-2)
CsHoN4Cl,

Massa molar: 278 g/mol
Faixa de fusdo: 299,0-301,7 °C. Lit. 283-285 °C (ADIL et al, 2004)
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A baldo de 100 mL contendo 80 mg (0,089 mmol) do nucleo protegido 45 foram adicionados

10 mL de metanol anidro e quantidade catalitica de Pd-C. Foi feita atmosfera de nitrogénio,

e, em seguida, foi conectado um baldo de borracha contendo gas hidrogénio. A mistura

reagente foi mantida sob agitagao, a temperatura ambiente, por 15 horas, quando foi filtrada

em celite e o solvente foi removido em evaporador rotatério. Foram obtidos 21 mg (0,039

mmol) do nucleo desprotegido 39 na forma de um éleo marrom (44% de rendimento).

RMN de 'H (CDCls; 300 MHz): 4,85 (s, OH): 4,18 (s, H-5); 2,66-2,63 (m, H-2 e H-3).

E.M. (ESI, m/z) para C,1Hz5016:
Encontrado: 601 [M + 72]"

tetratosilato de pentaeritritila (40)
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Em baldo de 100 mL foram adicionados 2 g (14,70 mmol) de pentaeritritol, 14 g (73,7 mmol)

de cloreto de tosila e 50 mL de piridina. O baldo foi vedado com septo de borracha e

guardado a aproximadamente -4 °C. Ap6s 16 horas de reacao, foi possivel observar por

CCD que o material de partida nao fora consumido. Foram, entdo, acrescentados mais 15

mL de piridina e 11 g (58,0 mmol) de cloreto de tosila. Apés 13 horas, mesmo sem o
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consumo total do material de partida, a mistura reagente foi vertida em gelo pilado e a
suspensao formada foi acidificada até pH 1. Apoés filtragdo, foram obtidos 14,2 g de um
solido amarelado amorfo. O sélido foi transferido para um erlenmeyer e foram
acrescentados 100 mL de agua destilada. Apdés o aquecimento a fervura, a fragdo nao
soluvel foi filtrada. Foram obtidos 9,72 g (12,93 mmol) de 40 na forma de um sdélido branco
amorfo (88% de rendimento).

IV (v, cm™): 1598, 1364, 1175, 971, 807.

RMN de "H (CDCls; 200 MHz): 7,36 (d, Jus 8,0 Hz, H-4 & H-4'): 5,10 (d, Js+ 8,0 Hz, H-5 e H-
5%); 3,82 (s, H-2); 2,47 (s, CHa)

RMN de *C (CDCls; 50 MHz): 145,7 (C-3); 131,4 (C-6); 130,2 (C-4); 128,0 (C-5); 65,6 (C-1);
43,2 (C-2); 21,7 (C-7).

C33H36()1284
Massa molar: 752 g/mol
Faixa de fusdo: 151,3-152,9 °C

hidrogenossuccinato de benzila (42)

Em baldo de 500 mL foram vertidos 10 g de anidrido succinico (43) (100 mmol), 8,5 mL de
alcool benzilico (44) (83 mmol), 10,2 g de dimetilaminopiridina (DMAP) (83 mmol) e 300 mL
de diclorometano anidro. A mistura reagente foi mantida sob agitagdo, a temperatura
ambiente, por 18 horas. A mistura reagente foi vertido volume suficiente de uma solugéo
saturada de bicarbonato de sédio para pH 9. As fases foram separadas e a fase aquosa foi
tratada com solugédo de acido cloridrico 10 % até pH 2. Entdo, a fase aquosa foi extraida
com acetato de etila. As fases organicas reunidas foram agrupadas e extraidas com agua
destilada até pH 6, secada com sulfato de sodio anidro e filtrada. O solvente foi eliminado
em evaporador rotatério. Foram obtidos 13 g (62,5 mmol) do acido protegido 42 na forma de
um Oleo incolor (75 % de rendimento).

RMN de 'H (CDCls; 300 MHz): 7,34 (s, H-7, H-8, H-9, H-10 e H-11); 5,18 (s, H-5); 2,72 (s,
H-2 e H-3).
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C11H1204
Massa molar: 208 g/mol

tetra(benzilsuccinato) de pentaeritritila (45)
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Em baldo de 100 mL contendo 40 mL de diclorometano anidro foram acrescentados 478 mg
do acido protegido 42 (1,55 mmol), 50 mg de pentaeritritol (0,37 mmol) e 87 mg de
toluenossulfonato de dimetilamino piridina (DPTS) (0,296 mmol). Foi feita atmosfera de
argbnio e, entdo, acrescentados 397 mg de dicicloexilcarbodiimida (DCC) (1,92 mmol). A
mistura reagente foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente. Ap6s o término da
reacao, verificado por CCD (aproximadamente 24 horas), a suspensdo foi filtrada e a
solugéo obtida foi extraida com solugao saturada de carbonato de sédio e, em seguida, com
agua destilada até pH 7. A fase orgénica foi secada com sulfato de s6dio anidro, filtrada e o
solvente foi removido em evaporador rotatério. Foram obtidos 1,4 g de uma mistura na
forma de um sélido branco. Essa mistura foi submetida a cromatografia em coluna de silica.
Inicialmente foi utilizada mistura hexano:acetato de etila 2:1 e, em seguida 3:2. Foram

obtidos 124 mg (0,14 mmol) do nucleo protegido 45 na forma de um material céreo branco
(38% de rendimento).

RMN de 'H (CDCls; 300 MHz): 7,36-7,35 (m, H-9, H-10, H-11, H-12 e H-13); 5,14 (s, H-7);
4,15 (s, H-2); 2,69-2,68 (M, H-4 e H-5).

Elementar analise para C,9Hs5.0+6: E.M. (ESI, m/z) para C49H5:016:
Calculado: C. 65,62 H.5,80 O. 28,57: Encontrado: 919 [M + Na]
Encontrado: C. 65,87 H.5,46 O.28,67
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C49HSZC)16
Massa molar: 896 g/mol
Faixa de fusdo: 40-42 °C

N,N’,N”,N"-tetra[4-(2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosiloxi)-3-metoxibenzenopropanoil]
tetraminometilmetano (46)
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Em baldo de 50 mL foram solubilizados 250 mg (0,40 mmol) do aduto reduzido 19 em 3 mL
de acetona. Foram adicionados 16 mg (0,06 mmol) do tetracloridrato de pentaeritritilamina
(38) em uma mistura de 1 mL de trietilamina e 1 mL de agua. A mistura reagente foi mantida
a temperatura ambiente e agitacdo magnética por 14 horas. O acompanhamento foi feito por
CCD, utilizando-se ninidrina como revelador. A mistura reagente foi vertida em capsula de
porcelana e levada a secura com auxilio de ar comprimido. Foram obtidos 340 mg de um
material oleoso que foi submetido a CCS. A coluna foi eluida inicialmente com acetato de
etila 100% e, em seguida, acetato de etila:metanol 1:1. Das fragbes eluidas com acetato de
etila, foram obtidos 84 mg (0,039 mmol) de 46 sob a forma de um 6leo marrom (65 % de

rendimento).

RMN de "H (CDCls; 200 MHz): 7,50 (s largo, NH); 7,03 (d, Ji241 8,1 Hz, H-12); 6,79 (s, H-9);
6,73 (d, J11128,1 Hz, H-11); 5,51-5,42 (m, H-4 e H-2); 5,09 (dd, Js» 10,4 Hz, Js4 3,1 Hz H-3);
4,85 (d, Ji12 7,9 Hz H-1); 4,27-4,06 (m, H-6 e H-6"); 3,96 (t, Js¢ & 6,5 Hz, H-5); 3,79 (s,
OCHa); 2,92-2,84 (m, H-13 e H-157); 2,68-2,59 (m, H-14 e H-15"); 2,17-2,00 (m, OCOCH).
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RMN de "*C (CDCls; 50 MHz): 174,2-169,6 (C=0); 150,6 (C-8); 144,8 (C-7); 136,9 (C-10);
120,4 (C-12); 120,2 (C-11); 112,9 (C-9); 101,7 (C-1); 70,9 (C-3 ou C-5); 70,7 (C-5 ou C-3);
68,8 (C-4); 66,9 (C-2); 61,2 (C-6); 56,0 (OCH,); 38,2 (C-14); 31,4 (C-13); 25,4 (C-15); 21,1-
20,6 (OCOCH,).

C101H128048N4 E.M. (HRMS, m/Z) para C101H123043N4:
Massa molar: 2166,0398 g/mol Encontrado: 2167,0476 [M + H]"

N,N’,N”,N"-tetra[4-B-D-galactopiranosiloxi)-3-metoxibenzenopropanoilltetraminometilmetano

(47)
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Em baldo de 25 mL, foram acrescentados 5 mL de metanol anidro e um cubo de
aproximadamente 0,4 gramas de sodio metélico. O balao foi conectado com tubo de cloreto
de calcio anidro. Apds o consumo completo de sddio, foram vertidos na solugdo 84 mg (0,04
mmol) do tetrdmero protegido 46. A reagao foi acompanhada por CCD. Apds seu término
(aproximadamente uma hora), foi acrescentada quantidade suficiente de resina Amberlite
IRA 120 para neutralizacdo do meio. A resina foi filtrada e o solvente removido em
evaporador rotatorio. Foram obtidos 29 mg (0,02 mmol) do tetrdmero desprotegido 47 na

forma de um éleo marrom (50% de rendimento).

RMN de "H (DMSO-ds; 400 MHz): 7,61 (s largo, NH); 6,98 (d largo, 6,0 Hz, H-12); 6,86 (s, H-
9); 6,72 (s largo, H-11); 5,00-4,47 (m, H-1 e 4 OH); 3,55-3,38 (m, H-2, H-3,H-4, H-5, H-6 e H-
6°); 3,74 (s, OCHs); 2,80-2,51 (m, H-13, H-14 e H-15).



Parte experimental 176

RMN de 3C (DMSO-ds; 100 MHz): 173,1 (CH,CONH); 149,4 (C-8); 145,4 (C-7); 135,1 (C-
10); 120,5 (C-11); 116,0 (C-12); 113,2 (C-9); 101,4 (C-1); 74,0 (C-5 ou C-3); 75,8 (C-2); 70,8
(C-3 ou C-5); 68,5 (C-4); 60,8 (C-6); 56,1 (OCHs); 38,8 (C-14); 31,1 (C-13); 25,7 (C-15).

