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RESUMO

Diversos eventos relacionados ao processo de adesdo celular sdo dependentes do
reconhecimento molecular mediado por lectinas, proteinas especializadas no
reconhecimento de carboidratos. Em vista disso, considera-se a possibilidade do emprego
de substancias que funcionem como antiadesinas, sejam elas derivados mono- ou
multivalentes de carboidratos, que possam impedir esse evento de reconhecimento
intercelular, quando dele surge um quadro patoldgico, como infeccdes e metastases.
Nesse trabalho € descrita a sintese de trinta derivados monomericos da D-galactose, dos
guais dezenove sdo inéditos, sendo um derivado galactosilazido, quatro sao
galactosilamidas e galactosilsulfonamidas, doze sdo galactosideos arométicos, cinco sdo
aminas e sete sdo derivados obtidos de modificacdes de C-6 do B-D-galactopiranosideo
de 4-metoxicarbonilfenila. Os derivados foram obtidos, em geral, com rendimentos
satisfatérios e caracterizados por espectrometria no infravermelho e de ressonancia
magneética nuclear. Os produtos finais foram avaliados como inibidores de hemaglutinacao
mediada pela lectina de Erythrina cristagalli, lectina vegetal especifica para D-galactose,
muito empregada como modelo de interacdo lectina-carboidrato. Também foi avaliada a
inibicdo da eritrofagocitose realizada por Entamoeba histolytica. A eritrofagocitose €
mediada por lectina especifica para residuos D-galactosidicos e N-acetil-D-
galactosaminicos e esté relacionada com o processo patogénico da infeccdo causada por
aquele protozoario. Alguns dos galactosideos aromaticos mostraram-se cerca de oito
vezes mais potentes que a D-galactose como inibidores da hemaglutinacao intermediada
pela lectina de Erythrina cristagalli. No ensaio de eritrofagocitose, a maioria dos derivados
testados ndo se mostrou ativa na inibicdo da eritrofagocitose, exceto por um derivado
isopropilaminico, que foi capaz de reduzir em cerca de 65% o percentual de trofozoitos

gue fagocitaram hemacias.

Palavras-chave: derivados da D-galactose, lectinas, hemaglutinacédo, eritrofagocitose,

antiadesinas.



ABSTRACT

Lectins are proteins involved in carbohydrate recognition and their interaction is important
in many natural and pathogenic events, as immunological response, fertilization,
embryogenesis, infection and cancer metastasis. Hence, studies aimed at antiadhesion
therapy with natural and synthetic mono- or multivalent carbohydrate derivatives show
promising results, mainly in infectious diseases. Herein is described the synthesis and
spectrometric characterization of nineteen new substances in a total of thirty D-galactose
derivatives: one galactosyl azide, two galactosyl amides, three galactosyl sulfonamides,
twelve aryl galactosides and a series of seven methoxycarbonylphenyl galactosides
derivatives obtained by modification at C-6 position. These substances were obtained in
good yields and were evaluated in two biological assays, the Erythrina cristagalli-induced
hemagglutination assay and the inhibition of erythrophagocytosis by Entamoeba histolytica
trofozoites assay. These processes are mediated by D-galactose and D-galactose/N-
acetyl-D-galactosamine specific lectins, respectively. Although most D-galactose
derivatives were not good enough as inhibitors of hemagglutination process, some aryl
galactosides showed an eight-fold increase in potency when compared to D-galactose. In
the erythrophagocytosis inhibition assay, most of tested substances were not active,
except one amine, the isopropyl derivative, which reduced erythrophagocytosis in 65% .

Key-words: D-galactose derivatives, lectins, hemagglutination, erythrophagocytosis,

antiadhesins.
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Introducéo

1 INTRODUCAO

Por muito tempo os carboidratos foram vistos apenas como moléculas envolvidas
em processos de geracdo de energia, na forma de monossacarideos ou polissacarideos,
ou, ainda, como material estrutural, como a celulose nas plantas e a quitina dos
exoesqueletos de insetos.

O interesse pelo estudo dos carboidratos como moléculas de reconhecimento
celular s6 surgiu por volta de 1968. Antes disso, pouco era pesquisado e divulgado, em
grande parte devido a complexidade estrutural dos mesmos e das inumeras
possibilidades de interligagcbes dos carboidratos, o que dificultava o controle régio- e
estereosseletivo nas reacdes de sintese e a caracterizacdo estrutural dos produtos
obtidos (SHARON; LIS, 1993).

Atualmente, com o avanco dos métodos de sintese organica e inovacfes nas
técnicas de analise espectrométrica, os carboidratos podem ser bem estudados e o fato
de que estdo envolvidos em processos de reconhecimento celular é comprovado o
bastante.

Como uma extensao da hipotese chave-fechadura, formulada por Emil Fischer em
1897, os bioquimicos geralmente aceitam que as células se reconhecem por meio de
pares de estruturas complementares presentes em suas superficies (SHARON; LIS, 1993;
KARLSSON, 1998). A descoberta de que as células continham residuos de acgUcares
ancorados a suas membranas celulares na forma de glicoproteinas e glicolipideos, e que
sua modificacdo ou extingdo acarretava alteracoes em funcdes celulares, promoveu um
rapido interesse em uma nova area conhecida por glicobiologia (HART, 1980; GABIUS,
1998).

A diversidade quimica proporcionada pelos carboidratos, resultado das diferentes
formas como podem combinar entre si e com outras moléculas é biologicamente muito
significativa (SHARON; LIS, 1989). Assim, os carboidratos presentes na superficie celular
na forma de glicolipideos, glicoproteinas e polissacarideos sdo receptores naturais para
varios virus, bactérias, protozoarios e toxinas (JACOBSON; DOYLE, 1996; PACHECO-
YEPEZ et al., 2000; BOETTNER et al., 2002). Esses microrganismos e toxinas
reconhecem e se ligam reversivelmente aos carboidratos de superficie com grande
especificidade — processo denominado adesédo - e, para muitos deles, esta interacdo é o

primeiro passo para sua endocitose em individuos susceptiveis. Aqueles microrganismos
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e toxinas que ndo tém esta habilidade sdo rapidamente eliminados por mecanismos
naturais de defesa do organismo.

Esses processos de adesdo célula-célula e célula-toxina sdo mediados por
lectinas, proteinas especializadas em reconhecer carboidratos e que a eles se ligam de
forma reversivel e altamente seletiva (KENNEDY et al., 1995; LIS; SHARON, 1998; WU et

al., 2008). Na Figura 1 sdo mostradas, esquematicamente, interacdes celulares mediadas

por lectinas.
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Figura 1. Representagdo esquematica das interagoes lectinas-carboidratos na superficie celular.

As lectinas existem na forma livre ou associadas as células, podendo ser
encontradas na superficie ou no interior dessas e ndo apresentam atividade catalitica nem
sao frutos de resposta imune. Estas proteinas sdo encontradas entre animais, plantas e
microrganismos e a ampla ocorréncia das mesmas em diferentes espécies, tecidos ou

células mostra a importancia dessas moléculas na natureza (LIS; SHARON, 1998).

Tipicamente, a lectina e o carboidrato complementar estdo em superficies de
células que se opde. Alternativamente, lectinas livres (também conhecidas por lectinas
soluveis) podem atuar como pontes ao promover a ligacdo de carboidratos de células
opostas. O contrario também pode ocorrer, ou seja, carboidratos intermediarem a ligacao
de lectinas presentes em células diferentes (SHARON; LIS, 1989; GABIUS, 1998).

A capacidade de provocarem o fendmeno da hemaglutinacédo, por se ligarem a
carboidratos presentes na superficie de eritrocitos, € uma das formas de demonstrar a
interacdo celular mediada por lectinas. Em 1888, foi relatada a primeira observacgao
guanto a capacidade de hemaglutinacdo de um extrato vegetal (Ricinus communis), 0 que

suscitou o emprego do termo fitoaglutininas (KENNEDY et al., 1995).

No ensaio de hemaglutinacdo, uma diluicdo seriada da lectina é incubada com

eritrocitos humanos ou de outro animal. A inibicAo desse processo por carboidratos €
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muito utilizada para o estudo da especificidade das lectinas, ja& que tanto a aglutinacéo
quanto a precipitacdo, induzidas por lectinas, sao inibidas pelos ligantes monossacaridi-
cos pelos quais elas sdo especificas (LIS; SHARON, 1998; GIGUERE et al., 2006;
MAKIMURA et al., 2006).

A afinidade das lectinas por monossacarideos é usualmente fraca, com constantes
de associacdo na faixa de milimolar, embora sejam de grande seletividade. Os sitios de
ligacdo para acucares nas lectinas sdo em forma de depressdes rasas e cada lectina
possui um, dois ou mais destes sitios. Em geral, apenas uma ou duas faces do

carboidrato faz ligacdo com a proteina (LIS; SHARON, 1998).

A formacédo do complexo carboidrato-lectina envolve o deslocamento de moléculas
de agua associadas aos grupos polares da proteina e ao redor do acucar também polar,
com o estabelecimento de novas ligacGes de hidrogénio. Estas ligacOes e as interacdes
de van der Waals sdo dominantes para a estabilidade da associacdo entre estas
moléculas (KENNEDY et al.,, 1995). Mesmo sendo muito polares, os carboidratos
possuem seus grupos hidroxila dispostos de tal maneira que se formam regides
hidrofébicas nas superficies sacaridicas que podem formar contatos com regifes
hidrofébicas na lectina. Ja& que a maioria dos carboidratos sdo néo-carregados, interacdes

ibnicas nao ocorrem comumente.

Geralmente, é observado aumento na poténcia das interacdes entre lectinas e
carboidratos quando estes ultimos estdo na forma oligossacaridica. Isto foi verificado com
diversos derivados sintéticos deste tipo e acredita-se que a similaridade que apresentam
com os ligantes naturais, em geral glicopeptideos ou glicolipideos, seja a razdo para isso
(KITOV et al., 2000). Em glicobiologia, refere-se a este efeito de potencializagdo com o
termo multivaléncia que, embora seja um fendmeno ndo muito bem elucidado, pode levar

a acentuadas reducdes nas constantes de dissociacdo dos complexos lectina-carboidrato.

Certas lectinas pertencentes ao mesmo grupo de especificidade combinam-se
preferencialmente ou exclusivamente com o anémero a ou B de um determinado acucar
em forma de glicosideo. As propriedades da aglicona também podem influenciar a
interacdo de um glicosideo com uma lectina, em especial os glicosideos aromaticos, que
se ligam, em geral, mais fortemente que os alifaticos, possivelmente por interacdes
adicionais com pontos extras no sitio de ligacao da lectina. O efeito hidrofébico é as vezes
tdo intenso que pode se sobrepor a preferéncia anomérica (LIS; SHARON, 1998).
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As lectinas estdo envolvidas em diversos fen6menos naturais. Entre eles,
destacam-se o0s processos de fertilizacdo, embriogénese, migracao celular, formacao de
orgaos e defesa imunoldgica (SHARON; LIS, 2004). O funcionamento impréprio destes
processos de reconhecimento celular pode levar ao surgimento de diversas patologias
(SHARON; LIS, 1989).

Uma série de infec¢des é iniciada por interagdes lectina-carboidrato, como no caso
da adesédo celular e fagocitose de Pseudomonas aeruginosa (IMBERTY et al., 2004),
Neisseria gonorrhoeae (SHARON, 2006), Escherichia coli (FIRON et al., 1983), formas
tripomastigotas de Trypanossoma cruzi (SILBER et al.,, 2002) e promastigotas de
Leishmania major (SACKS et al., 1985), entre outros. Muitos destes patdgenos desen-
volveram mecanismos de fixacdo ou adeséo aos tecidos ou células do hospedeiro e esta
adesdo é necessaria, ja que, de outra forma, estes microrganismos seriam eliminados
pelos mecanismos naturais de defesa do hospedeiro, como o fluxo de ar no sistema
respiratorio ou a urina no sistema excretério (SHARON; LIS, 1993). Além disso, a adesao
adequada do patdgeno propicia melhor acesso a fontes nutritivas, facilita a introducéo de
substancias toxicas nos tecidos do hospedeiro e mesmo a penetracdo do patdogeno
nestes tecidos (KARLSSON, 1998).

No caso das bactérias, a maioria das lectinas esta disposta na superficie celular,
muitas vezes na forma de multiunidades protéicas denominadas fimbrias ou pili, que se
caracterizam como fibras alongadas expressas em bactérias Gram-negativas (SHARON;
LIS, 1989; SAUER et al., 2000). A adeséao celular ndo é o unico evento que caracteriza a
patogenicidade bacteriana. ApOs ter ocorrido o reconhecimento lectina-carboidrato, a
célula alvo é ativada, com consequente producdo e secrecdo de citocinas que irdo
estimular a resposta aguda inflamatoria e outros sintomas da doenca.