C69H96032N4
Massa molar: 1492 g/mol

2,3,4,6-tetra- O-acetil-a-D-manopiranosideo de 4-metoxifenila (50)

" TOCH;
Em baldo de 500 mL foram vertidos 20,0 g de manose peracetilada 48 (52 mmol) em 100
mL de diclorometano e 12,8 g de 4-metoxifenol 49 (102,2 mmol). Foi feita atmosfera de
argbnio e, em seguida, foram acrescentados 750 uL de acido trifluorometanossulfénico (8,3
mmol). A mistura reagente foi mantida em banho de gelo. Ap6s o fim da reacgao, verificado
por CCD (aproximadamente 4 horas), a mistura foi vertida em gelo contendo bicarbonato de
sodio. A fase organica foi, entdo, extraida com dissolugdo de hidroxido de sédio 1% e,
depois, com agua até pH 7, secada e filtrada. O solvente foi removido em evaporador
rotatério. Foram obtidos 22,4 g (49,3 mmol) do manosideo 50 na forma de um sdélido branco

amorfo (96% de rendimento).

RMN de 'H (300 MHz, CDCly): 7,03 (d, J 9,1 Hz, H-8 e H-8"); 6,84 (d, J 9,1 Hz, H-9 e H-9");
5,56 (dd, Jos 3,6 Hz, Js4 10,0 Hz, H-3); 5,45-541 (m, H-1, H-2); 5,36 (t, Js5 10,0 Hz, H-4);
4,29 (dd, Jss 12,9 Hz, Jss 5,1 Hz, H-6); 4,17-4,07 (m, H-5, H-6'); 3,78 (s, OCHs); 2,20, 2,06,
2,05,2,04 (4's, 12 H, OCOCHs).

RMN de "*C: (75 MHz, CDCls): 170,5-169,8 (OCOCH,); 155,4 (C-10); 149,7 (C-7); 117,8 (C-
8 e C-8); 114,6 (C-9 e C-9'); 96,6 (C-1); 69,5 (C-3 ou C-5); 69,0 (C-2); 68,9 (C-5 ou C3);
66,0 (C-4); 62,2 (C-6); 55,6 (OCHs); 20,9; 20,7 (OCOCHs,).
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Analise elementar para C21H26011: E.M. (ESI, m/Z) para C21H26011:
Calculado: C, 55,50; H, 5,73; O 38,77 Encontrado: 477,1 [M + Na]*
Encontrado: C, 55,71; H, 5,60; O 38,69

C21 H26011

Massa molar: 454,2 g/mol

Faixa de fusdo: 99 — 101 °C

[a]o +70,0 (c 2 (CH.CI,) Lit.: +70,0 (c 3, solvente nao relatado) (MORI et al, 1989)

o-D-manopiranosideo de 4-metoxifenila (51)

¥y TocH;,
Em baldo de 250 mL foram vertidos 60 mL de metanol anidro. O baldo foi mantido em banho
de gelo, quando foi acrescentado sédio metdlico (aproximadamente 1 g). A solugdo de
metdxido de sbdio, foram acrescentados 5 g (11,0 mmol) do manosideo protegido 50. Apds
o término da reagao, verificado por CCD (aproximadamente 2 horas), foi acrescentada
quantidade de resina amberlite IRA 120 suficiente para pH 7. A mistura foi filirada e o
solvente removido em evaporador rotatério. Foram obtidos 2,97 g (10,38 mmol) do

manosideo desprotegido 51 na forma de um sélido branco amorfo (94 % de rendimento).

RMN de 'H (300 MHz, CD;0D): 7,03 (d, J 9,1 Hz, H-9 e H-9"); 6,89 (d, J9,1 Hz, H-8 e H-8);
5,40 (d, J; » 1,5 Hz, H-1); 4,09-4,07 (m, H-2); 3,96-3,93 (m, H-3); 3,73-3,62 (m, H-4, H-5, H-6
e H-6"); 3,72 (s, OCHs).

RMN de *3C- (75 MHz, CD;OD): 118,8 (C-8 e C-8"); 115,0 (C-9 e C-9°); 99,2 (C-1); 73,3 (C-3
ou C-5); 70,4 (C-5 ou C-3); 69,9 (C-2); 66,6 (C-4); 60,6 (C-6); 55,7 (OCHs).
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Analise elementar para C3H507: E.M. (ESI, m/z) para C3Hg07:
Calculado: C. 54.50; H, 6,29; O. 39,16 Encontrado: 309,0 [M + Na]*
Encontrado: C, 54,30; H, 6,14; O. 39,51

C13H18()7

Massa molar: 286,1 g/mol

Faixa de fusdo: 153 — 154 °C Lit.: 152 — 153 °C (MORI et al, 1989)
[a]p+106,0 (c 2 (CH30H) Lit.: +113,0 (¢ 1,3, CH;OH) (MORI et al, 1989)

6-(4-metilbenzenossulfonil)-o-D-manopiranosideo de 4-metoxifenila (52)

8 OCH;

e
Em baldo de 25 mL foram solubilizados 50 mg de 51 (0,17 mmol) em 2 mL de piridina. A
solucado foram adicionados 40 mg (0,21 mmol) de cloreto de para-toluenossulfonila. A
mistura foi mantida sob agitacdo por 15 horas a 0° C, quando foram acrescentados 20 mg
de cloreto de para-toluenossulfonila (0,10 mmol). Apds duas horas, foi detectado o término
da reacdo. Ao baldo foi acrescentado gelo pilado e, em seguida, acido cloridrico
concentrado gota a gota até pH 1. Foram acrescentados 10 mL de acetato de etila. As fases
foram separadas e a fase organica foi extraida com agua destilada até pH 7, secada com
sulfato de sédio anidro e filtrada. O solvente foi removido em evaporador rotatério. A mistura
obtida na forma de um 6leo amarelado (50 mg) foi submetida a uma cromatografia em
coluna de silica. Foi realizada uma eluigédo isocratica com diclorometano:acetato de etila 1:1.
Foram obtidos 10 mg (0,20 mmol) do derivado tosilado 52 na forma de um 6leo amarelo
claro (13 % de rendimento).

RMN de "H (300 MHz, CDCly): 7,76 (d, Jss 8,2 Hz, H-8” € H-8""); 7,29 (d, Jos 8,2 Hz, H-9” e
H-9"); 6,93 (d, J 9,1 Hz, H-8 e H-8"); 6,77 (d, J9,1 Hz, H-9 e H-9'); 5,42 (d, J; » 1,2 Hz, H-
1); 4,45-3,61 (m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6" € 3 OH); 3,77 (s, OCHj).
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RMN de *3C - (75 MHz, CDCls): 128,8 (C-8" e C-8""'); 126,9 (C- C-9” e C-9""'); 116,6 (C- C-8
e C-8"); 113,5 (C- C-9 e C-9°); 97,7 (C-1); 70,3 (C-2); 69,4 (C-5 e C-3); 67,7 (C-4); 65,7 (C-
6); 54,5 (OCHs); 20,5 (OSO,CHy).

C20H24OQS E.M. (ESI, m/Z) para C20H24OQS:
Massa molar: 440 g/mol Encontrado: 463,1 [M + Na]*

6-azido-6-desoxi-a-D-manopiranosideo de 4-metoxifenila (53)

OCH;

O derivado tosilado 52 (3,3 g, 7,5 mmol) foi solubilizado em 100 mL de N,N-
dimetilformamida. A solugdo foram acrescentados 4,0 g de azida de sédio (61,5 mmol). A
suspensdo foi mantida sob agitagdo por 20 h a 60 ° C. O solvente foi removido em
evaporador rotatério e a mistura obtida foi submetida a uma coluna cromatogréfica
(diclorometano:metanol 1:1). Foram obtidos 687 mg de 53 (2,21 mmol) na forma de sélido
branco amorfo (27 % de rendimento).

RMN de 'H (DMSO-ds; 300 MHz): 6,96 (d, Jog 9,1 Hz, H-9 e H-9"); 6,78 (d, Js9 9,2 Hz, H-8 e
H-8"); 5,45 (d, Ji2 1,2, H-1); 4,93 (d, Jo3 5,9, H-2); 4,64-3,86 (m, H-3, H-4, H-5); 3,74 (s,
OCHj,); 3,52-3,44 (m, H-6 e H-6").

RMN de "C - (DMSO-ds; 75 MHz): 117,5 (C-8 e ¢-8"); 114,2 (C-9 e C-9°); 99,4 (C-1); 73,1
(C-5); 70,8 (C-3); 70,5 (C-2); 68,0 (C-4); 54,7 (OCHy); 51,5 (C-6).

C13H41706 N3 E.M. (ESI, m/z) para Ci3H70¢ N3:
Massa molar: 311,1 g/mol Encontrado: 334,1 [M + Na]*
Faixa de fusdo: 69 — 70 °C

[a]p +43,6 (c 2 CH;OH)
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6-azido-2,3,4-tri- O-benzil-6-desoxi-o-D-manopiranosideo de 4-metoxifenila (54)

¥~ “OCH;
Em baldo de 100 mL contendo 848 mg do manosideo 53 (2,73 mmol) foram acrescentados
30 mL de N,N-dimetilformamida anidra. A solucao foi mantida em banho de gelo, e, entao,
foram acrescentados pouco a pouco, 336 mg de hidreto de sddio (14 mmol). Apds 20
minutos, foram acrescentados 3,4 mL de brometo de benzila (13,8 mmol) a emulsao branca.
O balao foi removido do banho de gelo e a mistura reagente foi mantida sob agitagéo, a
temperatura ambiente. Apos o término da reagéao, verificado por CCD (aproximadamente 12
horas), a DMF foi removida em evaporador rotatério e a mistura obtida foi submetida a uma
extracdo com solucdo aquosa de cloreto de amdnio, apds ser solubilizada em acetato de
etila. A fase orgéanica foi, entdo, extraida com agua destila até pH 7. A mistura obtida foi
submetida a cromatografia em coluna de silica eluida de modo gradiente com
hexano:diclorometano 1:1 e, depois, com diclorometano. Das fracbes eluidas com
diclorometano foram obtidos 721 mg (1,24 mmol) do derivado benzilado 54 na forma de um
6leo amarelo (46 % de rendimento).

RMN de "H (300 MHz, CDCls): 7,39-7,29 (m, CH,C¢Hs); 6,94 (d, Jog 7,6 Hz, H-9 e H-9); 6,83
(d, Jsg 7,6 Hz, H-8 e H-8"); 5,45 (s largo, H-1); 5,02-4,98 (m, H-2); 4,82-4,59 (m, CH.CeHs);
4,16-3,89 (m, H-3, H-4, H-5, H-6 e H-6"); 3,79 (s, OCH3).