Até principios de 1980, somente bactérias que possuiam lectinas especificas para
manose haviam sido identificadas e estes estudos foram desenvolvidos principalmente
com Escherichia coli (SHARON, 2006). A partir dai, diferentes cepas de E. coli com
especificidades distintas foram descobertas, como aquelas que colonizam o tecido do
trato urinario (fimbrias P, especificas para galabiose, Gala4Gal) ou o tecido nervoso
(fimbrias S, especificas para o trissacarideo NeuAc(a2-3)GalB3GalNAc).

Bactérias que possuem lectinas com especificidade por outros acucares foram em
seguida descritas, como a Neisseria gonorrhoea, que reconhece residuos de N-acetil-
lactosamina (GalB4GIcNAc), e Streptococcus pneumoniae, que tem alta especificidade
pelo pentassacarideo NeuAc(a-3)GalB4GIcNAcB3GalB4Glc.
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Embora um pequeno nimero de lectinas bacterianas tenha sido adequadamente
caracterizado, a existéncia de uma grande diversidade das mesmas vem sendo
reconhecida por meio de experimentos nos quais o efeito inibitério sobre a adeséo por
diversos carboidratos é examinado, em geral, com ensaios de hemaglutinacdo
(GOLDHAR, 1995).

Na Tabela 1 estao listadas outras bactérias e a especificidade de suas lectinas por

carboidratos, além do local do organismo que normalmente colonizam.

Tabela 1: Exemplos de bactérias e especificidades de suas lectinas de superficie por carboidratos.

Microrganismo Carboidrato Alvo da adeséo
Campylobacter jejuni Fuca2GalBGIcNACc Intestino
Escherichia coli (CFA/1) NeuAc(a2-8)- Intestino
Escherichia coli (K1) GIcNACcB4GIcNAc Endotélio
Haemophilus influenzae [NeuAc(a2-3)]o,1GalB4GIcNAcB3GalB4GIcNAC Trato respiratorio
Pseudomonas .
] L-Fucose Trato respiratorio
aeruginosa
Salmonella typhimurium Manose Intestino
Helicobacter pylori NeuAc(a2-3)GalB4GIcNAcFuca2GalB3(Fuca4)Gal Estdbmago

O protozoario Entamoeba histolytica, terceira maior causa de mortes por parasitas,
€ 0 agente etioldgico de abcessos hepéticos e colites consequentes da infecgdo por este
microrganismo (GILCHRIST; PETRI Jr, 1999; HOUPT et al., 2004; TURNER;
EICHINGER, 2007). Lectinas especificas para D-galactose e N-acetil-D-galactosamina,
situadas na superficie de E. histolytica, sdo responsaveis pela adesao deste parasita em
sua forma trofozoitica a células hospedeiras, em geral na mucosa da regido do célon
intestinal. Desta interacéo lectina-carboidrato resulta a liberagdo de enzimas proteoliticas
amebianas que rompem conexdes intercelulares no tecido hospedeiro, facilitando a
penetracdo tecidual e disseminacdo sistémica dos trofozoitos, especialmente ao figado
(HUGHES et al., 2000; BLASQUEZ et al., 2007).

Diversas evidéncias contribuiram para se estabelecer a importancia da interacéo
lectina-carboidrato na infecgéo por E. histolytica.

Estudos relacionados aos mecanismos de defesa do hospedeiro contra amebiase
invasiva demonstraram a importancia do muco que naturalmente se adere & membrana
do célon intestinal e das bactérias da flora intestinal que séo produtoras de glicosidases.

O referido muco, rico em moléculas com terminacdes galactosidicas, como a
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membrana intestinal por ele encoberta, constitui uma barreira protetora, uma vez que
blogueia a passagem dos trofozoitos, via interacdo com suas lectinas (CHADEE, 1987).
Por outro lado, cerca de 1% das bactérias da regidao do célon intestinal produzem diversas
glicosidases que degradam varios glicoconjugados, como as lectinas de superficie de E.
histolytica, o que reduz a aderéncia as células do epitélio intestinal (VARIYAM, 1996).
Pesquisas realizadas por Adler e colaboradores (1995) com diversos carboidratos
naturais e sintéticos, ensaiados como inibidores da hemaglutinacédo induzida pela lectina
de E. histolytica, demonstraram que derivados multivalentes com residuos D-
galactosidicos ou N-acetil-D-galactosaminicos (como a fetuina e a asialofetuina) foram
superiores aos derivados monovalentes. Por outro lado, ficou evidente que um
galactosideo hidrofébico, mono-valente, obtido a partir da N-acetil-D-galactosamina, levou
a um aumento de vinte vezes na poténcia inibitéria sobre a hemaglutinacdo. O aumento
de poténcia também foi obser-vado ao se comparar derivados galactosidicos como
inibidores da adesao celular de N-acetil-D-galactosamina, marcada radioativamente, a

lectina de E. histolytica, como mostrado na Figura 2.
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Figura 2: Comparacao da inibicdo da ligacdo de lectina de E. histolytica a **°

I-GalNAc39BSA por glicosideos
de D-galactose e N-acetil-D-galactosamina [Adaptado de Adler et al.(1995). Os valores entre parénteses
referem-se as concentracdes inibitérias minimas em pmol.L™" das substancias em teste necessarias para
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inibir especificamente 50% da ligagdo de ~~’I-GalNAczsBSA a membrana de E. histolytica].

Estudos de especificidade e que visavam descobrir derivados de N-acetil-D-
galactosamina com atividade inibitoria desta interagdo com a BSA, levaram a concluséo

gue os grupos hidroxila de C-3, C-4 e C-6 parecem ser essenciais para o reconhecimento
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pela lectina de E. histolytica (YI et al., 1998), provavelmente devido a seu carater aceptor-
doador de ligacbes de hidrogénio. O derivado N-benzoilaminico da N-acetil-D-galac-
tosamina (derivado E), com as hidroxilas anteriormente citadas conservadas, mostrou ser
um melhor inibidor que aqueles nos quais uma dessas hidroxilas estava ausente, como

mostrado na Figura 3.
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Figura 3: Comparacéo da inibicdo da ligacdo de lectina de E. histolytica a 2°|_GalNAc3BSA por N-acetil-D-
galactosamina e derivados [adaptado de Yi et al.(1998). Neste estudo, os valores de Clsq referem-se as

concentracdes inibitdrias minimas das substancias em teste necessarias para inibir especificamente 50% da
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ligacdo de “’I-GalNAczsBSA a membrana de E. histolytica].

Houpt e colaboradores (2004) mostraram que a imunizagdo de camundongos com
a lectina isolada deste protozoario preveniu, com eficacia média de 90 %, a instalacédo da
infeccdo nestes animais, apds serem desafiados com trofozoitos de E. histolytica.
Recentemente, Okada e Nozaki (2006) relataram o estimulo a reorganizacdo do
citoesqueleto e a transducdo de sinal que se seguem a adesdo lectina-carboidrato na

infeccdo por este protozoario.
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Considerando-se outro protozoario, foi sugerido que os merozoitos de Plasmodium
falciparum possuem lectinas em sua superficie capazes de estabeler ligagbes com
residuos sacaridicos em eritrécitos, células-alvo de um dos estagios de infeccdo na
malaria (JACOBSON, 1996; VON ITZSTEIN et al., 2008). Estudos in vitro com N-acetil-D-
glicosamina, N-acetil-D-galactosamina e &acido N-acetil-neuraminico mostraram a
possibilidade de bloqueio, com estas substancias, da invasdo do eritrocito pelo parasita.
Ramasamy e colaboradores (1997) verificaram que o mosquito Anopheles tessellatus, um
dos vetores na transmissdo da malaria, contém em suas glicoproteinas de superficie
intestinal residuos N-acetil-D-glicosaminicos essenciais para 0 reconhecimento pelas
lectinas do parasita.

Silber e colaboradores (2002) identificaram e purificaram uma lectina, presente na
superficie de epimastigotas e tripomastigotas do protozoario Trypanosoma cruzi,
especifica para D-galactose. Além de seus estudos também demonstrarem o envol-
vimento desta lectina na invasao da célula hospedeira, outros dados indicaram a
habilidade do parasita em invadir tecidos humanos especificos como o endotélio da
artéria mamaria e células do atrio e ventriculo direito. Residuos galactosidicos presentes
em glicoconjugados da superificie celular destes sitios parecem ser essenciais para
adesao e invaséo pelo parasita.

A estratégia para o uso de analogos de adesinas a fim de prevenir a infeccéo €
baseada na suposicdo de que a molécula do carboidrato envolvida na adesdo, ou
analogo, liga-se a lectina receptora e bloqueia a adeséo celular. Este impedimento ou
reversao do reconhecimento celular mediado por lectinas constitui o objetivo da chamada
terapia anti-adesdo. Como esta etapa de adesao celular € essencial para o microrganismo
e peca chave na patogénese do mesmo, uma intervencdo molecular deste tipo poderia
ser interessante, uma vez que o desenvolvimento da doenca seria bloqgueado em uma
fase muito precoce da infeccdo (OFEK et al., 2003; SHARON, 2006).

Algumas evidéncias experimentais reforcam a possibilidade do uso de anti-
adesinas. O efeito protetor de carboidratos com acédo anti-adesina foi demonstrado em
estudos de infeccao experimental com diversos animais, como mostrado na Tabela 2 .

Um exemplo importante, entre os apresentados nessa tabela, é aquele que
relaciona o efeito protetor do colostro e a inibicdo da instalacdo de infeccao intestinal por
E. coli. Em estudos in vivo, Mouricout e colaboradores (1990) demonstraram que bezerros
recém-nascidos e privados deste alimento desenvolveram facilmente infeccdo por este

microrganismo quando avaliados experimentalmente. Foi observado, ainda, que o0s
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mesmos puderam ser curados quando uma mistura de glicopeptideos, que continham a

sequéncia NeuGc(a2-3)Gal-R, foi administrada junto com alimento.

Tabela 2: Inibidores de adesdo bacteriana em infec¢Bes experimentais in vivo (adaptado de Sharon; Ofek,
2000)

PATOGENO ANIMAL / SITIO DA INFECCAO INIBIDOR
Escherichia coli (tipo 1) Camundongo / TU o-D-manopiranosideo de
metila
Escherichia coli P Camundongo / TGI D-manose
Camundongo / TU globotetraose
Escherichia coli K99 Macaco / TU Gal(al-4)GalOMe
Bezerro / TGI Glicopeptideos
Helicobacter pylori Porco / TGI Sia3’LacNAc
Macaco / TGl Sia3’Lac
Klebsiella pneumoniae (tipo 1) Rato/TU a-D-manopiranosideo de
metila
Shigella flexneri (tipo 1) Porco / Olhos D-manose
Streptococcus pneumoniae Camundongo / pulmbes N-acetil-D-glicosamina
Coelho / pulmdes Lacto-N-neotetraose

TU: trato urinario; TGI: trato gastrintestinal

Em estudos desenvolvidos por Mysore e colaboradores (1999), foi avaliada a
capacidade do derivado sialilado Sia3’'Lac em impedir a progressao da infeccdo por H.
pylori, patégeno envolvido em processos ulcerosos gastricos, em macacos
experimentalmente infectados. Embora tenham sido observados decréscimos transitorios
na contagem bacteriana dos animais tratados, os resultados obtidos sugeriram a
possibilidade de utilizacdo desta estratégia contra a infeccdo pelo H. pylori, apds ser
otimizada.

A colonizacdo persistente da nasofaringe com Streptococcus pneumoniae e
Haemophilus influenzae representa um fator importante na patogénese das otites agudas.
A prevencdo ou a reversdo da adesado bacteriana as células epiteliais respiratorias
poderia ser util no sentido de reduzir a colonizacdo bacteriana e facilitar a eliminagdo das
mesmas pela acdo mucociliar (UKKONEN et al., 2000). Assim, compostos que atuassem
como anti-adesinas poderiam representar alternativa para a prevencao desta infeccéo.
Estudos mostraram que um pentassacarideo sialilado naturalmente encontrado no leite

materno, denominado NE-1530, inibia a ligacdo de S. pneumoniae e H. influenzae as
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células do epitélio respiratério de coelhos (BARTHELSON et al., 1998). Estudos clinicos
de fase | sugeriram que o NE-1530 foi bem tolerado e apenas efeitos adversos discretos
foram relatados. Entretanto, estudos clinicos posteriores nédo foram bem-sucedidos, uma
vez que a eficacia esteve abaixo da desejada. Os autores relatam que a baixa poténcia ou
a biodisponibilidade insuficiente da substancia poderiam ser as causas do insucesso
(UKKONEN et al., 2000).

Existem alguns entraves que tém dificultado a aplicacdo pratica da terapia com
anti-adesinas. A baixa afinidade na interacdo lectina-carboidrato € uma das
desvantagens, o que leva a necessidade de serem empregadas altas concentracdes das
antiadesinas. Isto provavelmente pode ser melhorado por modificagbes quimicas na
estrutura do prototipo que otimizem a ligacdo do mesmo a lectina, em geral por ligacdes
adicionais a outros residuos de aminoacidos que ndo sejam aqueles diretamente
envolvidos com o reconhecimento do ligante natural.

Resultados baseados nesta estratégia foram relatados por Firon e colaboradores
(1987) que observaram aumento intenso na poténcia inibitéria de derivados de manose
sobre a adesdo ao epitélio intestinal por fimbrias do tipo 1 de E. coli. Os derivados de D-
manose por eles descritos eram a-D-manopiranosideos de arila e 0s grupos aromaticos
destes compostos parecem ser 0s responsaveis por interacdes hidrofébicas extras que
permitiram o aumento de afinidade pela lectina.

Outra forma de otimizar a afinidade entre o ligante e a lectina parece ser a
preparacao de derivados multivalentes, ou seja, repeticdes de unidades sacaridicas, que
apresentem especificidade isoladamente, ligadas a uma molécula conveniente, como um
polimero (ZOPF; ROTH, 1996). O efeito de multivaléncia pode levar a reducédo das doses
da anti-adesina, j& que a interacdo com a lectina se torna mais potente. Isto prova-
velmente vem do fato de a molécula polivalente interagir, ao mesmo tempo, com diversas
moléculas de lectinas da superficie celular, formando um complexo mais estavel que no
caso de ligantes monovalentes. BezouSka (2002) demonstrou que compostos
dendriméricos, com grupos terminais sacaridicos, portanto denominados glico-
dendrimeros, sdo agentes promissores na prevencao contra infeccdes microbianas e
neoplasias malignas, ja que pelo menos in vitro estes derivados parecem ser inibidores
muito potentes da adeséo celular.

A producdo de oligossacarideos ainda requer altos investimentos financeiros, mas
existe a possibilidade de desenvolvimento de substancias glicomiméticas ou o uso de
bioengenharia a fim de reduzir estes custos (ENDO; KOIZUMI, 2000).
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A capacidade que as células tém de expressarem multiplos tipos de adesinas, com
diversas funcdes, € outro fator limitante para a terapia com anti-adesinas. Seria
necessario o uso de um coquetel de substancias que apresentassem especificidades
diferenciadas pelos tipos distintos de adesinas ou um anico produto com amplo espectro
de afinidades (OFEK et al., 2003). O entendimento dos fatores que levam a expressao
destes tipos de lectinas ao longo do processo natural de infeccdo € importante para
superar essa limitacdo (SHARON, 2006).

Os carboidratos e seus derivados, que funcionam como anti-adesinas, nao
costumam ser toxicos ou imunogénicos. Além disso, no caso de infeccbes microbianas,
pode-se esperar que a emergéncia de cepas resistentes provavelmente ocorra em uma
velocidade bem menor do que com antibidticos e quimioterapicos, ja que as anti-adesinas
atuariam de maneira mais branda, apenas no bloqueio da fixacdo do agente invasor.

Como citado nos diversos exemplos apresentados, o reconhecimento entre lectinas
e carboidratos € primordial em muitos processos biolégicos, como nas infec¢des por
microrganismos, na fertilizacdo, em metastases tumorais e diferenciacao celular.

Dentre as varias lectinas estudadas, aquelas presentes em plantas, em especial
nas leguminosas, ocupam uma posicdo especial, ja que representam a maior familia
destas proteinas (LORIS et al., 1998). No estudo dos eventos bioquimicos dos quais
participam as lectinas, essas lectinas isoladas de leguminosas sao apontadas como 0s
melhores sistemas modelo para o estudo das bases moleculares do reconhecimento entre
lectinas e carboidratos. Isto vem do fato de serem facilmente isoladas e em grandes
guantidades, além de possuirem similaridade estrutural entre si, embora sejam diferentes
em especificidade frente aos ligantes sacaridicos (LIS; SHARON, 1998; SVENSSON et
al., 2002; BONNEIL et al., 2004).

Integrantes da familia das leguminosas, mais de vinte espécies do género Erythrina
foram bem estudadas e suas lectinas pertencem ao grupo com especificidade por D-
galactose/N-acetil-D-galactosamina, embora possuam afinidade também por N-acetil-
lactosamina. Consequentemente, estas lectinas tém sido muito empregadas no
isolamento de glicoproteinas e também no estudo de células que expressam residuos
terminais daqueles carboidratos em sua superficie (BONNEIL et al., 2004).

A lectina de Erythrina cristagalli (LEC) tem seletividade para 0 monossacarideo D-
galactose, embora reconheca melhor a lactose e os derivados fucosil-lactose e fucosil-
lactosamina. O sitio de ligacdo desta lectina encontra-se superficialmente em sua
estrutura e acomoda a porcdo galactosidica dos carboidratos que se ligam a ela. Varias
moléculas de 4gua medeiam esta interacdo via ligacdes de hidrogénio. Os ions Ca** e
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Mn?* s8o essenciais para a interacdo entre a LEC e os carboidratos, uma vez que ajudam
a manter a orientacdo espacial correta dos residuos de aminoacidos do sitio de ligacdo
envolvidos na interagdo (TURTON et al., 2004).

Por meio de estudos cristalograficos, foi detectado que as principais ligacdes,
intermediadas por moléculas de agua, entre o residuo galactosidico e a lectina sao
aquelas entre as hidroxilas de C-2, C-3 e C-6 do aclcar e os aminoacidos glicina 107,
asparagina 133, alanina 218 e glutamina 219 do sitio de ligacdo da proteina. Interacdes
hidrofébicas do tipo Testacking foram observadas entre o anel aromatico da fenilalanina
131, o anel piranosidico da D-galactose e a cadeia lateral da tirosina 106, posicionando a
D-galactose entre estes grupos aromaticos (SVENSSON et al.,, 2002; TURTON et al.,
2004).

Diversos carboidratos foram testados por Iglesias e colaboradores (1982) como
inibidores da hemaglutinagcéo induzida por LEC. Os resultados sdo mostrados na Tabela
3:

Tabela 3: Inibicdo da atividade hemaglutinante de LEC com eritr6citos humanos por diversos carboidratos
[adaptado de Iglesias et al. (1982)].

INIBIDOR CIM (mmol.L
N-acetil-lactosamina 0,4
Lactose 2,0
B-D-galactopiranosideo de 4-nitrofenila 2,0
o-D-galactopiranosideo de 4-nitrofenila 4,0
N-acetil-D-galactosamina 6,5
o-D-galactopiranosideo de metila 4,8
B-D-galactopiranosideo de metila 13,5
D-galactose 13,5
D-fucose 18,0
rafinose 7,2
D-galactosamina 20,0

CIM: concentragéo inibitéria minima

Outros carboidratos testados, como a D-glicose, N-acetil-D-glicosamina, manose,
manosideos de metila, xilose, L-fucose, L-arabinose e L-raminose ndo mostraram qual-

quer efeito inibitorio até uma concentracdo de 100 mmol.L™. Estes estudos deixaram clara
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a preferéncia pela configuracdo galacto do derivado sacaridico, além de sugerir a
necessidade de um grupo hidroximetilico ou metilico em C-5, uma vez que a L-arabinose
nao é inibidora.

A observacdo de que a N-acetil-D-galactosamina € um melhor inibidor que a D-ga-
lactose ou a D-galactosamina sugeriu a existéncia de um sitio de ligagdo extra nesta
lectina para acomodar o grupo volumoso acetilamino. Isto foi confirmado com o trabalho
de Svensson e colaboradores (2002), que analisaram por cristalografia de raios-X as
interacdes da fucosil-lactose com a LEC e descobriram que a porcao fucosidica, ligada na
posicao 2 do anel galactopiranosidico da lactose, posiciona-se em uma depressao rasa e
hidrofdbica, possivelmente a mesma que acolhe o referido grupo acetilaminico.

Um estudo mais recente, realizado por Wu e colaboradores (2007), demonstrou
gue o sitio de ligacdo da LEC pode ser mais amplo que o sugerido pelos estudos
cristalograficos descritos acima e que tetra a hexassacarideos contendo residuo [3-
galactosidico sdo melhores inibidores que N-acetil-D-galactosamina, N-acetil-lactosamina

ou fucosil-lactose.
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2 OBJETIVOS

Objetivou-se neste trabalho a sintese e caracterizagdo espectrométrica de deriva-
dos monovalentes de D-galactose e a avaliagdo do potencial destes como inibidores do
processo de adesdo celular mediado por lectinas que reconhecem residuos deste

carboidrato.

Como objetivos especificos, planejou-se obter derivados da D-galactose e avaliar a
atividade relativa dos mesmos na inibicdo da (a) hemaglutinagéo induzida pela lectina de

Erythrina cristagalli (LEC) e (b) eritrofagocitose realizada por Entamoeba histolytica.

E bem relatado que aumentos de véarias ordens de magnitude em relacdo a
afinidade lectina-carboidrato podem ser alcancados por meio de derivatizacdo adequada
do ligante sacaridico natural (SHARON, 2006). A modificacdo de determinadas posi¢des
do anel piranosidico por inser¢cdo de funcionalidades quimicas que possam realizar
interacdes em pontos adicionais do sitio de ligacdo da lectina, geralmente pode cumprir

este proposito.

Com base nesta idéia, foram propostas modificacdes nas posi¢cbes 1 e 6 da D-
galactose, a fim de se verificar o efeito resultante na inibicdo de processos de adesédo
mediados por lectinas. A escolha das posicdes 1 e 6 foi feita com base na maior facilidade
de manipulacdo dessas posicdes em relacdo as hidroxilas de C-2, C-3 e C-4, além de
possibilitar a avaliagéo da contribuicao que modificagbes nessas posi¢coes poderiam trazer
a favor ou contra o aumento de afinidade pelos alvos empregados nos ensaios biolégicos.

O planejamento da primeira série de ligantes monovalentes, as amidas e
sulfonamidas em C-1 (Figura 4), foi fundamentado na introducdo de substituintes
contendo grupos aceptores e doadores de ligacdo de hidrogénio, além de grupos
hidrofébicos. Tais substituintes poderiam interferir nos processos de solvatagdo e
dessolvatacdo dos ligantes, aumentando a afinidade carboidrato-lectina (GABIUS, 1998).
Devido a essa posicdo ser bem acessivel do ponto de vista quimico, é bastante
empregada para a sintese de ligantes mono- e polivalentes de lectinas (LIENER;
SHARON, 1986).
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OH OH 12: R=COCHj;

%T 16 8- SOCH,
N. 14 R=S0O,CHs
HO R 15 R=50,CeHs

16: R =S0,CgH4CH3

Figura 4: Derivados amidicos e sulfonamidicos de D-galactose planejados para avaliagcdo como inibidores

de processos de adesao celular.

Com relacdo aos B-D-galactopiranosideos de arila, a segunda série planejada, os
mesmos foram idealizados com base nas informacgdes, relatadas por diversos autores, de
gue a insercdo de grupo hidrofobico em C-1 geralmente aumenta a afinidade do inibidor
pela LEC ou pela lectina de E. histolytica (IGLESIAS et al., 1982; ADLER et al., 1995). A
configuracdo [ do glicosideo também foi demonstrada como preferencial, quando
comparado o efeito inibitdrio destes anbmeros com o0s a-D-galactopiranosideos (Y1 et al.,
1998; WU et al., 2007). Assim, foram propostas agliconas arométicas com grupos
substituintes (metoxila, nitro, amino, acetamido e sulfonamido, entre outros) que
pudessem criar pontos adicionais de interacdo (Figura 5). Isso é razoavel em relacdo a
LEC, que reconhece melhor a lactose do que a D-galactose, por isso acreditou-se que
esses grupos funcionais pudessem formar ligac6es de hidrogénio naquela regido em que

a aglicona substitui o residuo de glicose da lactose.

28: R=H, R'= COH
29: R=H, R'= COOCH4
OH _OH R 30: R=OCHg, R' = COH
Q 31: R=H, R'=NO,
HO%O\@\ 32: R=NO,, R' = COOCHj
OH 33: R=H, R'=NHCOCH3
R 34 R=H, R'=NH,
35: R = NH,, R'= COOCHj3
36: R=H, R'= NHSO,CH3
37: R=NHCOCH3;, R'=COOCH;
38: R =NHSO,CH;, R'=COOCH;
39: R=H; R'= COOH

Figura 5: Galactosideos planejados para avaliagdo como inibidores de processos de adesao celular.