C34H35()6 N3
Massa molar: 581 g/mol
[OC]D +44,2 (C 2 CH2CI2)
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6-amino-2,3,4-tri- O-benzil-6-desoxi-a-D-manopiranosideo de 4-metoxifenila (55)

Y TOCH;

Em baldo de 25 mL foram solubilizados 700 mg de 54 (1,20 mmol) e 1,3 g de trifenilfosfina
(4,96 mmol) em 10 mL de tolueno. A mistura reagente foi mantida sob agitagéo por 18 horas
a temperatura ambiente. Ao baldo foram acrescentados 10 mL de solugdo de hidroxido de
sodio a 10 % m/v. A mistura foi mantida sob agitacdo, a 90 °C por 18 horas. A mistura foi
resfriada a temperatura ambiente, quando foram acrescentados 20 mL de éter etilico. As
fases foram separadas e a fase etilica foi extraida com agua destilada até pH 7, secada com
sulfato de sédio anidro e o solvente foi removido em evaporador rotatério. O manosideo 55

foi obtido impuro (398 mq) e utilizado na etapa seguinte.

RMN de 'H (300 MHz, CDCly): 7,45-7,24 (m, CH:CsHs); 6,93 (d, Jos 9,1 Hz, H-9 e H-9°); 6,82
(d, Jss 9,2 Hz, H-8 € H-8"); 5,44 (d, J» 1,8 Hz, H-1); 5,03-4,53 (m, CHxCeHs); 4,12 (dd, Js4
9,2, Js2 2,9 Hz, H-3); 3,99-3,98 (m, H-2); 3,87 (t, Jsse45 9,5 Hz, H-4); 3,79 (s, OCHy); 3,65
(ddd, Jss 9,3, Jse 6,8, Jsg 2,7 Hz, H-5); 3,02 (dd, Jss 13,5, Jss 2,6 Hz, H-6); 2,82 (dd, Jy-
13,8, Ji' 5 6,8 Hz, H-6).

C34H3706 N
Massa molar: 555 g/mol
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2,3,4-tri- O-benzil-6-[(3-carboxipropanoil)amino]-6-desoxi-a-D-manopiranosideo de 4-

metoxifenila (56)

¥~ “OCH;

Em baldo de 25 mL foram vertidos 345 mg (0,62 mmol) do manopiranosideo impuro 55 em 3
mL de piridina. A solugao foram acrescentados 80 mg de anidrido succinico (0,8 mmol) e 35
mg de dimetilaminopiridina (DMAP). A mistura reagente foi mantida sob agitagéo, a
temperatura ambiente. Apds o término da reacgéao, verificado por CCD (aproximadamente 16
horas), a piridina foi eliminada em evaporador rotatorio e a mistura obtida foi submetida a
cromatografia em coluna de silica eluida inicialmente com diclorometano:acetato de etila
2:3. Foram obtidos 81 mg (0,12 mmol) do derivado &cido 56 na forma de um 6leo amarelado

(19% de rendimento).

RMN de "H (CDCly; 300 MHz): 7,38-7,23 (m, CH.CeHs), 6,88 (d, Jos 9,2 Hz, H-8 e H-8"), 6,80
(d, Js.s 9,2 Hz, H-9 e H-9%), 6,30 (s largo, NH), 6,13 (s largo, OH), 5,41 (s, H-1), 4,89-4,61 (m,
CH,CeHs), 4,08 (dd, U1 8,5 Hz, Jos 2,5 Hz, H-2), 3,97-3,92 (m, H-4), 3,88-3,73 (m, H-3 e H-
5), 3,70 (s, OCHy), 3,66-3,36 (M, H-6 € H-6"), 2,43-2,41 (m, H-13), 2,30-2,28 (m, H-12).

RMN de "*C-DEPT 135 (CDCls; 75 MHz): 128,5-127,7 (CH»CsHs); 117,8 (C-8 e C-8"); 114,7
(C-9 e C-9°); 96,9 (C-1); 79,7 (C-2); 75,5 (C-3); 75,2, 73,0, € 72,4 (CH2CgHs); 74,6 (C-5) 71,1
(C-4); 55,6 (OCH); 39,9 (C-6); 31,5 (C-12 e C-13).

CasH41OgN
Massa molar: 655 g/mol
[a]o +16,3 (¢ 2; CHCI,)
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2,3,4-tri- O-benzil-6-[[(3-clorocarbonil)propanoillamino]-6-desoxi-a-D-manopiranosideo de 4-

metoxifenila (57)

¥~ “OCH;

Em baldao de 25 mL contendo 83 mg do &cido 56 (0,13 mmol) foram acrescentados 1,3 mL
de diclorometano anidro. A solucdo foram acrescentados 80 pL de cloreto de oxalila (0,93
mmol). Uma gota de DMF foi acrescentada como catalisador. A mistura reagente foi mantida
sob agitacdo a temperatura ambiente por aproximadamente 2 horas. Como nao foi possivel
acompanhar o desenvolvimento da reagao por CCD, o cloreto de oxalila foi removido pelo
acréscimo de 5 mL de cloroférmio (cinco vezes) seguida pela eliminagdo em evaporador
rotatério.

C3sH100sNCl

Massa molar: 673,5 g/mol

tetra[3-[[[1-(4- metoxifenil)-2,3,4-tri- O-benzil-6-desoxi-a-D-manopiranosid-6-il]
amino]carbonil]propanoato] de pentaeritritila (58)

OBn
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Em baldo contendo a quantidade de cloreto de acido obtida anteriormente sem purificacao
(85 mg, 0,13 mmol), foram vertidos 1,5 mL de diclorometano anidro e 2,9 mg de
pentaeritritol (0,021 mmol), 14 uL de trietanolamina (0,10 mmol) e quantidade catalitica de

DMAP. Apos 20 horas, a DMF foi eliminada e a mistura obtida foi submetida a cromatografia
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em coluna de silica eluida usando gradiente diclorometano 100 %, diclorometano:acetato de
etila 1:1, acetato de etila 100 %, acetato de etila:metanol 1:1. A fragdo predominante foi
submetida a cromatografia preparativa. Foram obtidos 10 mg (0,004 mmol) do tetramero 58

(18 % de rendimento) na forma de um éleo amarelo.

RMN de "H (CDCl,; 300 MHz): 8,96 (s, NH): 7,40-7,28 (m, CH,CgHs), 6,82- 6,75 (m, H-8, H-
8", H-9 e H-9°), 5,38 (d, Ji2, 1,5 Hz, H-1), 5,02-4,68 (m, CH-C¢Hs), 4,13-3,75 (m, H-2, H-3,
H-4, H-5, H-6, H-6", H-15 e OCHj), 2,76-2,72 (m, H-13), 2,60-2,56 (m, H-12).

C157H168()36 N4
Massa molar: 2684 g/mol

tetra[3-[[[1-(4-metoxifenil)-6-desoxi-a-D-manopiranosid-6-iljlamino]carbonil]propanoato] de
pentaeritritila (59)

OH
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Em um hidrogenador foram vertidos 10 mg do tetramero 58 (3,7 X 10 mmol), 2 mL de
metanol anidro, 1 mL de cloroférmio e quantidade catalitica de Pd-C. Foi mantida uma
pressdao de 2 atm de gas hidrogénio. A mistura reagente foi mantida sob agitacado, a
temperatura ambiente, por 18 horas, quando foi filtrada em celite e o solvente foi removido
em evaporador rotatério. Foram obtidos 56 mg (3,12 mmol) do tetramero 59 na forma de um
6leo amarelo (84% de rendimento).

C73H96036 N4
Massa molar: 1604 g/mol
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6-acetamido-2,3,4-tri- O-acetil-6-desoxi-a-D-manopiranosideo de 4-metoxifenila (61)

¥ " S0CH;
Em baldo de 25 mL contendo 15 mL de metanol, foram vertidos 915 mg de 53 (2,94 mmol) e
120 mg de Pd-C 10%. A suspensao foi mantida sob agitagdo, a temperatura ambiente por
18 horas sob atmosfera de H,. Apds esse tempo, a suspenséo foi filtrada através de celite e
o solvente foi removido em evaporador rotatério. Foram obtidos 665 mg de um 6leo amarelo,
que foi solubilizado em 20 mL de anidrido acético. A essa solugao, foram acrescentados
3,17 g de acetato de sddio anidro (38,6 mmol). A suspensao obtida foi mantida sob agitagao
por 2 horas, a 80 °C. O término de reacéao foi verificado por CCD, quando foi acrescentado
gelo pilado e 100 mL de diclorometano. As fases foram separadas e a fase organica foi
extraida com agua destilada até pH 7, secada com sulfato de sddio anidro e filtrada. O
solvente foi removido em evaporador rotatério e o material obtido foi submetido a uma
coluna cromatografica (hexano:acetato 1:3). Foram obtidos 130 mg (0,29 mmol) do derivado

6-acetamido 61 (10% de rendimento) na forma de um 6leo incolor.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls): 6,99 (d, Jsg 9,0 Hz, H-9 e H-9°); 6,85 (d, Js 9,0 Hz, H-8 e H-
87); 5,66 (t largo, Jwn. 6 5,9 Hz, NH); 5,52 (dd, J>3 3,6 Hz, J34 9,9 Hz, H-3); 5,47-5,41 (m, H-1,
H-2); 5,21 (1, Js59,9 Hz, H-4); 3,99 (ddd, Js5 7,3 Hz, J 45 9,9 Hz, H-5); 3,64 (ddd, Js 14,2
Hz, Jes5 7,0 Hz, Jun, 6 2,6 Hz, H-6); 3,21 (ddd, Js6 14,2 Hz, J 65 7,0 Hz, Jun, 6 5,1 Hz, H-6");
3,78 (s, OCHj3); 2,22, 2,09, 2,03, (3 s, 9 H, OCOCH,); 1,87 (s, NHCOCH,).

RMN de "3C-(300 MHz, CDCls): 170,1-169,9 (OCOCHS,); 155,5 (C-7); 149,1(C-10); 117,9 (C-
8 e C-8); 114,7 (C-9 e C-9'); 96,3 (C-1); 69,8 (C-2); 69,5 (C-5); 68,8 (C-3); 66,9 (C-4); 55,7
(OCH,); 39,4 (C-6); 23,0 (CHsCONH); 20,9-20,6 (OCOCHs).

CatH204N E.M. (ESI, m/z) para C,1H»;01oN:
Massa molar: 453,2 g/mol Encontrado: 476,2 [M + Na]*
[OC]D +84,8 (C 2 CH2C|2)
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6-acetamido-6-desoxi-a-D-manopiranosideo de 4-metoxifenila (62)

YN TOCH;

Em baldo de 25 mL foram vertidos 10 mL de metanol anidro. O balédo foi mantido em banho
de gelo, quando foi acrescentado um pedago de sédio metalico (aproximadamente 0,8 g). A
solucao de metéxido de sddio, foram acrescentados 56 mg do derivado acetamido protegido
61 (12 mmol). Apéds o término da reagéao, verificado por CCD (aproximadamente 2 horas), foi
acrescentada quantidade de resina amberlite IRA 120 suficiente para pH 7. A mistura foi
filtrada e o solvente removido em evaporador rotatério. Foram obtidos 35 mg (0,11 mmol) do
derivado desprotegido 62 na forma de um sélido branco amorfo (88 %). Apds recristalizagao
em etanol foram obtidos 9 mg (0,03 mmol) de 62 na forma de cristais aciculares (23 % de

rendimento).

RMN de "H (300 MHz; D;0): 7,07 (d, Jos 9,3 Hz, H-9 e H-9"); 6,94 (d, Jss 9,3 Hz, H-8 e H-
8'); 5,45 (d, Ji» 1,5 Hz, H-1); 4,11-4,09 (m, H-2); 3,93 (dd, Js.s 3,4 Hz, Js.4 9,3 Hz, H-3); 3,80
(s, OCHa); 3,78-3,57 (m, H-4, H-5 e H-6); 3,25 (dd, Jss 13,9 Hz, J 65 7,6 Hz H-6); 1,83 (s,
CH;CONH).

RMN de "3C (DMSO-ds; 100 MHz): 173,3 (CHsCONH); 154,7 (C-10); 149,6 (C-7), 118,2 (C-8
e C-8'); 114,7 (C-9 e C-9°); 98,7 (C-1); 71,5 (C-2); 70,6 (C-5 ou C-3); 70,2 (C-3 ou C-5); 68,4
(C-4); 55,5 (OCH); 39,9 (C-6); 21,5 (CHsCONH).

CisH21O7N E.M. (ESI, m/z) para Ci5H»;O;N:
Massa molar: 327,2 g/mol Encontrado: 350,1 [M + Na]*
Faixa de fusdo: 208 — 209 °C

[a]p +23,7 (¢ 2; DMSO)
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2,3,4,6-tetra- O-benzil-a-D-manopiranosideo de 2-azidoetila (64)

Em um baldo de 100 mL contendo 1 g do oa-D-manopiranosideo de 2-azidoetila 63 (4,02
mmol) foram acrescentados 35 mL de N,N-dimetilformamida anidra. O baldo foi mantido em
banho de gelo, quando foram acrescentados, pouco a pouco, 480 mg de hidreto de so6dio
(20 mmol). Apds 20 minutos, foram acrescentados 4,8 mL de brometo de benzila (20 mmol)
a emulsao branca. O balao foi removido do banho de gelo e a mistura reagente foi mantida
sob agitagdo, a temperatura ambiente. Apds o término da reagédo, verificado por CCD, a
DMF foi removida em evaporador rotatério e a mistura obtida foi submetida a uma extragao
com solugao aquosa de cloreto de aménio, apds ser solubilizada em acetato de etila. A fase
organica foi extraida com &agua destilada até pH 7. A mistura obtida foi submetida a
cromatografia em coluna de silica eluida isocraticamente com hexano:acetato de eltila 8:1.
Foram obtidos 195 mg (0,32 mmol) do derivado benzilado 64 na forma de um o6leo
transparente (8 % de rendimento).

RMN de 'H (CDCl3; 300 MHz): 7,48-7,24 (m, CH,CsHs); 4,99-4,57 (m, CH-CeHs e H-1); 4,20-
3,83 (m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6" e H-7); 3,66-3,59 (m, H-7"); 3,47-3,30 (m, H-8 e H-8").

RMN de *C (CDCl;; 75 MHz): 128,5-127,6 (CH,CsHs); 98,4 (C-1); 80,1 (C-2); 74,9 (C-5 ou
C-3), 74,8 (C-3 ou C-5); 75,2, 73,4, 72,9, 72,3 e 72,2 (CH.CeHs); 72,2 (C-4); 69,3 (C-7); 68,5
(C-6); 50,5 (C-8).

C36H3906N3
Massa molar: 609 g/mol
[OC]D -1 ,3 (C 0,8; CH2C|2)
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2,3,4,6-tetra- O-benzil-a-D-manopiranosideo de 2-aminoetila (65)

Em baldo de 25 mL foram solubilizados 195 mg de 64 (0,32 mmol) e 335 mg de
trifenilfosfina (1,28 mmol) em 10 mL de tolueno. A mistura reagente foi mantida sob agitacéo
por 14 horas a temperatura ambiente. Ao baldo foram acrescentados 10 mL de solugdo de
hidroxido de sédio a 10 % m/v. A mistura foi mantida sob agitagéo, a 90 °C por 18 horas. A
mistura foi resfriada a temperatura ambiente, quando foram acrescentados 20 mL de éter
etilico. As fases foram separadas e a fase etilica foi extraida com agua destilada até pH 7,
secada com sulfato de sodio anidro e o solvente foi removido em evaporador rotatorio.
Foram obtidos 450 mg de um sélido branco amorfo que foi submetido a filtracdo em coluna
com acetato de etila até que todo excesso de ftrifenilfosfina foi removido. Em seguida, a
coluna foi eluida com acetato de etila:metanol 1:1 com 2,5% de trietanolamina. Foram
obtidos 152 mg (0,26 mmol) do manosideo 65 na foram de um 6éleo transparente (81 % de

rendimento).

RMN de "H (CDCls; 300 MHz): 7,41-7,15 (m, CHsCgHs); 4,84-4,48 (m, CH.CsHs); 3,97-3,71
(m, H-1, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6"); 3,05-3,03 (m, H-7); 1,25 (t, Jg- 7,3 Hz, H-8).

RMN de "*C (CDCls; 75 MHz): 128,0-127,4 (CH,CsHs); 98,2 (C-1); 79,8 (C-2); 74,6 (C-5 ou
C-3), 74,5 (C-3 ou C-5); 73,1, 74,5, 72,0 (CH,CeHs); 72,0 (C-4); 65,2 (C-7); 68,9 (C-6); 39,5
(C-8).

CasH4106N
Massa molar: 583 g/mol
[a]o +6,5 (¢ 1; CH.Cly)
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tetra[4-[[(2,3,4,6-tetra- O-benzil-a-D-manopiranosiloxi)etillamino]-4-oxo-butanoato] de
pentaeritritila (66)

Bn

OBn

OBn
OBn

OBn
OBn
OBn

Em baldo de 15 mL contendo 11 mg do nucleo tetramérico 39 (0,02 mmol), foram vertidos 2
mL de DMF anidra, 17 mg de HOBT (0,12 mmol), e 20 uL de DIC (0,12 mmol). Apds dez
minutos, foram acrescentados 78 mg do amino benzilado 65 (0,13 mmol) solubilizado em 1
mL de DMF anidra. A mistura reagente foi mantida sob agitacdo, a temperatura ambiente
por 15 horas. A DMF foi eliminada e a mistura obtida foi submetida a uma coluna eluida com
acetato de etila. Em seguida, o material obtido foi submetido a CCD preparativa. O
tetramero impuro 66 (8 mg, 0,003 mmol) foi obtido na forma de um 6leo amarelo (14 % de

rendimento).

RMN de 'H (CDCly; 300 MHz): 7,37-7,18 (m, CH.CgHs), 6,48 (t largo, Jus 5,5 Hz, NH), 4,90-
4,49 (m, CH.CHs), 4,10 (s largo, H-12), 3,89-3,37 (m, 1 H-1, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6",
H-7 e H-8), 2,61-2,51 (m, H-10), 2,34-2,32 (m, H-11)

C165H184()36N4
Massa molar: 2796 g/mol
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Tentativa de obtencdo do tetra[4-[[(a-D-manopiranosiloxi)etillamino]-4-oxo-butanoato] de

pentaeritritila (67)

OH
OH
H 6 OH - OH
H -0, N0
H 5
1
2 8 0 0,
3 O—N o " om
7 H 9 11 o OH
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o, 0 H, OH
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H OH
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Em hidrogenador foram vertidos 6 mg do tetrdmero 66 (0,002 mmol), 2 mL de metanol
anidro e quantidade catalitica de Pd-C. Foi mantida uma pressdo de 2 atm de gas
hidrogénio. A mistura reagente foi mantida sob agitacdo, a temperatura ambiente, por 24
horas, quando foi filtrada em celite e o solvente foi removido em evaporador rotatorio. Foram
obtidos 2 mg de uma mistura a qual ndo foi possivel analisar e foi desprezada.

C53H88036N4

Massa molar: 1356 g/mol

Acido trans-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)propendico (68)

Em baldo de 250 mL foram adicionados 48 g (461 mmol) de acido malbnico, 20 g (132
mmol) de 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido (15) e 42 mL de piridina e 1,3 mL de piperidina. A
mistura foi mantida a 50 °C por uma hora e, em seguida, a 75 ¢ C. O acompanhamento da
reacao foi realizado por CCD. Ap6s o término da reacao (aproximadamente duas horas), a
mistura foi vertida em gelo pilado. Foi adicionado, ao poucos, volume suficiente de &cido
cloridrico concentrado até pH 1. O precipitado formado foi filtrado e recristalizado de agua.
Foram obtidos 17 g (87,63 mmol) do acido 68 na forma de um sélido branco cristalino

acicular (67 % de rendimento).
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C1oH1004
Massa molar: 194 g/mol
Faixa de fusdo: 169 — 170 °C

Acido 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)propandico (69)

Em baldao de 50 mL foram vertidos 8 g do acido 68 (41,2 mmol) solubilizados em 15 mL de
metanol anidro. Foi acrescentada quantidade catalitica de paladio/carvao. O balao foi
cerrado com septo de borracha e um baldo de borracha contendo gas nitrogénio foi
acoplado ao septo por meio de uma agulha de injecdo. Apods fazer atmosfera de nitrogénio,
foi acoplado outro baldo de borracha contendo gas hidrogénio. A mistura foi mantida sob
agitacao a temperatura ambiente por aproximadamente 20 horas. A mistura foi filtrada em
celite e o solvente removido em evaporador rotatério. Foram obtidos 7,4 g (37,8 mmol) do
acido reduzido 69 na forma de um soélido branco amorfo (91% de rendimento).

RMN de 'H (CD;0OD; 300 MHz): 6,79 (d, J551,9 Hz, H-3); 6,72 (d, Js5 7,8 Hz, H-6); 6,65 (dd,
Jss 8,0 Hz, Js3, 1,9 Hz, H-5); 5,04 (s largo, OH); 3,82 (s, OCHs); 2,83 (1, Js7 7,6 Hz, H-7);
2,57 (t, J75 7,6 Hz, H-8).