Os B-D-galactopiranosideos com grupos alquilaminicos ligados ao anel benzénico,

constituintes do terceiro grupo de derivados (Figura 6), surgiram da idéia de também se
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avaliar a possibilidade de aumento da afinidade por conta do grupo amino, via ligacoes de
hidrogénio ou eletrostaticas, e de cadeias alquilicas homélogas, que teriam a
possibilidade de interagir com a lectina, seja como ligante hidrofébico, seja como

facilitador da dessolvatacao.

OH _OH

&/O 44: R = CH2C6H5

HO. H 45: R = CH5(CH;),CHs;

OH \©\/'l\l 46: R = CHy(CH,)4CHj3
"R 47: R = CH(CH3),

52: R=H

Figura 6: Aminas planejadas para avaliacdo como inibidores de processos de adesao celular.

A guarta série planejada, correspondente aos derivados substituidos em C-6 (Figu-
ra 7), foi idealizada para se avaliar o efeito da substituicdo deste grupo na atividade

inibitéria do ligante.

Assim, outros grupos capazes de estabelecer ligacbes de hidrogénio seriam
inseridos, como amino, amido e sulfonamido (aceptores ou doadores de ligacdo de
hidrogénio). Além disso, poderia ser avaliada a possibilidade de que o grupo hidrofobico
presente em alguns destes grupos funcionais pudesse contribuir com ligacdes adicionais
nesta regido. Outros derivados teriam grupos com 0s quais esta ligacéo de hidrogénio nao
pudesse ocorrer (azido e iodo), a fim de comprovar a necessidade do grupo hidroxila ou

de outro que propiciasse o mesmo efeito.

Para a sintese destes produtos substituidos em C-6, seria utilizado como prototipo
um dos derivados das séries anteriores que apresentasse maior afinidade em ensaios
preliminares de inibicdo de hemaglutinagéo induzida por LEC. Na figura a seguir o grupo

R’ simboliza a aglicona desse prototipo.

58: R=1
OH R o 61: R = NHCOCH3
R' 62: R= N3
HO 63: R=NH,
OH 64: R = NHCOCgHs

65: R = NHSO,CgHs
66: R = NHSO,CHs

Figura 7: Galactosideos substituidos em C-6 planejados para avaliagdo como inibidores de processos de

adesao celular.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS DE D-GALACTOSE

3.1.1 Sintese do derivado azido 5, das amidas 12 e 13 e das sulfonamidas 14, 15e 16

Para a obtencdo desses derivados foi proposta a seguinte rota de sintese:

OH OH OAc _OAc OAC_OAc o
0 : 0 i i
HO AcO Ohc AcO
1 OH " OH ¢ 2 OAc s ACO o
OAc OAc

vi

OAc OAc OAc OAc
e % E %NHR
3 —> NH,
AcO AcO
4 OAc AcO 6 OAC OAc
l vil 7-11

7 e 12: R= COCHjs OH OH
8 e 13: R = COCgHs o
9 e 14: R = SO,CHs NHR
10 e 15: R = SO,CgHs HO. oH
11 e 16: R = SO,CgH4CH3 12-16

i) Ac.0, AcONa, 100 °C; ii) HBr, Ac20, O °C; iii) NaNs, acetona, H»0, iv) Pd-C, H, THF, t.a.; v) agente acilante
ou sulfonilante, piridina, 0 C; vi) MeONa, MeOH, 0 °C.

Figura 8: Esquema de sintese dos derivados 5 e 12-16 a partir da bD-galactose.

Inicialmente, a D-galactose foi peracetilada com anidrido acético em presenca de
acetato de sodio, condicbes que conduzem majoritariamente ao anémero (3 do derivado
penta-acetato 2, com rendimento médio de 65 % (SWAIN, BROWN, 1952; CONCHIE et
al., 1957; SCHMIDT, MICHEL, 1984). O brometo de galactopiranosila 3 foi preparado por
reacdo de 2 com acido bromidrico em anidrido acético (CONCHIE et al., 1957), com
rendimento meédio de 75 %.

Os brometos de glicosila sdo intermediarios importantes na quimica de
carboidratos e podem ser usados como materiais de partida para a sintese de
glicosilaminas, glicosideos e oligossacarideos, além de outras classes de substancias.
Nesse trabalho foi empregado um método tradicional de obtencdo de brometo de glicosila.
Existem outros métodos, descritos mais recentemente, como o emprego de brometo de

acetila em metanol para geracao de acido bromidrico in situ (HUNSEN et al., 2005).
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O brometo de galactosila 3 € um derivado instavel, portanto foi rapidamente
utiizado na etapa seguinte. A sintese do derivado azido 4 foi realizada mediante
substituicdo nucleofilica em 3 com azida de sodio em mistura de acetona e agua, a
temperatura ambiente (SINNOTT, 1971). A formacdo do produto 4 ocorreu sem
problemas e o derivado azido foi obtido praticamente como o Unico produto. A
recristalizacdo do produto bruto em isopropanol levou a formacdo de um solido cristalino,
com 66% de rendimento, cuja temperatura de fusédo e [a]p sdo concordantes com valores
descritos para este produto (SABESAN, 1992). Além disso, no espectro no infravermelho
de 4 pode ser observada banda intensa e aguda em 2126 cm™, tipica de deformagcéo axial
de grupo azido.

A galactosilamina 6 foi obtida pela reducao de 4 (THIERING et al., 2001). Diversos
procedimentos sao relatados para a conversao do grupo azido em amino, por exemplo,
hidrogenacdo catalitica com paladio, platina ou niquel de Raney, reducdo com
trifenilfosfina, reducdo com hidreto de aluminio e litio e reducdo com boridreto de sodio
em presenca de aditivos, entre outros (SCRIVEN, TURNBULL, 1988; GOLOLOBOV,
KASUKHIN, 1992; FRINGUELLI et al., 2000; PERIASAMY, 2000).

O método empregado para reducdo de 4 e obtencdo de 6 foi a hidrogenacao
catalitica com paladio-carvdo, uma vez que permitiu obter o produto desejado, com 87%
de rendimento, simplesmente pela remocéo do catalisador por filtragdo, seguido de
eliminacdo do solvente em rotavapor e solidificagdo do 6leo obtido com éter etilico, sem

necessidade de purificacao adicional (Figura 9).

OAc OAC OAC OAc
NaNs Pd-C, H2
acetona HZO AcO THF t.a.

Figura 9: Esquema de sintese de 4 e 6.

A formacdo de 6 foi evidenciada pela determinacdo de sua faixa de fusdo, que
coincidiu com o valor relatado (JARRAHPOUR et al.,, 2004), além de dar mancha
caracteristica com ninidrina, que, em CCD, forma produto de cor vermelha com
substancias que contenham grupo amino primario. Além disso, no espectro no IV de 6
nao foi observada banda relativa ao estiramento de grupo azido.

As glicosilaminas sé@o bastante instaveis, susceptiveis a rea¢cdes de anomerizacao
e hidrolise (GABIUS, 1998; LUBINEAU et al., 1995). Assim, logo que obtida, 6 foi

41




Resultados e discussao

transformada nas amidas e sulfonamidas por reacdo com os reagentes acilantes (anidrido
acético ou cloreto de benzoila) e sulfonilantes (cloreto de metanossulfonila, cloreto de
benzenossulfonila e cloreto de 4-metilbenzenossulfonila) apropriados (Figura 10). Todas
as reacoes de acilacado e sulfonilacdo foram realizadas em piridina, utilizada como base e
solvente, e sob resfriamento em banho de gelo e &gua. As reacBes evoluiram

rapidamente e a conclusdo das mesmas se deu no intervalo de 60 a 150 minutos.

OAc OAc

0
o NHSO,R
¢ OA

C

9:R=CH,
10: R= CGHS
11: R = 4-CHCgH,

i = Ac,0 ou BzCl, piridina; ii = CH 3SO,Cl, CgH5SO,Cl ou 4-CH 3CgH4SO,CI

Figura 10: Esquema de sintese das amidas 7 e 8 e das sulfonamidas 9, 10 e 11.

A elaboracdo das reacdes, por acidificacdo da mistura reagente, seguida de
extragcdo com solvente organico, forneceu os produtos desejados. As amidas 7 e 8 e a
sulfonamida 11 foram obtidas na forma solida, com rendimentos de 80, 88 e 69%,
respectivamente, e com pureza suficiente para serem empregadas na proxima etapa,
conforme pdde-se notar pelas suas faixas de fusdo estreitas. As sulfonamidas 9 e 10
foram purificadas por recristalizacdo em isopropanol e em agua, respectivamente, o que
levou aos produtos puros com 73 e 78% de rendimento.

A formacéo das amidas 7 e 8 foi confirmada pela comparacdo dos resultados de
suas andlises de RMN, IV e determinacdo de faixa de fusdo com aqueles anteriormente
relatados (FRUSH, 1951; KOVACS, 2001).

A confirmacdo das estruturas quimicas das sulfonamidas inéditas 9-11 foi
estabelecida mediante andlise de seus espectros de RMN de 'H, de *C e no infraver-
melho.

Nos espectros no infravermelho de 7 e 8 foram observadas bandas de deformacéo
axial de C=0 de amida em 1666 e 1677 cm™, respectivamente. As bandas de deformacao
axial simétrica e assimétrica de grupo SO, de sulfonamida (a cerca de 1330 e 1150 cm™,
respectivamente) puderam ser evidenciadas nos espectros dos produtos 9-11.

Nos espectros de RMN de 'H destas substancias pdde-se perceber dupletos com
valores de constante de acoplamento de 8,8 a 9,8 Hz, referentes ao acoplamento do

hidrogénio de N-H com o hidrogénio anomérico em configuracdo a. Os hidrogénios metili-
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cos das agliconas foram observados como simpletos em J 2,15 (amida 7), J 2,95
(sulfonamida 9) e 0 2,41 (sulfonamida 11). Os sinais dos hidrogénios aromaticos da
sulfonamida 11 puderam ser observados como dois dupletos centrados em 07,76 e 7,28 .
Para a amida 8 e sulfonamida 10 os sinais relativos aos hidrogénios aromaticos 2’ e 6’
foram observados como um dupleto (amida 8: 87,78 ; sulfonamida 10: 67,89 ) e, relativo
aos hidrogénios 3’, 4’ e 5’, um multipleto no intervalo de 67,58-7,41 (amida 8) e 07,58-
7,46 (sulfonamida 10).

Nos espectros de RMN de '*C foram observados sinais relativos aos carbonos
carbonilicos de amida em 0 169,80 e 167,19 para os derivados 7 e 8, respectivamente.
Nos espectros das sulfonamidas 9 e 11 notaram-se sinais relativos aos grupos metilicos
do grupo metanossulfonamido e p-toluenossulfonamido, respectivamente, em 0 42,8 e
21,6.

Para a remocao dos grupos acetila do derivado azido e das amidas e sulfonamidas,
a fim de se obter os produtos 5 e 12-16, respectivamente, empregou-se o metodo de
Zemplén (CONCHIE et al., 1957; ROY; KIM, 2003). Este consiste na transesterificacdo
dos grupamentos éster do anel piranosidico com metéxido de s6dio em metanol anidro
(Figura 11). Essa reacao de desprotecédo é realizada sob condicdes amenas e fornece os

produtos desacetilados com elevado teor de pureza e altos rendimentos, quase sempre

guantitativos.
OAc OAc
0] MeONa
NHCOR ——» 7e12:R=CH,
AcO OAn MeOH, 0T 8e13:R=CgHs
7e8
OAc OAc
@)
NHSO,R MeONa 9e 14 :R=CHs;
AcO S — 10 e 15:R= CgHg
o 10 lOlAC MeOH, 0 © 11 e 16: R = 4-CHyCeH,
s e

Figura 11: Esquema de sintese de 12-16 pelo método de Zemplén.

Outros métodos que poderiam ser utilizados nesta reacao classica de desprotecao
sdo o0 uso de resina de troca anidnica, amdnia ou cianeto de potassio em metanol
(CONCHIE et al., 1957; HERZIG et al. 1986), mistura de guanidina e nitrato de guanidinio
em metanol (ELLERVIK, MAGNUSSON, 1997) e uma mistura de trietilamina, metanol e
agua (LEMIEUX et al., 1975). No caso de substratos sensiveis a meio basico, opta-se por
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solucdo metandlica de 4&cido cloridrico ou &cido tetrafluorobérico em metanol
(VEKEMANS et al., 1987).