C1oH1204

Massa molar: 196 g/mol
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3(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-propanol (70)

Em baldo de 500 mL foram vertidos 2,2 g de boridreto de sédio (58 mmol) em 30 mL de
tetraidrofurano anidro. A mistura foi mantida sob agitacdo em banho de gelo. Entdo, foram
acrescentados 7,4 g (37,76 mmol) do acido 69 solubilizado em 15 mL de THF e 4,8 mL de
solugéo de trifluoreto de boro em éter etilico. A mistura reagente foi mantida em banho de
gelo. Ap6s o término da reagéao, verificado por CCD, foi acrescentada a mistura, quantidade
suficiente de agua para destruir o excesso de reagente e 40 mL de diclorometano. A pasta
branca formada foi lavada varias vezes com diclorometano. A fase liquida foi secada com
sulfato de sdédio anidro e filtrada. O solvente foi removido em evaporador rotatério. Foram
obtidos 6,6 g (36,26 mmol) do alcool 70 (96 % de rendimento) na forma de um éleo incolor.

RMN de 'H (CD;OD; 300 MHz): 6,80-6,62 (m, H-3, H-5 e H-6); 4,89 (s largo, OH); 3,83 (s,
OCHs); 3,55 (t, Jo g, oH, 6,5 Hz, H-9), 2,61-2,52 (m, H-7); 1,84-1,75 (m, H-8).

C1oH1403
Massa molar: 182 g/mol

Brometo de 2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-glicopiranosila (73)

Em um baldo de 250 mL foram adicionados 130 mL de anidrido acético. O balédo foi mantido
em gelo e foram acrescentados, gota a gota, 32 mL de acido bromidrico 48 %. A solugao
resultante foi vertida, gota a gota, a outra solugdo de 13 g de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-B-D-
glicopiranose (72) (33 mmol) em 80 mL de diclorometano. A mistura reagente foi mantida
sob agitacdo, a temperatura ambiente e o desenvolvimento da reacao foi acompanhado por
cromatografia em camada delgada (CCD). Ap6s o término da reacdo (aproximadamente
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duas horas), a mistura foi vertida em banho de gelo e as fases foram separadas. A fase
aquosa foi extraida com diclorometano (2 X 50 mL). As fases organicas reunidas foram
extraidas com solucédo saturada de bicarbonato de s6dio, em seguida, com agua destilada
até pH 7. A fase organica foi secada com sulfato de sédio anidro e, apds filtracao, o solvente
foi removido em evaporador rotatério. Foram obtidos 13,0 g (31,63 mmol) do brometo 73 na
forma de um éleo transparente (95 % de rendimento).

C14H19098r
Massa molar: 411 g/mol

2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosideo de 4-[(3-metanossulfoniloxi)propil]-2-
metoxifenila (76)
OAc OAc

4 OCH3
Ac

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 4,72 g do fenol 70 (26 mmol), 1,09 g de
hidréxido de litio monoidratado (26 mmol) e 5,5 mL de agua destilada. Ap6s dez minutos, foi
acrescentada uma solugéo de 6,02 g (14,6 mmol) de brometo de 2,3,4,6-tetra- O-acetil-a.-D-
galactopiranosila (3) em 55 mL de acetona. A mistura foi mantida sob agitacdo, a
temperatura ambiente e o desenvolvimento da rea¢do foi acompanhado por cromatografia
em camada delgada (CCD). Apés o término da reagdo (aproximadamente uma hora), a
mistura foi vertida em uma capsula de porcelana e os solventes foram evaporados com
auxilio de ar comprimido. A massa avermelhada obtida foi solubilizada alternadamente em
diclorometano e agua e transferida para um funil de separacgao. As fases foram separadas e
a fase aquosa foi extraida com diclorometano (2 X 50 mL). As fases organicas reunidas
foram extraidas com solugdo de hidréxido de sodio 0,5 mol/L (4 X 50 mL) e, em seguida,
com agua destilada até pH 7. A fase organica foi secada com sulfato de sédio anidro e, ap6s
filtracdo, o solvente foi removido em evaporador rotatério. Foram obtidos 4,27 g (8,20 mmol)
do galactopiranosideo 74 na forma de um 6leo amarelo (57 % de rendimento). Em seguida,
foram vertidos 1,86 g do derivado galactosideo 74 (3,64 mmol), 1 mL de cloreto de
metanossulfonila (12,8 mmol) e 4 mL de piridina anidra em um baldo de 50 mL. A mistura
reagente foi mantida sob agitacdo a 0 °C. Apds o término da reagao, verificado por CCD, a
mistura foi vertida em gelo pilado. Foi acrescentado, gota a gota, acido cloridrico
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concentrado até pH 1. Foram acrescentados 20 mL de acetato de etila. As fases foram
separadas e a fase organica foi lavada com agua destilada até pH 7, secada com sulfato de
sodio anidro e filtrada. O solvente foi removido em evaporador rotatério. Foi obtido 1,89 g
(3,20 mmol) do galactosideo 76 na forma de um 6leo incolor (88% de rendimento).

RMN de "H (CDCls; 300 MHz): 7,06 (d, Ji241 8,1 Hz, H-12); 6,75 (s, H-9); 6,69 (d, Ji1.12 8,1
Hz, H-11); 5,50 (dd, Jss 10,4 Hz, Jos 8,0 Hz, H-2); 5,44 (d, Js 3,3 Hz, H-4); 5,10 (dd, Js2
10,4 Hz, H-3); 4,88 (d, J; 2 8,0 Hz, H-1); 4,26-4,17 (m, H-6, H-6" e H-15); 3,97 (t, Js6 e 56 6,0
Hz, H-5); 3,82 (s, OCHa); 3,02 (s, OSOCHs); 2,72 (t, Jia14 7,5 Hz, H-13); 2,21-2,02 (m, 14 H,
H-14 e OCOCH,).

RMN de *C (CDCly; 75 MHz): 170,4-169,5 (OCOCH,); 150,6 (C-8); 144,6 (C-7); 136,9 (C-
10); 120,4 (C-11 ou C-12); 120,3 (C-12 ou C-11); 113,0 (C-9); 101,5 (C-1); 70,8 (C-5); 70,7
(C-3); 68,9 (C-15); 68,7 (C-2); 66,9 (C-4); 61,2 (C-6); 56,0 (OCHa); 37,3 (OSO,CH,); 31,2 (C-
13); 30,7 (C-14); 20,7-20,6 (OCOCHs).

C25H34014S E.M. (ESI, m/Z) para C25H34014S:

Massa molar: 590 g/mol Encontrado: 613 [M + Na]*

2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-glicopiranosideo de 4-[(3-metanossulfoniloxi)propil]-2-metoxifenila
(Z7)

10 14 O
12 0L ///CH3

1 13 15 //S

0]

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 3,44 g do fenol 70 (18,9 mmol), 794 mg de
hidréxido de litio monoidratado (18,9 mmol) e 4 mL de agua destilada. Ap6s dez minutos, foi
acrescentada uma solugao de 2,46 g (5,98 mmol) de brometo de 2,3,4,6-tetra- O-acetil-o.-D-
glicopiranosila (73) em 4 mL de acetona. A mistura foi mantida sob agitagao, a temperatura
ambiente e o desenvolvimento da reagado foi acompanhado por cromatografia em camada
delgada (CCD). Apds o término da reagao (aproximadamente duas horas), a mistura foi
vertida em uma capsula de porcelana e os solventes foram eliminados com auxilio de ar

comprimido. A massa avermelhada foi transferida (diclorometano e agua) para um funil de
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separacao. As fases foram separadas e a fase aquosa foi extraida com diclorometano (2 X
50 mL). As fases organicas reunidas foram extraidas com solu¢ao de hidréxido de sédio 0,5
mol/L (4 X 50 mL) e, em seguida, com agua destilada até pH 7. A fase organica foi secada
com sulfato de sédio anidro e, apds filtracdo, o solvente foi removido em evaporador
rotatério. Foram obtidos 1,48 g (2,89 mmol) do glicopiranosideo 75 na forma de um 6leo
amarelo (48 % de rendimento). Em seguida, foram vertidos 1,23 g do glicosideo 75 (2,40
mmol), 1 mL de cloreto de metanossulfonila (12,8 mmol) e 4 mL de piridina anidra em um
baldo de 100 mL. A mistura reagente foi mantida sob agitacdo a 0 °C. Apds o término da
reacao, verificado por CCD, a mistura foi vertida em gelo pilado. Foi acrescentado gota a
gota acido cloridrico concentrado até pH 1. Foram acrescentados 20 mL de acetato de etila.
As fases foram separadas e a fase organica foi extraida com agua destilada até pH 7,
secada com sulfato de sddio anidro e filtrada. O solvente foi removido em evaporador
rotatério. Foi obtido 1,47 g do glicosideo 77 (2,49 mmol) na forma de um éleo amarelo (97%
de rendimento).

RMN de 'H (CDCls; 300 MHz): 7,06 (d, Jio11 8,1 Hz, H-12), 6,75 (d, Jo41 1,9 Hz, H-9), 6,70
(dd, Ji112 8,1, Ji1e 1,9 Hz, H-11), 5,37-5,23 (m, H-2 e H-4 ), 5,23-5,13 (m, H-3), 4,97-4,92
(m, H-1), 4,39-4,06 (m, H-6, H-6'e H-15), 3,83 (s, OCHs), 3,81-3,72 (m, H-5), 3,03 (s,
OSO,CHs), 2,73 (t, Jiz14 7,5 Hz, H-13), 2,13-2,02 (m, H-14 e OCOCHj).

RMN de ®*C (CDCls; 75 MHz): 170,6-169,4 (OCOCH); 150,7 (C-8); 144,5 (C-7); 137,0 (C-
10); 120,4 (C-11 e C-12); 113,1 (C-9); 100,9 (C-1); 72,6 (C-5); 71,9 (C-3); 71,2 (C-2); 68,9
(C-15); 68,4 (C-4); 61,9 (C-6); 56,0 (OCHjs); 37,4 (OSO.CH3); 31,3 (C-13); 30,7 (C-14); 20,7-
20,6 (OCOCHs)

Co5H34014S
Massa molar: 590 g/mol
[OC]D -23,4 (C 0,8; (CH3)2CO)

2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosideo de 4-(3-azidopropil)-2-metoxifenila (78)
OAc _OAc

6
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Em baldo de 100 mL foram vertidos 1,86 g do derivado mesilado 76 (3,16 mmol), 1,64 g de
azida de sédio (25,25 mmol) e 10 mL de N,N-dimetilformamida anidra. A mistura reagente
foi mantida sob agitacdo a 60 °C. Apds o término da reacdo, verificado por CCD, a
suspensao foi filtrada e o solvente removido em evaporador rotatério. Foram obtidos 1,36 g
(2,53 mmol) do derivado azido 78 na forma de 6leo incolor (80 % de rendimento).