Utilizando-se a metodologia de Zemplén, as reacdes ocorreram em curto intervalo
de tempo (entre 30 e 90 minutos) e com rendimentos elevados (12: 98%; 13: 95%; 14:
87%; 15: 92% e 16: 91%). Os produtos foram isolados apds neutralizacdo da mistura
reagente com resina de troca catidbnica IRA-120 e eliminagcdo do solvente a pressao
reduzida. Os produtos resultantes foram anali-sados por RMN de H e *3C e
espectrometria no infravermelho, além de comparacdo dos valores de faixa de fuséo e
[a]o com aqueles ja descritos na literatura (FRUSH, 1951; PRIYA, 1999; KOVACS, 2001).
Em todos os casos, foram obtidos os derivados desejados.

Nos espectros no IV de 12-16 ndo foram notadas bandas referentes a grupo
carbonila de éster. Além disso, em todos eles, observaram-se bandas largas de
deformacéao axial de grupos hidroxila em ligacédo de hidrogénio. Nos espectros de RMN de
'H destes produtos (Figuras 62, 64 e 66) ndo foram constatados sinais relativos aos
hidrogénios metilicos dos grupos acetila protetores. A mesma evidéncia de sucesso nas
reacdes pode ser notada nos espectros de RMN de **C, nos quais ndo se notaram sinais

dos carbonos carbonilicos e metilicos destes ésteres (Figuras 63, 65 e 67).
3.1.2 Sintese dos [B-D-galactopiranosideos de arila

Inicialmente, foram sintetizados os intermediarios 17 a 22. Para tanto, diferentes

fendis foram submetidos a reacdes de glicosilagdo com o intermediario 3 (Figura 12).

OAC OAC OAC OAC R

0 O

fenol correspondente 0
- = AcO
AcO LiOH, H,0, acetona AcO
ACO B t.a.
3 ' 17-22 R

17 R=H R’'= CHO
18 R=H R’ = CO2CH3
19 R = OCHs R’'= CHO
20 R=H R’ = NO2
21 R =NO2 R’ = CO2CH3
22 R=H R’ = NHCOCHjs;

Figura 12: Esquema de sintese dos galactosideos 17-22.
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O método de glicosilacdo empregado neste trabalho foi uma adaptacdo do método
descrito por Michael em 1879 e citado por outros autores (e.g., FISCHER; MECHEL,
1916; CONCHIE et al., 1957; JACOBSON, 2006). Na reacao original a ligagéo glicosidica
era formada pelo acoplamento do cloreto de glicosila peracetilado ao fenoxido de
potassio, formado pela dissolu¢cdo do fenol em meio aquoso alcalino, conforme mostrado

na figura a sequir:

Figura 13: Formacao de glicosideos por reacao de fenéxido de potassio com cloreto
de glicosila (MICHAEL, 1879).

Posteriormente, este método foi estendido também para agliconas alcodlicas, pelo
emprego de brometo de glicosila, alcoois e carbonato de prata. Este método particular
passou a ser denominado glicosilacdo de Koenigs-Knorr, em referéncia aos seus
criadores (IGARASHI, 1977). Nestas reacdes descritas, que ocorrem em meio alcalino, as
ligacdes glicosidicas sdo formadas via mecanismo Sy2.

Além destes métodos, outros estdo bastante difundidos nos dias atuais. Entre eles
citam-se: reacdo com acetatos de glicosila ativados por acidos de Lewis ou de Brénsted
(PONTICELLI et al., 2001), emprego de tricloroacetimidatos de glicosila (SCHMIDT,
KINZY, 1994), reacdo com glicais oxidados (DUSHIN, DANISHEFSKY, 1992) e o
emprego de reacOes de biotransformacéo (REISS et al., 1999; KAMINAGA et al., 2004),
além de outros.

Rendimentos variaveis séo relatados para os diversos métodos de glicosilacéo.
Dentre os diversos problemas especificos associados a glicosilacdo de fendis e que
podem ser responsaveis pelos baixos rendimentos relatados com este método, podem ser
citados (DESS, 1981; JACOBSON, 2006): a) o efeito elétron-atraente do anel aromatico, o
gue reduz a nucleofilia da aglicona; b) o fato de os fendis serem nucleéfilos bidentados, o
gue pode levar ao surgimento de produtos oriundos de C-glicosilacdo, em especial no
caso de uso de meio acido e c¢) o bloqueio estérico de grupos substituintes presentes no
composto fendlico.

Em geral, o uso de haletos de glicosila como doadores do grupo sacaridico fornece

rendimentos menores que 60%. Apesar deste problema, a insisténcia em se utilizar o
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método descrito se baseia em sua simplicidade de execucdo e uso de reagentes
facilmente acessiveis. Estes haletos sdo prontamente sintetizados a partir dos compostos
peracetilados e sao importantes em reacdes de glicosilacdo sob condi¢cdes alcalinas e em
gue se empregam fenadis deficientes em elétrons (JACOBSON, 2006).

As reac0es de glicosilagao ocorreram em curto espacgo de tempo, em geral de 30 a
60 minutos. Os rendimentos obtidos para os produtos protegidos puros foram, em geral,
baixos: 17 (29%), 18 (42%), 19 (25%), 20 (42%), 21 (37%) e 22 (32%). No método
utilizado, foram observados por CCD diversos subprodutos mais polares que o0s
galactosideos. Sugere-se que eles sejam formados por degradacdo do brometo de
galactosila, instdvel no meio de reacdo. Por outro lado, os subprodutos poderiam ser
oriundos de reacdes de desacetilagbes parciais do produto formado no meio aquoso e
fortemente basico.

Os intermediarios 17-19 e 22 foram obtidos diretamente na forma de solidos
cristalinos puros. Entretanto, 20 e 21, os galactosideos nitrados, necessitaram de
recristaliza-¢cdo. Os produtos foram caracterizados mediante suas faixas de fuséo, [a]p e
dados de analises espectrométricas.

Nos espectros de RMN de *H dos galactosideos 19 e 22 foram nitidos os dupletos
referentes a H-1 em aproximadamente 05,0 com constantes de acoplamento de cerca de
8,0 Hz, caracteristicos de anémero (3. Além disso, puderam ser observados nos espectros
de RMN de 'H referentes a 17, 18, 20 e 22 dois dupletos relativos a hidrogénios de
sistemas aromaticos 1,4-dissubstituido com valores médios de constante de acoplamento
de 8,5 Hz, o0 que evidenciou a presenca dessa aglicona.

Na Figura 14 esta representado, como exemplo, o espectro de um destes
intermediarios. Nos espectros de RMN de **C desses mesmos produtos pdde-se notar os

sinais relativos a carbonos aroméaticos situados no intervalo de 169-116 .
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Figura 14: Espectro de RMN de 'H do galactosideo 18 (200 MHz, CDCly).

Os intermediarios 19 e 21, com anéis aromaticos 1,2,4-trissubstituidos, tiveram
suas identidades confirmadas pelo sistema tipico de acoplamento em espectros de RMN
de 'H, nos quais se percebem trés sinais em deslocamentos quimicos diferentes para
cada tipo de hidrogénio do anel. Isto foi evidenciado no espectro do produto 21, mostrado
na Figura 15, em que se p6de notar um dupleto em 68,4 com constante de acoplamento
de 1,9 Hz, referente ao acoplamento de H-3' com H-5, um dupleto duplo em ¢ 8,19
originado do acoplamento de H-5' com H-6" e com H-3’, com constantes de 8,0 e 1,9 Hz,
respectivamente. Em 07,4 , na forma de um dupleto de constante de acoplamento 8,0 Hz,

observou-se o sinal relativo a H-6’ em acoplamento com H-5'.
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Figura 15: Espectro de RMN de 'H do galactosideo 21 (200 MHz, CDCl).

Além dos sinais referentes aos hidrogénios e carbonos dos anéis aromaticos, péde-
se notar, ainda, sinais referentes aos grupos substituintes particulares de cada anel. Nos
espectros de 17 e 19 observaram-se simpletos em cerca de 99,8 relativos ao hidrogénio
do grupo formila. Os sinais relativos aos hidrogénios do éster metilico de 18 e 21 e do
grupo metoxila de 19 puderam ser observados, nesta ordem, em 63,90, 3,95 e 3,86 . A
presenca de tais grupos também foi evidente ao se analisar 0s espectros no
infravermelho, nos quais notaram-se bandas de deformacédo axial de carbonila de éster
(1715 cm™, derivado 18), de aldeido (1693 cm™, derivado 17), de amida (1668 cm™,
derivado 22) e de deformagdo axial assimétrica e simétrica de grupo nitro,
respectivamente, a 1591 e 1345 cm™ (derivado 20).

As etapas seguintes, mostradas na Figura 16, consistiram na reducdo dos grupos
nitro dos galactosideos 20 e 21 para obtencdo das aminas 23 e 24 e suas conversfes na

amida 37 e sulfonamidas 36 e 38.
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OA 20 R=H R’ = NO;
C
OACO R 21 R=NO, R’ = CO,CHs
0. 23/34 R =NH, R’ = CO,CH3;
AcO _ o
ACO 24/35 R=H R’ = NH,
20e21 R' 25/36 R=H R’ = NHSO,CHj3
i 26/37 R=NHCOCH; R’=CO,CH;
27/38 R =NHSO,CH; R’= CO,CH;
OAc OAc
o R OH OH
R
o o
1]
AcO o, \%o
AcO HO
, OH
23e24 R 34e35 ,
R
l i
OAc _OAc
o R
0. iii
AcO
AcO
25,26 e 27 R

i) Pd-C, Hz, THF, t.a.; ii) CH3SOCl, piridina, 0 °C (25 e 27) ou Ac;0, piridina, 0 °C (26); iii) MeONa, MeOH, 0 °C.

Figura 16: Esquema de sintese dos galactosideos 34-38.

Existem diversos métodos para a reducao de nitrocompostos aromaticos. Utilizam-
se desde condi¢cdes que empregam acidos ou bases inorganicas fortes e metais, como
ferro, estanho e zinco, em aquecimento sob refluxo (HOUSE, 1972), até reagcbes que se
processam de forma mais branda, como: emprego de boridreto de sédio associado a
cloreto de cobalto, sulfato de cobre ou sulfato de aménio (GRIBBLE, 1998; PERIASAMY,
2000); reducéo em presenca de samario e metanol com quantidades cataliticas de iodo
(BANIK et al., 1998); reducdo com cloreto de amonio e aluminio metélico sob ultrassom
(NAGARAJA; PASHA, 1999); emprego de cloreto estanoso em etanol sob refluxo
(BELLAMY, 1984) etc. A escolha dos reagentes redutores é feita, em geral, com base na
coexisténcia ou ndo de outros grupos na substancia sensiveis a esses reagentes e
também para evitar impurezas no produto final.

Neste trabalho, empregou-se a hidrogenacéo catalitica como método de reducéao,
ja que nédo interfere com outros grupos funcionais presentes nos galactosideos.
Entretanto, as reacdes de reducdo ndo foram eficientes em todos os casos, quando se
levaram em conta o tempo gasto para seu término e a pureza observada para os
produtos. Na reducdo dos dois galactosideos nitrados, depois de constatado o término
das reacOes, o catalisador foi separado por filtragdo e o solvente eliminado sob ar

comprimido, a frio.
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Em ambos os casos foram obtidos produtos na forma de 6leo amarelado com
rendimentos de 56 e 26% para 23 e 24, respectivamente. Quando nao usados
prontamente nas reacdes seguintes, estes produtos levavam rapidamente a produtos de
degradacéo, percebidos por mudanca da coloracao e perfil em CCD, o que € comum para

aminas aromaticas.

Pequenas quantidades dessas aminas foram purificadas por cristalizagdo com éter
etilico (23) ou por CCS (24) para caracterizar as substancias pelo valor de [a]p, dados de
espectrometria no infravermelho (24) e por RMN de 'H e *C e espectrometria no
infravermelho (23, Figuras 65 e 66). Uma vez que as amidas e sulfonamidas sdo mais
estaveis que as aminas de origem, os derivados 25, 26 e 27 foram sintetizados a partir do
produto bruto da reducdo, sem purificacdo prévia dos mesmos, por reagcdo com 0S

agentes acilantes ou sulfonilantes apropriados (Figura 17).

OAc OAc OAc OAc
%igi:QSEL/ I § ]
o) o) B o
AcO Pd-C,H2  acO 23: 2 = EHI%" R I\IHcoocHg
AcO AcO ‘R=H,R"=NH;3
R’ R’

20:R=H,R'=NO,

21: R =NO,, R' = COOCHj Ac 70 ou CH3S0.Cl,

piridina, 0 C

OAc OAc

o R
) 25: R = H, R'= NHSO,CH,
AcO 26: R = NHCOCHg, R' = COOCHj4
AcO
R

27: R = NHSO,CHgH, R' = COOCHj

Figura 17: Esquema de sintese da amida 26 e das sulfonamidas 25 e 27.

As reacOes ocorreram num intervalo de 120-190 minutos e apresentaram, em
geral, produtos com bons rendimentos: 25 (59%), 26 (71%) e 27 (71%).
Na Figura 18 esta mostrado o espectro de RMN de *H de um destes produtos, a

sulfonamida 27.

50




Resultados e discussao

)2

o—2.09974
9

/F’8.23133
8.19205
7.83652
7.82720

——7.30585
7.14787
7.10492
7.03975
551145
5. 49515
§.47470
5.46128
5.42235
5 23569
5.21953

7
34
42439
4.,20088
415086
T3.90515
—3.06510
-2.21120
2.17333
2.0785
\-2.03990
0.00005

ya
N\
N
I}
k;
e
N
g—g 131
A

COOCH, SO,CH,

4x OCOCH,

H do anel piranosidico

Z
v ,// ///

T A Y ) U B A
Ab Y

W o |
Figura 18: Espectro de RMN de 'H do derivado 27 (200 MHz, CDCly).

H-6" e N-H

4.548

Nos espectros de RMN de *H de todos estes derivados pode-se notar os simpletos
relativos aos hidrogénio do grupo N-H a 66,97, 7,87 e 7,03, respectivamente para 25, 26
e 27. No espectro de RMN de *3C, relativo ao derivado acetamidico 26, pode-se observar
um sinal relativo a carbonila de amida em ¢168,97 , além do carbono metilico em
052,23. Os sinais referentes aos carbonos metilicos das sulfonamidas 25 e 27 puderam
ser notados em 039,1 e 39,8 , respectivamente. Nos espectros no infravermelho destas
mesmas substancias observaram-se, ainda, duas bandas a cerca de 1360 e 1150 cm™,
caracteristicas de deformacfes axiais do grupo SO, de sulfonamidas. Para a acetamida
26 notou-se banda a 1685 cm™ relativa & carbonila de amida.

Uma vez obtidos os derivados 17-27, procedeu-se as reacoes de transesterificacdo
dos mesmos com metoxido de sodio, como descrito anteriormente, a fim de se obter os
galactosideos desprotegidos 28-38. Estes produtos foram obtidos, em sua maioria, na
forma cristalina e pura, exceto os produtos 33 e 36, que foram purificados por
recristalizagcdo em metanol e isopropanol, respectivamente. Na Tabela 4 estdo mostrados

os rendimentos obtidos nas reacdes de preparacao destes derivados.
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Tabela 4: Rendimentos das reacdes de transesterificacdo para obtencao dos derivados 28-38.
Derivado 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
Rendimento (%) 91 89 91 94 82 95 73 90 92 99 83

A remocdo dos grupos acetila foi confirmada por anédlise dos espectros de RMN de
'H e de '¥C e infravermelho destes produtos. Nos espectros no infravermelho
observaram-se bandas largas caracteristicas da deformacao axial de O-H entre 3500 e
3200 cm™. Além disso, ndo se observaram bandas de carbonila de éster alifatico. O
mesmo pode ser notado nos espectros de RMN de *°C e de 'H, pois em contraste com os
espectros dos galactosideos precursores, ndo ha sinais relativos aos carbonos dos
grupos acetila e dos hidrogénios metilicos (Figuras 70-89). Na figura a seguir, como

exemplo, € mostrado o espectro de RMN de *H da amida desprotegida 37.

9. 14650
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Figura 19: Espectro de RMN de 'H do derivado 37 (200 MHz, DMSO-dg).

O galactosideo 29, derivado do 4-hidroxibenzoato de metila, foi submetido a reacao

de hidrdlise (Figura 20), a fim de se obter o acido carboxilico correspondente 39.
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OH OH

(0]
Ho&/o 1) LiOH, H,0, MeOH, t.a.
OH
29

2) resinaH "

COOCH;

Figura 20: Reacdo de hidrolise de 29.

Assim, 29 foi submetido a hidrolise com hidroxido de litio em mistura de metanol e
agua. A reacdo ocorreu a temperatura ambiente e em 60 minutos todo o material de
partida foi consumido, como observado por CCD, levando a formacdo de um unico
produto (39), bem mais polar que 29. O tratamento da mistura reagente com resina de
troca catidnica teve a finalidade de abaixar o valor de pH do meio para cerca de 3, a fim
de evitar o isolamento do sal de litio correspondente.

O produto 39 foi obtido na forma de um sdlido cristalino branco, com rendimento de
70 %, e foi caracterizado por anélises de RMN de 'H e de *3C. O sucesso da reacéo podde
ser evidenciado por andlise dos espectros de RMN de 'H e de *C de 39, uma vez que
nao se observou o simpleto referente aos atomos de hidrogénio do grupo metoxila do
éster (RMN de 'H, Figura 74), ou o sinal relativo ao carbono do mesmo grupo funcional
(espectro de RMN de *C, Figura 75).

3.1.3 Sintese de aminas por aminacao redutiva de 17

Para a obtencao dos produtos 44-47, seguiu-se o esquema de sintese mostrado na

Figura 21:

40/44 R = CHCeHs
41/45 R = CHy(CH,),CHs
42/46 R = CHy(CH,)sCHs
43/47 R = CH(CHs3),

i) amina correspondente, NaBH3CN, CHsOH, HCI (pH 6), t. a.; i) MeONa, MeOH, 0 °C.

Figura 21: Esquema de sintese das aminas 44-47.
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Utilizou-se o galactosideo 17 como material de partida e as aminas benzilamina, n-
butilamina, n-hexilamina e isopropilamina. O método empregado de inicio foi a aminacao
redutiva, no qual uma substancia carbonilica é convertida em uma amina por reacao com
amébnia ou a amina apropriada na presenca de um agente redutor (LANE, 1975;
MIRIYALA et al., 2004).

As reacdes de aminacgao redutiva sao divididas em reacbes diretas ou indiretas.
Nas reacOes diretas, a substancia carbonilica, a amina e o agente redutor sao
adicionados ao mesmo tempo no frasco de reacdo. J4 nas reacOes indiretas,
primeiramente é formada a imina, por reagdo da amina com o composto carbonilico e a
reducdo é efetuada em etapa subsequente (SPRING, 1940; LAYER, 1963; CROUCH et
al., 1998). Quando a amina utilizada é primaria, a imina formada é denominada base de
Schiff. Uma proposta simplificada do mecanismo de formacdo de iminas esta

representada na figura a seguir:

Co /_\ (O/H Ho  ROR
NI ASi N
« + H0 N

1 SR R

Figura 22: Mecanismo proposto de formacao de iminas.

De uma forma ou de outra, os métodos de reducdo mais empregados sdo a
hidrogenacéo catalitica ou o uso de hidretos, em especial o cianoboridreto de sodio.
Dentre esses dois métodos, prefere-se o uso de cianoboridreto de s6dio como redutor ao
uso da hidrogenacao catalitica, pois esta ultima é um método de reducdo nao seletivo,
podendo afetar outros grupos presentes na molécula, e.g., grupos nitro, nitrila, azido,
alquenos e alquinos.

O cianoboridreto de sddio € um redutor brando, e sua seletividade pode ser contro-
lada por modificacdo do pH do meio de reacéo. E relatado que cetonas e aldeidos s&o
facilmente reduzidos por esse reagente desde que o pH do meio reagente seja mantido
na faixa de 3-4, intervalo em que ha quantidade ideal de ions hidrogénio no meio para a
catalise da reacdo sem ser prejudicial para a estabilidade do redutor. Entretanto, em
valores mais altos de pH, a reducdo de compostos carbonilicos € negligenciavel (LANE,
1975; CROUCH, 1998).

Na reacdo de aminacéo redutiva, um cation iminio, formado pela adicdo da amodnia

ou amina ao composto carbonilico, é a espécie reduzida pelo hidreto. Esse intermediario
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é formado facilmente na faixa de pH de 6-8, intervalo no qual a sua reducéo é preferencial
a reducdo do composto carbonilico de origem (Figura 23). Portanto, a manutencao do pH

da mistura reagente neste intervalo € importante para o sucesso da reacao.

R? 2 H
% ../R3 +HY - Ho RN @/R3 NaCNBHj 2 /R3
O=C\ + H—N /C:N\ ——> R —C—N\
\ + 1
Rl R, -H, + H,0O R R4 ||Q1 R4

Figura 23: Representagdo esquematica da reacéo de aminagéo redutiva.

As reagOes de aminagdo redutiva ocorreram com rendimentos variados,
dependendo da amina utilizada. Nas reacdes de sintese das aminas 42 e 43, os produtos
foram obtidos com bons rendimentos e sem necessidade de purificacdo (60 e 40%,
respectivamente). Entretanto, o derivado benzilaminico 40 necessitou de purificacdo em
CCS, devido a existéncia de varios subprodutos observados por CCD. Isto levou a
obtencao do produto com rendimento baixo, em torno de 20%. O derivado sintetizado com
a butilamina (41) foi isolado por solidificacdo com éter de petroleo e acetona, e obteve-se
um rendimento também muito baixo (5%).

Varias repeticbes das sinteses de 40 e 41 foram realizadas. No intuito de se
otimizar essas reacfes e evitar o surgimento de produtos de degradacdo, foram
realizadas tentativas nas quais empregou-se peneira molecular para acelerar a etapa de
desidratacdo que conduz a imina ou a protec¢do contra a luz da mistura reagente, uma vez
gue as aminas podem ser fotossensiveis. Em nenhum dos casos obteve-se sucesso no
sentido de diminuir a formacdo de subprodutos ou aumentar os rendimentos.

Mesmo assim, houve formacédo de quantidades suficientes dos produtos para a
caracterizacdo por métodos espectrométricos. Além da presenca de sinais caracteristicos
de cada cadeia lateral inserida, ndo se observaram, nos espectros de RMN de *H e de **C
e no infravermelho, sinais relativos ao grupo formila do galactosideo usado como material
de partida.

No espectro de RMN de *H de 40 pdde-se observar um multipleto no intervalo de J
7,34-7,26, relativo aos hidrogénios aromaticos H-3' e H-5’ do anel aromatico do material
de partida e H-10’ - H-14’ do anel benzilico introduzido com a reacéo. Os hidrogénios H-2’
e H-6’, do primeiro anel, puderam ser notados como um dupleto centrado em 96,96, com
constante de acoplamento de 8,32 Hz. Em 03,79 e 3,76 observaram-se os simpletos dos

grupos metilénicos benzilicos. No espectro de RMN de '*C da mesma substancia ha
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sinais relativos aos atomos de carbono do novo anel aromatico no intervalo de J128,45-
127,11 e sinais do grupos metilénicos C-7’ e C-8 em 052,88 e 52,23, respectivamente.

A formacéo do derivado 41 pbde ser confirmada pela analise de seu espectro de
RMN de *H, mostrado na Figura 24, a titulo de exemplo de um intermediario protegido
dessa classe. Observou-se um quinteto em 901,61 relativo aos hidrogénios H-9° em
acoplamento com os grupos metilénicos vizinhos H-8' e H-10'. Além desse sinal, puderam
ser notados um sexteto em 0 1,30, relativo aos hidrogénios H-10" em acoplamento com
H-9' e H-11' e um tripleto centrado em ¢ 0,86, relativo aos hidrogénios H-11' em
acoplamento com os hidrogénios metilénicos de H-10". O sinal largo em 09,36, com valor
de integral correspondente a dois hidrogénios, foi atribuido aos hidrogénios do grupo
amino protonado, o que levou a conclusédo que o produto 41 foi isolado na forma de sal
cloridrato. No espectro de RMN de **C dessa substancia pdde-se observar o conjunto de

sinais relativos a cadeia butilica no intervalo de 45,90-27,32 e 519,41-13,53.
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Figura 24: Espectro de RMN de 'H do derivado 41 (200 MHz, DMSO-dg).

Ao se analisar o espectro de RMN de 'H de 42 puderam ser notados sinais
cadeia lateral deste produto. Em 0 2,76-2,72, 6 1,87-1,79 e 9 1,34-1,22 ,

observaram-se multipletos referentes aos hidrogénios metilénicos H-8', H-9’ e ao conjunto

referentes a

H-10’, H-11' e H-12'. O sinal de H-13’ foi observado como um tripleto centrado em 90,84 ,

56




Resultados e discussao

com constante de acoplamento 6,8 Hz, referente ao acoplamento deste hidrogénio com
os dois hidrogénios H-12". No espectro de RMN de **C os carbonos da cadeia hexilica
foram observados no intervalo de 949,6-22,3 (C-8 a C-12’, respectivamente) e em 013,8
(C-13’). A formacédo do derivado com isopropilamina (43) foi evidenciada pela presenca,
no espectro de RMN de 'H, de um simpleto em J 3,75 referente aos hidrogénios
benzilicos H-77 e de um dupleto, referente aos seis hidrogénios metilicos do grupo
isopropila, de constante de acoplamento 6,2 Hz, centrado em d1,11. No espectro de RMN
de *C notaram-se sinais em §50,5 referentes ao carbono benzilico, C-7’, e aos carbonos
do grupo isopropilaem 648,1 (C-8) e 022,5 (C-9).