RMN de "H (CDCl5; 300 MHz): 7,05 (d, Jiz11 9,0 Hz, H-12); 6,72 (s, H-9); 6,67 (d, Ji1.12 9,0
Hz, H-11); 5,49 (dd, Jx5 10,6 Hz, Js1 10,6 Hz, H-2); 5,42 (d, Js4 3,3 Hz, H-4); 5,09 (dd, Js.
10,6 Hz, J;43,3 Hz, H-3); 4,87 (d, 12 8,1 Hz, H-1); 4,24-4,12 (m, H-6 € H-6"); 3,96 (t, Jseese
7,2 Hz, H-5); 3,81 (s, OCHa); 3,29 (t, Jis,14 7,2 Hz, H-15); 2,66 (1, Jia1a 7,2 Hz, H-13); 2,17-
2,00 (4 s, 12 H, OCOCH); 1,89 (at, Jia136 1415 7,2 Hz, H-14).

RMN de "*C (CDCls; 75 MHz): 169,3-168,5 (OCOCH,); 149,5 (C-8); 143,6 (C-7); 136,5 (C-
10); 119,5 (C-11 ou C-12); 119,2 (C-12 ou C-11); 111,9 (C-9); 100,5 (C-1); 69,8 (C-5); 69,7
(C-3); 67,7 (C-2); 65,9 (C-4); 60,2 (C-6); 55,0 (OCH3); 49,5 (C-15); 31,5 (C-13); 29,5 (C-14);
19,5-19,6 (OCOCHs3)

Cs4H31041N3 E.M. (ESI, m/z) para Cy4H31041N3:
Massa molar: 537 g/mol Encontrado: 560 [M + NaJ*

2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-glicopiranosideo de 4-(3-azidopropil)-2-metoxifenila (79)

Em baldo de 100 mL foram vertidos 1,47 g do derivado mesilado 77 (2,49 mmol), 1,29 g de
azida de sédio (19,85 mmol) e 10 mL de N,N-dimetilformamida anidra. A mistura reagente
foi mantida sob agitacdo a 60 °C. Apds o término da reacdo, verificado por CCD, a
suspensao foi filtrada e o solvente removido em evaporador rotatério. A mistura obtida foi
submetida a uma filtragdo lavando com agua destilada. Foram obtidos 733 mg (1,37 mmol)
do derivado azido 79 na forma de um 6leo incolor (55 % de rendimento).

RMN de 'H (CDCls; 300 MHz): 7,06 (d, Ji241 8,1 Hz, H-12), 6,76-6,66 (m, H-9 e H-11), 5,38-
5,12 (m, H-2, H-3 e H-4), 4,99-4,89 (m, H-1), 4,30 (dd, Jss- 12,2, Js55,00 Hz, H-6), 4,18 (dd,
Jss 12,3, Js'5 2,5 Hz, H-6"), 3,83 (s, OCHj), 3,81-3,72 (m, H-5), 3,30 (1, Jis5,14 6,7 Hz, H-15),
2,68 (t, Ji314 7,5 Hz, H-13), 2,16-1,99 (m, OCOCHa), 1,90 (at, Jis,13¢ 14,15 7,2 Hz, H-14).
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RMN de ®*C- (CDCly; 75 MHz): 120,5 (C-11 ou C-12); 120,4 (C-12 ou C-11); 113,0 (C-9);
101,0 (C-1); 72,6 (C-5); 71,9 (C-3); 71,2 (C-2); 68,5 (C-4); 62,0 (C-6); 56,0 (OCH3); 50,6 (C-
15); 32,5 (C-13); 30,5 (C-14); 20,7-20,6 (OCOCHS).

C24H31041N3
Massa molar: 537 g/mol
[alo +13,5 (c 1; (CH3).CO)

[B-D-galactopiranosideo de 4-(3-azidopropil)-2-metoxifenila (80)
OH OH

4 OCH3
H

Em baldo de 100 mL foi preparada uma solugcao de metéxido de so6dio em metanol pela
adicao de aproximadamente 0,8 g de sédio metalico em 10 mL de metanol anidro. Essa
solugéo foi vertida em outro baldo contendo 1,22 g do derivado azido protegido 78 (2,27
mmol). A mistura reagente foi mantida sob agitacdo a 0 °C. Apdés o término da reagéo,
verificado por CCD, foi acrescentada quantidade suficiente de resina Amberlite IRA 120 para
pH 7. A suspensao foi filtrada e o solvente removido em evaporador rotatério. Foram obtidos
758 mg (2,05 mmol) do derivado azido desprotegido 80 na forma de um sélido branco
amorfo (90 % de rendimento).

RMN de 'H (D,O; 300 MHz): 7,04 (d, Jiz11 8,4 Hz, H-12); 6,93 (s, H-9); 6,79 (d, Ji1.12 9,0 Hz,
H-11); 4,94 (d, Ji» 7,5 Hz, H-1); 3,92-3,65 (m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6 e H-6"); 3,79 (s,
OCHg); 3,23 (t, J15,14 6,8 HZ, H'15), 2,60 (t, J13,14 6,8 HZ, H'13), 1,82 (qt, J14,13e 14,15 6,8 HZ, H-
14).

C16H2307N3 E.M. (ESI, m/Z) para C16H2307N3:
Massa molar: 369 g/mol Encontrado: 392 [M + NaJ*
Faixa de fusdo: 140-142°



Parte experimental 198

[-D-glicopiranosideo de 4-(3-azidopropil)-2-metoxifenila (81)

OH
4 6
HM T
5 2
H 1 7 8

3 OH ’

» 10 14 N3

11 13 15

Em baldo de 100 mL foi preparada uma solucdo de metdxido de sédio em metanol pela
adicdo de aproximadamente 0,8 g de sédio metélico em 15 mL de metanol anidro. Essa
solucao foi vertida em outro baldo contendo 688 mg do derivado protegido 79 (1,28 mmol). A
mistura reagente foi mantida sob agitagdo a 0 °C. Ap6s o término da reacdo, verificado por
CCD (aproximadamente 1 hora), foi acrescentada quantidade suficiente de resina Amberlite
IRA 120 para pH 7. A suspensao foi filtrada e o solvente removido em evaporador rotatério.
Foram obtidos 383 mg (0,90 mmol) do derivado desprotegido 81 na forma de um sélido
branco amorfo (71 % de rendimento).

RMN de 'H (CD;OD; 300 MHz): 7,10 (d, Ji211 8,2 Hz, H-12), 6,90-6,84 (m, H-9), 6,76 (dd,
Jii12 8,2, Jiig 1,8 Hz, H-11), 3,94-3,37 (m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6" ¢ OCH3), 3,30 (t,
Jis.14 6,7 Hz, H-15), 2,66 (t, Ji3.14 7,5 Hz, H-13), 1,88 (qt, J14.156 14,13 7,1 Hz, H-14)

RMN de "*C (CDs;OD; 75 MHz): 120,6 (C-11); 116,9 (C-12); 112,6 (C-9); 101,6 (C-1); 76,7
(C-5); 76,4 (C-3); 73,5 (C-2); 69,9 (C-4); 61,1 (C-6); 55,3 (OCH); 50,3 (C-15); 31,9 (C-13);
30,3 (C-14).

C16H2307N3

Massa molar: 369 g/mol

Faixa de Fusao: 128,6-129,8 °C
[a]p -18,6 (¢ 1,2; DMSO)

2,3,4,6-tetra-O-benzil-B-D-galactopiranosideo de 4-(3-azidopropil)-2-metoxifenila (82)
OBn _OBn

6

4 (0] OCH;
5 2
Bn 1 O. 7 8
p 9
OBn )
10 1
12 N3
1 13 15

Em baldo de 100 mL contendo 2,2 g do galactosideo 80 (5,96 mmol) foram acrescentados
30 mL de N,N-dimetilformamida anidra. O baldo foi mantido em banho de gelo, e, entéo,
foram acrescentados, pouco a pouco, 715 mg de hidreto de sédio (29,79 mmol). Apds 20
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minutos, foram acrescentados 7,5 mL de brometo de benzila (30,51 mmol) a emulsédo
branca. O baldo foi removido do banho de gelo e a mistura reagente foi mantida sob
agitacao, a temperatura ambiente. Apdés o término da reacado, verificado por CCD
(aproximadamente 2 horas), a DMF foi eliminada em evaporador rotatério e a mistura obtida
foi submetida a uma extragdo com solucdo aquosa de cloreto de aménio, apds ser
solubilizada em acetato de etila. A fase organica foi, entdo, extraida com agua destilada até
pH 7. A mistura obtida foi submetida a cromatografia em coluna de silica eluida
isocraticamente com hexano:acetato de etila 8:1. Foram obtidos 677 mg (0,93 mmol) do
derivado benzilado 82 na forma de um sélido branco amorfo (16 % de rendimento).

RMN de "H (CDCls; 300 MHz): 7,37-7,06 (m, CH.CsHs € H-12); 6,72-6,59 (m, H-11 e H-9);
5,25-4,40 (m, H-1, CH.CsHs € H-2); 4,16-3,62 (m, H-3, H-4, H-5, H-6, H6" e OCHa); 3,30-
3,24 (m, H-15); 2,68-2,62 (m, H-13); 1,94-1,83 (m, H-14).

RMN de "*C (CDCls; 75 MHz): 148,8 (C-8); 144,2 (C-7); 137,7-134,5 (C-10 € CH,CsHs os0);
127,2-125,6 (CH2CsHe); 119,2 (C-12); 116,7 (C-11); 111,3 (C-9); 102,1 (C-1); 80,8 (C-5);
77,9 (C-3); 73,9, 73,3, 72,6, 72,5 (CH»CeHe), 72, 4 (C-2), 72,0 (C-4); 67,8 (C-6); 54,7 (OCHs);
49,4 (C-15); 31,2 (C-13); 29,3 (C-14).

C44H47O7N3 E.M. (ESI, m/Z) para C44H4707N3:
Massa molar: 729 g/mol Encontrado: 752 [M + Na]*

Analise elementar para C,4H;70/Ns:
Calculado: C 72,43 H. 6,45 N 5,76 O 15,36
Encontrado: C 72,36 H. 6,53 N 5,70 O 15,41

2,3,4,6-tetra- O-benzil-B-D-glicopiranosideo de 4-(3-azidopropil)-2-metoxifenila (83)

B OCH3

Bn

Em baldo de 100 mL contendo 339 mg do galactosideo desprotegldo 81 (0,95 mmol) foram
acrescentados 15 mL de N,N-dimetilformamida anidra. O baldo foi mantido em banho de
gelo, e, entdo, foram acrescentados, pouco a pouco, 265 mg de hidreto de sédio (11,04
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mmol). Apos 20 minutos, foram acrescentados 2,6 mL de brometo de benzila (10,58 mmol) a
emulsdo branca. O baldo foi removido do banho de gelo e a mistura reagente foi mantida
sob agitacdo, a temperatura ambiente. Ap6s o término da reacédo, verificado por CCD
(aproximadamente 2 horas), a DMF foi eliminada em evaporador rotatério e a mistura obtida
foi submetida a uma extragdo com solucdo aquosa de cloreto de aménio, apds ser
solubilizada em acetato de etila. A fase organica foi, entdo, extraida com agua destilada até
pH 7. A mistura obtida foi submetida a cromatografia em coluna de silica eluida
isocraticamente com diclorometano:acetato de etila 9:1. Foram obtidos 472 mg (0,65 mmol)
do derivado benzilado 83 na forma de um 6leo amarelado (68 % de rendimento).