Os produtos 40, 42 e 43 foram submetidos, em seguida, a reacado de desprotecao
pelo método de Zemplén. O produto 41 nao foi desacetilado devido a pequena quantidade
de material disponivel para realizar essa reagéo. As reagfes de desprotecdo levaram aos
produtos desacetilados 44, 46 e 47, com rendimentos de 33, 46 e 80%, respectivamente.

Nos espectros no infravermelho destas substancias notaram-se bandas largas
relativas a deformacéo axial de grupo hidroxila e ndo mais se observaram as bandas
referentes ao estiramento de carbonila de éster. Nos espectros de RMN de 'H (Figuras
93, 98 e 107) e de *C (Figuras 94, 99, 103 e 106) destas substancias ndo foram obser-
vados sinais relativos ao grupo acetila. Na figura a seguir esta representado, como exem-

plo, o espectro de RMN de *H da amina desprotegida 46.

H-3'e H-5 ||

Figura 25: Espectro de RMN de 'H do derivado 46 (400 MHz, CD30D).
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Em vista das dificuldades encontradas na sintese e isolamento das aminas 40 e 41
e da necessidade de se disponibilizar quantidades suficientes dos produtos desacetilados
44 e 45 para a execucao dos testes biologicos, optou-se pela tentativa de prepara-los por

meio da sintese e posterior reducao de iminas, conforme mostrado na Figura 26.

AcO _OAc
o
Aco\g@/ —_
OAC
0
17

48/44 R = CH2C¢Hs

49/45 R = CHz(CHz)zCH3
50/46 R = CHz(CH2)4CH3

51/47 R = CH(CHa)2

i) amina correspondente, MeOH, Na,SO4 anidro; t.a.; ii) Pd-C/H,, MeOH, t.a. ou NaBH4, EtOH, 0 C, seguido de refluxo.

Figura 26: Esquema de sintese de 44-47 via iminas 48-51.

A titulo de comparacdo entre os métodos, os produtos hexilaminico 46 e
isopropilaminico 47 também foram preparados por este método indireto.

Séo relatados diversos procedimentos experimentais para a obtencao de bases de
Schiff, desde os mais tradicionais que empregam a agitacdo do composto carbonilico e
amina em solvente aprotico a temperatura ambiente ou com aquecimento sob refluxo em
etanol (LAYER, 1963; GAO, ZHENG, 2003) até métodos mais modernos, como o uso de
irradiacéo por microondas (VARMA et al., 1997) ou ultrassom (GUZEN et al., 2007).

Como comentado anteriormente (p. 54), o primeiro passo da reacdo de sintese de
imina consiste na adicdo nucleofilica da amina (ou amonia) ao composto carbonilico. Na
etapa seguinte ocorre eliminacdo de agua e formacdo da ligacdo C=N, caracteristica
nessa classe. A formacdo do aminoalcool, etapa prévia a desidratacdo, € fundamental
para a formacdo do produto e pode ocorrer por um mecanismo de migracao
intramolecular de hidrogénio ou pelo uso de catalise acida, que acelera essa etapa da
reacdo (LAYER, 1963). Todavia, o pH do meio reagente deve ser mantido, em geral, na
faixa de 5-8 aproximadamente, sob o risco de a grande quantidade de ions hidrogénio
existentes em pH menor que quatro levar a protonacao e diminuicdo da concentracédo do
nucleofilo da amina (ou amoénia). Por outro lado, valores elevados de pH néo facilitariam a
eliminacdo de agua para formacdo da imina, devido a deficiéncia de ions hidrogénio

(CROUCH, 1998). Outra forma de deslocar o equilibrio da reacéo para a formacgédo das

58



Resultados e discussao

iminas é por retirada da agua formada no meio por algum processo (SPRING, 1940;
LAYER, 1963). Um método usualmente empregado é a remocdo da agua na forma de
azeobtropo com to-lueno, solvente da reacdo nesses casos, por meio do aparelho Dean-
Stark. Neste traba-lho, optou-se por usar sulfato de sédio anidro como agente
desidratante (JARRAHPOUR et al., 2004), que € removido do meio por filtracdo simples
ao final da reagéo.

Os derivados 48, 49, 50 e 51 foram obtidos com rendimentos de 71, 36, 67 e 66%,
respectivamente, na forma de sélidos cristalinos apds filtracao, eliminacdo do solvente em
evaporador rotatério, solidificacdo com éter etilico e recristalizagdo em isopropanol,
exceto pelo derivado isopropilaminico, recristalizado em metanol. Pela analise dos
espectros de RMN de *H (Figuras 90, 100 e 104) e *3C (Figuras 91, 96, 101 e 104) e no
infravermelho também se pbéde perceber que durante as reacdes de formacao das iminas
ocorreu a desacetilacdo integral desses derivados. N&o foram observados sinais de
hidrogénios ou carbonos de grupo acetila caracteristicos nos espectros em questao.
Possivelmente, o fato ocorreu por transesterificacdo destes grupos protetores pelo
metanol usado como solvente, com catalise pela amina usada na reacdo. De fato, sédo
conhecidos métodos de transesterificacdo utilizando-se &lcoois e aminas (OTERA, 1993).
Isto ndo representou problema, pois reduziu uma etapa de reacdo que seria a
desacetilacdo pelo método de Zemplén. Na Figura 27 é mostrado o espectro de RMN de
'H da base de Schiff 49.

7.08852

|
704809

768203
TTN7.54100

H-8'+OH+H-1 a H-6

H-10'

2.0907

1779
~
9,330
543
2 1608
31333

1.0414

o

Figura 27: Espectro de RMN de 'H da base de Schiff 49 (200 MHz, DMSO-dg).

59



Resultados e discussao

Observaram-se sinais condizentes com as estruturas esperadas para todas as
iminas, em especial os simpletos em 9 8,41(48), 8,24 (50) e 8,27 (51), correspondentes
aos hidrogénios iminicos H-7' das bases de Schiff. Nos espectros no infravermelho
destas substancias, puderam ser observadas bandas relativas a deformacéo axial de
grupo C=N em 1645 (48),1644 (49), 1640 (50) e 1637 cm™ (51) e nitidamente n&o ha
banda tipica de carbonila de aldeido, como esperado.

As bandas em 746 e 698 cm™ no espectro no infravermelho de 48 s&o
caracteristicos de anel benzénico monossubstituido. Isto foi confirmado pela observacéo,
no espectro de RMN de 'H (Figura 90) de 48, de sinais no intervalo de J 7,32-7,24,
relacionados aos cinco hidrogénios do anel benzénico monossubstituido.

Os sinais referentes aos hidrogénios H-9', H-10' e H-11’, relativos a imina 49,
puderam ser vistos no seu espectro de RMN de *H (Figura 27) um quinteto em ¢1,55, um
sexteto em 01,32 e um tripleto em 90,89, respectivamente. Quanto as iminas 50 e 51,
pode-se observar em seus espectros de RMN de *H e de *C o mesmo padréo de sinais
relatados para suas cadeias laterais nas respectivas aminas obtidas anteriormente por
aminagdao redutiva. Vale notar que, para todas as iminas, foi observado sinal referente ao
carbono azometinico entre 0157 e 161.

A etapa seguinte consistiu na reducéo das iminas as aminas correspondentes. Esta
conversao pode ser realizada empregando-se diferentes métodos de reducédo. Entre eles,
citam-se o0 uso de hidretos como LiAIH;, NaBH4  Bu,SnCIH (SHIBATA et al., 1998;
BEKIRCAN, 2006;), hidrogenacgédo catalitica com Pd-C ou Pt, associagdo de samario e
iodo (BANIK et al., 1999), zinco metalico em meio aquoso (TSUKINOKI et al., 1998), entre

outros.

O primeiro método utilizado para esse propdsito foi hidrogenacao catalitica com
paladio-carvao, tendo sido empregada a imina 48, derivada da benzilamina. Entretanto, o
produto isolado ndo foi a amina 44 e sim o produto de hidrogendlise 52, cuja estrutura é

mostrada na Figura 28.

0] 5 1)
HO Pd-C/H, O
HO.
OH o OH
_N MeOH NH;
48 52

Figura 28: Formacéao de 52 por hidrogendlise de 48.
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A estrutura de 52 foi confirmada com base em seus espectros de RMN de *H e de
13C (Figuras 110 e 111, respectivamente). No espectro de RMN de *H n&o se observam
0s sinais relativos aos hidrogénios do anel aromatico benzilico monossubstituido, apenas
os do anel 1,4-dissubstituido. O mesmo pode ser observado no espectro de RMN de *3C,
no qual ndo se observam sinais referentes aos carbonos do anel benzilico. Na regido
tipica de carbonos benzilicos pode-se notar apenas um sinal correspondente a carbono
dessa natureza em 044,7, e nao dois sinais, caso houvesse ocorrido apenas a reagao de
hidrogenacéo.

O projeto original também contemplava a sintese de 52, mas pela metodologia
direta de aminacéo redutiva com acetato de amonio e cianoboridreto de sodio. Para a
realizacdo dos testes biologicos o derivado 52 foi utilizado a partir desta reacdo de
hidrogendlise de 48.

Para evitar a reacdo de hidrogendlise, resolveu-se empregar o método de reducéo
com boridreto de sddio (BILLMAN; DIESING, 1957; ESTEVES-SOUZA, 2004). O NaBH,
foi 0 reagente usado na reducéo de todas as iminas, pois ele apresenta as vantagens de
ser menos reativo que outros hidretos e de nao exigir solventes anidros e aproticos para

ocorrer a reagéo.

Assim, a solucao de cada imina em etanol foi adicionado boridreto de sodio, com
resfriamento. Apos a adicdo de toda a quantidade de redutor e ao cessar a efervescéncia
observada, a mistura reagente foi levada a aguecimento sob refluxo. O material de partida
foi consumido totalmente em duas horas nessas condi¢cdes, tendo-se observado o
resultado por CCD, utilizando-se como revelador a ninidrina, empregada comumente na
deteccdo de aminas.

O problema encontrado com esse método foi no momento da purificagdo dos
produtos brutos. Apoés a destilacdo do solvente, o residuo solido obtido deveria passar por
um processo que eliminasse subprodutos inorganicos provenientes da oxidacdo do
boridreto de sédio. De inicio experimentou-se a particdo da mistura em acetato de etila e
agua, mas nao foram observados sequer vestigios dos produtos ao se eliminar o solvente
da fase organica, o que sugeriu que a alta polaridade do produto ndo permitia 0 emprego
desse meétodo de purificacdo. Todavia, a separacdo das aminas das impurezas foi
possivel por meio de CCS com acetato de etila e metanol a 20% como eluente.

Os produtos da reacgéo de reducgéo de 48, 50 e 51, obtidos com rendimentos de 46,

94 e 90%, respectivamente, foram caracterizados por suas faixas de fusdo, que estédo de
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acordo com aquelas encontradas para esses mesmos produtos obtidos anteriormente por
aminacgdao redutiva, seguida de desacetilacdo pelo método de Zemplén.

O derivado butilaminico 45 foi obtido com rendimento de 39% e foi caracterizado
por RMN de 'H e de *3C (Figuras 98 e 99, respectivamente). No espectro de RMN de *H
observaram-se os sinais relativos a cadeia lateral butilaminica, mas ndo se notou o sinal
relativo ao H-7’ do grupo HC=N, como esperado. J& no espectro de RMN de *3C pode-se
observar um sinal correspondente ao carbono benzilico C-7' a 51,9, regido propria de
carbono desta natureza. A auséncia de banda de grupo C=N no espectro no
infravermelho foi outra evidéncia da reducao das iminas.

Em termos comparativos, as reacbes de obtencdo das aminas pelo método
indireto, ou seja, via bases de Schiff, levaram a melhores rendimentos do que pelo
método direto, considerando-se duas etapas a partir do galactosideo 17 (44: 58 % contra
27 %; 46: 80 % contra 53 %; 47: 78 % contra 60 %).

3.1.4 Sintese de derivados de 29 por modificacbes e m C-6

Para a preparagdo dos produtos modificados na posicdo C-6 do anel piranosidico
de 29 foi proposto o esquema de sintese mostrado na Figura 29. O galactosideo 29 foi
escolhido como protétipo para essas modificagcdes em vista de ter se mostrado um dos
melhores inibidores da hemaglutinacao induzida por LEC (experimentos descritos adiante,
na secao 3.2), além de ser facilmente obtido, e com melhor rendimento em duas etapas, a
partir do brometo de galactosila 3.
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Figura 29: Rota de sintese proposta para obtengéo dos derivados de 29 modificados em C-6.