Ca4H4707N;

Massa molar: 729 g/mol
[OC]D -14,8 (C 0,8; CH2CI2)

2,3,4,6-tetra-O-benzil-B-D-galactopiranosideo de 4-(3-aminopropil)-2-metoxifenila (84)

OBn _OBn
6

NH,
11 13 15

Em baldo de 250 mL foram solubilizados 677 mg de 82 (0,93 mmol) e 1080 mg de
trifenilfosfina (4,13 mmol) em 15 mL de tolueno. A mistura reagente foi mantida sob agitacéo
por 18 horas a temperatura ambiente. Ao baldo foram acrescentados 60 mL de solucao de
hidréxido de sdédio a 10 % m/v. A mistura foi mantida sob agitagéo, a 90 °C por 12 horas. A
mistura foi resfriada a temperatura ambiente, quando foram acrescentados 60 mL de éter
etilico. As fases foram separadas e a fase etilica foi extraida com agua destilada até pH 7,
secada com sulfato de sodio anidro e o solvente foi removido em evaporador rotatério.
Foram obtidos 2,3 g de um sélido branco amorfo que foi submetido a filiragdo em coluna
eluida com acetato de etila até que todo excesso de trifenilfosfina foi removido. Em seguida,
a coluna foi eluida com acetato de etila:metanol 4:1 com 2,5% de trietanolamina. Foram
obtidos 446 mg (0,63 mmol) da amina benzilada 84 na forma de um sélido branco amorfo
(68 % de rendimento).

RMN de 'H (CDCl3; 300 MHz): 7,49-7,28 (m, CH.,CeHs); 7,19 (d, Ji211 8,1 Hz, H-12); 6,82 (s
Iargo, H'g), 6,73 (dd, J11112 8,1 Hz e J1119 8,1 HZ, H-1 1), 5,42 (S |argO, NHQ), 5,30 (d, J112 10,8
Hz, H-1); 5,08-4,45 (m, CH.CeHs € H-2); 4,22 (dd, J349,5 € Js2 7,8 Hz, H-3); 4,01 (d, Js4 2,6
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Hz, H-5); 3,72 (s largo, H-6 e H-6"); 3,84 (s, OCHj3); 3,67 (dd, J;39,8 € Js5 2,7 Hz, H-4); 2,88
(s largo, H-15); 2,68 (t, J1314 7,4 Hz, H-13); 1,99-1,95 (m, H-14).

RMN de ®*C- (CDCly; 75 MHz): 128,5-127,4 (CH2CsHg); 120,4 (C-12 ou C-11); 118,0 (C-11
ou C-12); 112,6 (C-9); 103,4 (C-1); 82,0 (C-5); 79,2 (C-3); 75,1, 74,7, 73,6 € 73,2 (CH>CeHe)
73,7 (C-2 e C-4); 68,9 (C-6); 56,0 (OCHj); 40,0 (C-15); 32,7 (C-13); 31,7 (C-14).

CasH4gO7N E.M. (ESI, m/z) para C44H490-N:

Massa molar: 703 g/mol Encontrado: 704 (M + H)*
Faixa de Fusao:

2,3,4,6-tetra- O-benzil-B-D-glicopiranosideo de 4-(3-aminopropil)-2-metoxifenila (85)

12
11 13 15

Em baldo de 250 mL foram solubilizados 203 mg de (83) (0,28 mmol) e 324 mg de
trifenilfosfina (1,24 mmol) em 5 mL de tolueno. A mistura reagente foi mantida sob agitacao
por 18 horas a temperatura ambiente. Ao baldo foram acrescentados 15 mL de solucao de
hidroxido de sédio a 10 % m/v. A mistura foi mantida sob agitagéo, a 90 °C por 12 horas. A
mistura foi resfriada a temperatura ambiente, quando foram acrescentados 20 mL de éter
etilico. As fases foram separadas e a fase etilica foi extraida com agua destilada até pH 7,
secada com sulfato de sédio anidro e o solvente foi removido em evaporador rotatério. Foi
obtido 1,4 g de um sélido branco amorfo que foi submetido a uma coluna de filtracao eluida
com acetato de etila até que todo excesso de trifenilfosfina foi removido. Em seguida, a
coluna foi eluida com acetato de etila:metanol 4:1 com 2,5% de trietanolamina. Foram
obtidos 172 mg (0,25 mmol) da amina benzilada 85 na forma de um éleo amarelo (88 % de

rendimento).

RMN de 'H (CDCl; 300 MHz): 7,41-7,20 (m, CH,CeHs); 7,12 (d, Jio11 8,2 Hz, H-12); 6,77 (d
largo, Jo11 1,6, H-9); 6,68 (d, Ji1.12 8,2 Hz, H-11); 5,26 (d, Ji» 10,8 Hz, H-1); 5,01-4,52 (m,
CHxCsHe); 3,93 (s largo, NH,); 3,80 (s, OCHa); 3,78-3,56 (M, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6 & H-6");
2,85 (t1argo, Jis 47,1 Hz, H-15); 2,65 (t, Jig.14 7,4 Hz, H-13); 1,97-1,90 (m, H-14).
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RMN de "*C — (CDCly; 75 MHz): 127,9-127,1 (CH2CsHe); 119,9 (C-12); 117,4 (C-11); 111,9
(C-9); 102,5 (C-1); 84,0 (C-3); 81,3 (C-5); 77,2 (C-2 e C-4); 75,2, 74,2, 72,9 (CH,CeH¢), 68,4
(C-6); 55,4 (OCH,); 38,9 (C-15); 31,9 (C-13); 29,7 (C-14).

CasHs9O7N
Massa molar: 703 g/mol
[a]o -11,7 (¢ 0,8; CH.Cly)

Tentativa de obtengao do tetra[4-[[4-[(2,3,4,6-tetra- O-benzil-B-D-galactopiranosiloxi)-3-
metoxifenil]-propillamino]-4-oxo-butanoato] de pentaeritrila (86)
OBn
BnO.

BnO OBn

OCH;

OBn _OBn
6

4 Q OCH3
5 2
Bn 1
3 OBn

(0] OCH;
OBn “OBn

T—Z

OBn
Bn
OCH; BnO

OBn

Com EDC, NHS

Em baldo de 25 mL contendo 10 mg do nucleo tetramérico 39 (0,019 mmol) foram
acrescentados 5 mL de N,N-dimetilformamida anidra, 23 mg de etilenodiaminocarbodiimida
(EDC) (0,12 mmol) e 14 mg de N-hidroxissuccinimida (NHS) (0,12 mmol). A mistura foi
mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por dez minutos, quando foram
acrescentados 80 mg da amina 84 (0,11 mmol). A mistura reagente foi mantida sob
agitacdo, a 40 °C. Como nao foi possivel acompanhar o desenvolvimento da reagdo por
CCD, apo6s 24 horas a DMF foi eliminada e seguiu-se uma coluna em sephadex. Entretanto,
as quantidades obtidas foram insuficientes para analise.

Com HOBT, DIC
Em baldo de 15 mL contendo 10 mg do tetranucleo 39 (0,019 mmol), foram vertidos 2 mL de
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DMF anidra, 16 mg de HOBT (0,12 mmol), e 20 uL de DIC (0,12 mmol). Apds dez minutos,
foram acrescentados 82 mg do amino benzilado 84 solubilizado em 1 mL de DMF anidra. A
mistura reagente foi mantida sob agitacao, a temperatura ambiente por 15 horas. A DMF foi
eliminada e a mistura obtida foi submetida a uma coluna eluida isocraticamente com
hexano:acetato de etila 1:4. Entretanto, devido as pequenas quantidades e a complexidade
das fragdes obtidas, ndo foi possivel sua analise.

A partir do cloreto de acido

Em baldo contendo o cloreto de acido 89 impuro (77 mg, 0,09 mmol), foram vertidos 1 mL
de diclorometano anidro e 2 mg de pentaeritritol (37) (0,015 mmol), 10 uL de trietanolamina
(0,07 mmol) e quantidade catalitica de DMAP. Apds 20 horas, o solvente foi eliminado e a
mistura obtida foi submetida a cromatografia em coluna de silica eluida isocraticamente com
diclorometano: acetato de etila 2:3. A fracdo predominante foi submetida a cromatografia
preparativa. Foram obtidos 5 mg de um 6leo amarelo (17 % de rendimento).

RMN de "H (CDCls; 300 MHz): 7,48-7,20 (m, 20 H, CHyCsHs), 7,10 (d, Jia41 8,1 Hz, H-12),
6,72 (s, H-9), 6,64 (d, Ji1 12 8,2 Hz, H-11), 5,73-5,62 (m, NH), 5,32-4,37 (m, CH.CsHs & H-1),
4,24-4,07 (m, H-2 e H-20), 4,00-3,91 (d, Js5 2,4 Hz, H-4), 3,80 (s, OCH,), 3,68-3,59 (m, H-5,
H-6 e H-6", H-3); 3,30 (m, H-15), 2,68 (t, J15.146,7 Hz, H-13), 2,60 (t, Ji7.1s 7,6 Hz, H-17), 2,45
(t, Ji718 6,7 Hz, H-18), 1,82 (Q, J1a136 14.157,3, H-14)

C197H216()40N4
Massa molar: 3276 g/mol
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2,3,4-tri- O-benzil-B-D-galactopiranosideo de 4-[[3-carboxilpropanoil)amino]propil]-2-

metoxifenila (88)

BnQ OBn
. 0 OCH;
5 2 P
Bn 1 .
3 OBn 9 H O
” 10 14 111 17
16 19 OH
11 13 15 18
(0

Em baldo de 25 mL foi vertido 200 mg do galactosideo 84 (0,28 mmol) em 3 mL de piridina.
A solucao foram acrescentados 35 mg de anidrido succinico (43) (0,34 mmol) e 16 mg de
dimetilaminopiridina (DMAP). A mistura reagente foi mantida sob agitacdo, a temperatura
ambiente. Ap6s o término da reacéo, verificado por CCD (aproximadamente 16 horas), a
piridina foi eliminada em evaporador rotatério e a mistura obtida foi submetida a
cromatografia em coluna de silica eluida inicialmente com diclorometano 100 % e, em
seguida, com diclorometano:metanol 10:1. Foram obtidos 121 mg (0,15 mmol) do derivado
acido 88 forma de um 6leo amarelado (53 % de rendimento).

RMN de 'H (CDCl3; 300 MHz): 7,46-7,22 (m, CHyCgHs), 7,10 (d, Ji2.11 8,1 Hz, H-12), 6,62 (s,
H-9), 6,68-6,61 (m, H-11), 6,28 (t largo, Jui.1s 5,6, Hz, NH), 6,10 (s largo, OH); 5,29-4,30 (m,
H-1 e CH:CgHs), 4,14 (dd, Jo5 9,4, Jo; 8,0 Hz, H-2), 3,95 (d, Jr5 2,6 Hz, H-4), 3,78 (s, OCHs);
3,72-3,56 (m, H-3, H-5, H-6, H-6), 3,23-3,25 (m, H-18), 2,73-2,49 (m, H-17 e H-15), 2,49-
2,36 (m, H-13), 1,85-1,71 (m, H-14).

CugHs3010N
Massa molar: 803 g/mol
[OC]D +5,7 (C 2, (CH3)2CO)
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2,3,4-tri-O-benzil-B-D-galactopiranosideo de 4-[[(3-clorocarbonil)propanoil)amino]propil]-2-

BnO OBn

6

5 2 8

Bn 1 . ) - o

3 OBn |

10 14 N 16 17
12 9
11 13 15 18 ! Cl
(0]

Em baldo de 5 mL contendo 121 mg do &cido 88 (0,15 mmol) foram acrescentados 2 mL de

metoxifenila (89)

diclorometano anidro. A solucdo foram acrescentados 100 uL de cloreto de oxalila (1,14
mmol). Uma gota de DMF foi acrescentada como catalisador. A mistura reagente foi mantida
sob agitacao a temperatura ambiente por aproximadamente 20 horas. Como nao foi possivel
acompanhar o desenvolvimento da reacao por CCD, o cloreto de oxalila foi removido pelo
acréscimo de 5 mL de cloroférmio (cinco vezes) seguida pela eliminagdo em evaporador

rotatorio.

C43H5209NC|
Massa molar: 821,5 g/mol

tetra[4-[(2-hidroxietil)amino]-4-oxo-butanoato] de pentaeritritila (90)

Em baldo de 10 mL contendo 26 mg do nucleo tetramérico 39 (0,048 mmol) foram
acrescentados 4 mL de N,N-dimetilformamida anidra, 50 uL de diisopropilcarbodiimida (0,3
mmol), e 41 mg de 1-hidroxibenzotriazol (0,3 mmol). A mistura foi mantida sob agitagéo e,

apos 10 minutos, foram acrescentados 18 uL de etanolamina (0,3 mmol). A mistura reagente
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foi mantida sob agitagdo a 40 °C. Como n&o foi possivel acompanhar o desenvolvimento da
reacao por CCD, apds 18 horas, a DMF foi removida em evaporador rotatério e o material
obtido foi submetido a uma coluna de sephadex eluida com metanol. Foram obtidos 4 mg
(0,006 mmol) do tetramero 90 na forma de um éleo transparente (12 % de rendimento).

E.M. (ESI, m/Z) para C29H43016N4:
Calculado: 708 M*
Encontrado: 731 [M + Na]*

5.4 - Testes de interacao com lectinas

5.4.1 Ressonancia de superficie plasmoénica

5.4.1.1 Funcionalizac&o dos canais:

O chip possui quatro canais. Inicialmente, todos os quatro canais foram tratados injetando-

Se:

e 50uL de uma solugdo de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (ECD) e N-
hidroxissuccinimida (NHS);

e proteina estreptactina em tampao acetato pH 4 a um volume e a uma concentracao

variavel e dependente da densidade desejada;
e 30uL de etanolamina

e 10 pL de HCI 10 mmol/L;
e 40 pL de solugao de NaOH 50 mmol/L e NaCl 1,0 mol/L.

Foram realizadas quatro lavagens.
Em seguida, cada canal foi tratado diferentemente de acordo com a funcionalizagéo

desejada.

Canais 1 e 2: injegdes de 150 pL de estreptactina 100 ug/mL com o objetivo de se obter

uma superficie a uma densidade elevada.

Canal 3: injecoes de 35 L de estreptactina 30 pg/mL.
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Canal 4: injecoes de 15uL de estreptactina 15 pug/mL.

Para diluicao utilizou-se tampéao acetato pH 4 na preparacao de todos os canais.

Captura:

A captura foi realizada com fluxo a 5 pL/min, em presenca da solugcdao tampao A (150
mmol/L NaCl, 25 mmol/L Tris-HCI pH 8 e 4 mmol/L CaCl,). Dos quatro canais, trés foram

funcionalizados com DC-SIGN:

e (Canal1: 0pL de DC-SIGN SEC

e (Canal 2: 80 pL de DC-SIGN SEC a 60 pn g/mL
e Canal 3: 4 pL de DC-SIGN SEC a 30 p g/mL
e Canal 4: 4 uL de DC-SIGN SEC a 15 ug/mL

Foram obtidos:

Canal 1 (C1): Estreptactina

(C1):
Canal 2 (C2): Estreptactina-DCSIGN. Densidade de DC-SIGN = 3166 UR
Canal 3 (C3): Estreptactina-DCSIGN. Densidade de DC-SIGN = 1340 UR
Canal 4 (C4): Estreptactina-DCSIGN. Densidade de DC-SIGN = 519 UR

5.4.1.2 Teste da funcionalidade dos canais:

Injegéao de 30 pu L de a1-3,a1-6 Manotriose-BSA 100 u/mL

Nivel de interacdo especifica C1: 18 UR
Nivel de interacao especifica C2 (C2-C1): 322 UR
Nivel de interacao especifica C3 (C3-C1): 113 UR
Nivel de interacao especifica C4 (C4-C1): 28 UR

A lavagem com EDTA 10 pL a 50 mmol/L regenerou os canais com ligeira diminui¢do (em
torno de 20 UR)

5.4.1.3 Teste de 59:
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1 mg de 59 foi solubilizado por sonicagdo em 1,38 mL de solugdo tampao acetato ph 4.

[59]= 450 pmol/L

Injecdo de 40 pL em cada um dos 3 canais funcionalizados com DC-SIGN a um fluxo de
20pL/min.

Néo foi observada interacéo.

Foi realizado novamente um controle da funcionalizacdo com o1-3,a1-6 manotriose-BSA e
ficou confirmado que nao houve interagdo com a proteina, dentro dos limites de deteccao do
aparelho.

5.4.2 Ensaio de hemaglutinacdo mediada pela lectina de Erythrina cristagalli
(Fabaceae) (BUTERA et al, 2007).

5.4.2.1 Obtencao de eritrocitos

A deteccao do titulo de hemaglutinacdo da lectina e os ensaios de inibicdo da
hemaglutinagdo foram realizados em placas de microtitulagdo (96 pogos), em um volume
final de 150 mL.

Para dissolugcao da lectina, foram empregadas as solugbes aquosas de cloreto de sddio
(0,15 mol/L), cloreto de calcio (5 mmol/L) e de sulfato de manganés (5 mmol/L). Essa
mistura (Solugéo A) também foi utilizada para dissolugao das substancias testadas e para o
preparo da suspensao de eritrécitos.

Como fonte de eritrocitos, foi utilizado sangue tipo O humano tratado com agente
anticoagulante. Apo6s centrifugacdo do sangue em solugdo salina 0,9% e decantagdo do
sobrenadante, as heméacias foram ressuspendidas na solugao A.

5.4.2.2 Detecgéao do titulo de hemaglutinagcéo e preparagdo da solugdo da lectina

Foram realizadas 12 diluicées seriadas 1:2 (50 uL) a partir de uma solu¢ao 0,2% m/v. Em

cada poco foram adicionados 100 pL de suspensao de eritrécitos 1% v/v.
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Ap6s uma hora, foi feita a leitura do titulo de hemaglutinacédo. O titulo de hemaglutinacéao foi
expresso em Unidades de Hemaglutinacdo (UH), e foi dado como o inverso da maior
diluicdo capaz de apresentar aglutinagao visivel a olho nu (FARIA et al., 2004).

Para solucao de lectina 0,2% m/v, o titulo encontrado foi de 32 UH. Assim, a solu¢do de
lectina empregada no ensaio de hemaglutinacao foi preparada com diluicdo 1:32 v/v da

solucéo a 0,2% m/v.

O experimento foi realizado em triplicata.

5.4.2.3 Ensaio de inibicdo de hemaglutinacao

Foram adicionados, em pocos diferentes, 50 uL de solugbes dos carboidratos D-galactose,
dos mon6émeros 34 e 36 e dos dimeros 11 e 21 em diluicdes seriadas 1:2 variando de 0,02-
0,21 mol/L (Tabela2).

Em cada poco foi adicionada solu¢édo de lectina (50 uL).

Apods 30 minutos, foram adicionados 50 pl da suspensao de eritrocitos 2% v/v. Apds uma
hora, foi feita a leitura, a olho nu, da inibicdo da hemaglutinagdo (considerou-se a menor
concentracao capaz de inibir a hemaglutinagéo).

A atividade inibitéria da hemaglutinacdo mediada por lectina foi expressa em valor de
inibicao relativa a inibicdo promovida pela D-galactose.

O experimento foi realizado em triplicata.

Tabela 2 — Inibicdo da hemaglutinagdo mediada por lectina de Erythrina cristagalli L. para os
derivados 11, 21 34 e 36 em relagdo a D-galactose.

Carboidrato MM (g/mol) [ Jinicial (mmol/L) Diluicao [ ]final (mmol/L) Potencia Relativa

D-galactose 180 200,0 32 6,25 1
11 708 18,6 32 0,58 11
21 768 19,5 32 0,61 10
34 371 208,9 128 1,63 4
36 401 205,7 128 1,61 4
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6 CONCLUSAO

Foram sintetizadas 75 substancias, derivadas da D-glicose, da D-manose e da D-galactose.
Dessas, 45 sao inéditas, sendo 31 mondmeros, 8 dimeros e 6 tetrameros.

os mondmeros 34 e 36 e os dimeros 11 e 21, derivados da D-galactose, foram submetidos a
ensaio de inibicido de hemaglutinagdo mediada pela lectina de Erythrina cristagalli.
Constatou-se que cada dimero apresentou o dobro da atividade de seu respectivo
mondmero.

O tetramero 59 foi testado quanto a sua capacidade de interagdo com a lectina DC-SIGN
pela técnica de ressonancia de superficie plasmoénica. Entretanto, nenhuma interagédo foi
detectavel por esse método. E possivel que o tamanho do espacador e/ou o niimero de
residuos de D-manose nesse glicodendrimero ndo tenham sido suficientes para interagao
com essa lectina.
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