A primeira etapa da rota foi a tentativa de sintese do derivado iodado 58. A sintese
desta substéncia foi primeiramente idealizada por emprego do método descrito por
Garegg e Samuelsson (1980). Segundo estes autores, alcoois podem ser facilmente
convertidos em iodetos de alquila por reacdo com trifenilfosfina, iodo e imidazol, em
tolueno ou mistura deste com outros solventes, sob refluxo. O uso de imidazol torna o
aduto formado por trifenilfosfina e iodo mais solavel no meio de reacédo, o que faz com

gue a mesma se processe de forma mais conveniente. Na Figura 30 esta representado o

mecanismo proposto para essa reagao.
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Figura 30: Mecanismo proposto, segundo para a reacao de substituicdo de hidroxila por iodo na sintese de

58 pelo método de Garegg e Samuelsson.

O galactosideo desprotegido 29 foi submetido a reacdo nas condi¢cdes descritas na
Figura 29, com o objetivo de substituicdo da hidroxila de C-6 por iodo. Apds quatro horas
de aquecimento sob refluxo, foi detectado o consumo de todo o material de partida e a
formacdo de um produto de maior Rf que aquele do galactosideo de origem. Apés a
elaboracao da reacéao, foi obtido produto bruto contaminado com oxido de trifenilfosfina e
outros subprodutos da reacédo. Esse material foi purificado por CCS, o que levou a um
produto (53) que néo era o derivado iodado esperado, com rendimento de 35%.

N&o foi observado, no espectro de RMN de *C de 53 (Figura 112), sinal de
carbono metilénico C-6 ligado a atomo de iodo, cujo valor de deslocamento quimico, bem
préximo do TMS, é tipico, devido ao efeito do atomo pesado.

As atribuicbes de H-2 a H-6 foram feitas com auxilio dos mapas de contorno COSY
e HMQC (Figuras 32 e 33, respectivamente). Pode-se detectar, por essas analises, a
existéncia de apenas duas hidroxilas livres, uma em C-2, outra em C-4. Nao se observa
acoplamento detectavel entre H-1 e H-2.

Com base nas anélises dos espectros de RMN de *H (Figura 112), de **C (Figura
113) e dos mapas de contornos sugeriu-se a formacado do produto 3,6-anidro com a

estrutura mostrada a segquir.

64




65

Resultados e discussao

OCHj3

O

HO.

OH

Figura 31: Estrutura proposta para o produto 53.

Figura 32: Mapa de contornos COSY do produto 53 (400 MHz, DMSO-dg).
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Figura 33: Mapa de contornos HSQC do produto 53 (400 MHz, DMSO-dg)..
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Figura 34: Mapa de contornos HMBC do produto 53 (400 MHz, DMSO-dg).
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Na Figura 34, em que € mostrado um detalhe expandido do mapa de contornos
HMBC de 53 com algumas correlacées 3J destacadas, pode-se verificar a existéncia de
correlacdo entre C-6 e H-3, além do reciproco C-3/H-6, o que comprova o perfil estrutural
sugerido para o produto 53.

Segundo Lewis e colaboradores (1963), a ocorréncia de formacgéo de derivados
3,6-anidro é bastante comum quando se lida com glicosideos desprotegidos portadores
de um bom grupo abandonador em C-6, em especial nas reacdes sob aquecimento e/ou
com meio alcalino. Na Figura 35 esta representado, como exemplo, a formacdo de um

derivado desse tipo a partir de um glicosideo tosilado na hidroxila de C-6.

TsO ¥)
OH _OTs N1.6H o)
(@] ~ -~
——= HO OCHz _NaOH _ 1HO OCHs3
HO
OH EtOH, H,0
OCH; OH OH

Figura 35: Mecanismo de formag¢é&o do derivado 3,6-anidro a partir do deslocamento de

um grupo abandonador (adaptado de Stick, 2001).

Em vista do insucesso na obtencdo do produto iodado por esse caminho, buscou-
se prepara-lo de outra maneira. O método escolhido foi a tosilacdo da hidroxila de C-6 de
29, seguida de substituicdo nucleofilica com iodeto de sadio.

A sintese do derivado tosilado 54, por reacdo com cloreto de p-toluenossulfonila
em piridina, deveria ser executada com relativa facilidade. O grupo hidroxila de C-6,
menos impedido estericamente que os outros da mesma molécula, tem preferéncia em
termos de reatividade e o derivado monotosilado seria esperado como produto majoritario

nessa reacao (Figura 36):

-4°C

(0]
HO (@) TsCl, piridina
OH
OCHj3

29 5

Figura 36: Esquema de sintese do derivado monotosilado 54.
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Entretanto, foram observados perfis irregulares no tempo e grau de tosilagdo em
todas as vezes que essa reacéo foi realizada a fim de acumular quantidades do produto
54. A tosilacao foi experimentada sob resfriamento a - 4 T e a temperatura ambiente. Em
ambas tentativas, observou-se a formacao de produto de ditosilacao (55, Figura 37), além
do monotosilado desejado. Todavia, quando a mistura reagente foi mantida em freezer a
- 4 € em intervalos variaveis de tempo (desde duas até 48 horas) o rendimento do
produto monotosilado foi maior, 66% contra 27% do ditosilado. Nas rea¢cées mantidas sob
temperatura ambiente a proporcdo obtida entre esses produtos era praticamente

equivalente.
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Figura 37: Estrutura de 55, subproduto da reacéo de tosilagdo de 29.

A separacdo dos derivados tosilados 54 e 55 foi efetuada facilmente e com alta
reprodutibilidade por CCS. O uso da mistura cloroférmio/metanol como eluente permitiu
Otima separacdo destes produtos, levando a obtencdo de ambos com elevado grau de
pureza. Os produtos 54 e 55 foram caracterizados por RMN de *H, de **C e por espectro-
metria no infravermelho.

A seguir, na Figura 38, pode ser observado o espectro de RMN de *H do derivado
monotosilado 54. Nota-se a presenca de dois dupletos relativos ao novo sistema
aromatico 1,4-dissubstituido, grupo tosila, em 97,29 e 7,08, com J 8,0 Hz. Além disso, ha

um sinal em 02,34, relativo ao grupo metilico aromatico.
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Figura 38: Espectro de RMN de 'H de 54 (200 MHz, DMSO-dg).

No subespectro DEPT 135 de 54 (Figura 39) observaram-se sinais em 9 129,9 e
127,5, relativos aos carbonos aromaticos hidrogenados do grupo tosila, além de um sinal
de grupo metila ligado a anel aromatico, em ¢ 21. O valor de deslocamento (70,3) do

sinal de C-6 foi um indicio de que o grupo tosiloxila se encontra nesta posicdo, ja que
houve desprotecéo deste carbono.

51,910
21.042

COOCH, Ar-CH,

C-6

Figura 39: Subespectro DEPT 135 de 54 (50 MHz, DMSO-dg).
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Foram observados sinais compativeis com a estrutura do subproduto ditosilado 55
nos seus espectros de RMN de 'H e de **C. No espectro de RMN de 'H (Figura 121)
notou-se a presenca de novos sinais de hidrogénios aromaticos perfeitamente
distinguiveis quando se comparou este espectro ao de 54. Os sinais relativos ao sistema
1,4-dissubstituido do anel aromatico referente ao segundo grupo tosila ocorreram como
dupletos centrados em 07,82 e 7,43. Em 02,40 e 2,36 observaram-se simpletos relativos
aos dois grupos metilicos dos referidos grupos. E interessante observar, com auxilio do
mapa de contornos COSY da Figura 41, que o dupleto duplo relativo ao H-3 foi observado
em 04,47, desprotegido se comparado ao mesmo sinal no derivado monotosilado
(03,43). Isso evidencia que o segundo grupo tosila foi inserido nesta posicéo.

Nos espectros de RMN de **C de 55 (Figura 122) puderam ser notados novos
sinais de carbonos aromaticos, além de sinais de carbono metilico aroméatico, sobrepos-
tos, em ¢ 21,03. E importante notar, pelo mapa de contornos HSQC (Figura 40) que o
sinal relativo ao C-3 de 55 encontra-se em 0 82,5 , desprotegido em relacdo aquele
observado no espectro de RMN de **C de 54. Isto comprovou, associado ao sinal de H-3
no espectro de RMN de *H, que o segundo grupo tosila foi inserido nesta posicéo do anel
piranosidico, uma vez que houve em C-3 o efeito de desprotecdo pelo grupo tosiloxila,
como no caso de C-6 deste produto e de 54.
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Figura 4 0: Mapa de contornos HSQC de 55 (100 MHz, DMSO-dg).
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Figura 41: Mapa de contornos COSY de 55 (400 MHz, DMSO-dg).

A etapa seguinte consistiria, entdo, no deslocamento nucleofilico do grupo tosiloxila
pelo anion iodeto. No entanto, a fim de evitar o problema de possivel deslocamento do
grupo tosiloxila e formacéo do produto 3,6-anidro, optou-se por trabalhar com o derivado
tosilado peracetilado 56, a fim de evitar o ataque nucleofilico da hidroxila de C-3.

O derivado monotosilado entdo foi acetilado em anidrido acético e piridina, o que
forneceu 56 com 85% de rendimento na forma de um 6leo amarelo-claro. A confirmacéo
da formacdo do produto peracetilado foi possivel pela analise de seus espectros no
infravermelho e de RMN de *H e de **C. No espectro no infravermelho pdde-se perceber

a existéncia de banda intensa de deformacéo axial de grupo carbonilico de éster alifatico
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em 1750 cm™. N&o se observaram bandas referentes a grupos hidroxila. Sinais relativos
aos hidrogénios do grupo acetila puderam ser notados no espectro de RMN de 'H em J
2,08-2,02 (Figura 119) desta substancia, além de sinais condizentes com os atomos de
carbono dos grupos acetila no intervalo de o0 170,07-169,47 e 20,82-20,66 (carbonos
carbonilicos e metilicos, respectivamente; Figura 120).

Em seguida, para a sintese do derivado iodado, o intermediario tosilado protegido
foi dissolvido em DMF e a solucdo adicionado iodeto de sodio. Por aquecimento da
mistura reagente a 80 °C, obteve-se o intermediario iodado peracetilado 57 com 48 % de
rendimento ap0s 24 horas de reacdo e purificacdo do material bruto por CCS. Este
intermediario foi submetido a reacdo de remocédo dos grupos acetila pelo método de

Zemplén e o produto final 58 foi obtido com um rendimento de 41 %, a partir de 56 (Figura

42).
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Figura 42: Esquema de sintese de 58 via derivado tosilado peracetilado 56.

A comprovacao de sucesso na conversao de 56 em 57 foi feita pela analise de
seus espectros de RMN de *H e *C. No espectro de RMN de 'H ndo mais se notaram
sinais referentes aos hidrogénios aromaticos e metilicos do grupo tosila. O deslocamento
do sinal de C-6 para regido mais préxima do TMS (J— 0,07 ) no espectro de RMN de *C
(confirmado pelo subespectro DEPT-135, mostrado na Figura 43), resultante do efeito de

atomo pesado de iodo, € compativel com a formacéo de 57.
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Figura 43: Subespectro DEPT do intermediario 57 (200 MHz, DMSO-dg).

A andlise do espectro no infravermelho de 58 permitiu confirmar a remocao dos
grupamentos acetila. Nos espectros de RMN de *H e de **C (Figuras 114 e 115) também
nao se notaram sinais relativos aos hidrogénios e carbonos dos grupos acetila. Neste
ultimo, novamente foi possivel notar o efeito do atomo de iodo sobre o deslocamento
guimico de C-6, cujo sinal se observa em 05,45, o qual € comprovado pelo subespectro
DEPT (Figura 116).

Com o intuito de se obter o derivado C-6 azido 62, intermediario para a sintese das
amidas, o derivado 56 foi, em seguida, submetido a reacdo de substituicdo nucleofilica
com azida de sodio, conforme mostrado na Figura 44. As reagbes de deslocamento de
grupo tosiloxila inseridos em C-6 de anéis piranosidicos sao fortemente influenciadas pela
existéncia de substituinte em posicdo axial em C-4, como no caso de derivados de
configuracdo galacto. O impedimento estérico e os efeitos polares a aproximacédo do
nucledfilo, promovidos pelo substituinte disposto axialmente, afetam a velocidade e o
rendimento dessas reacdes (SUGIHARA, 1963; RICHARDSON, 1969). Assim, quando
comparados a derivados de configuragdo glico, compostos galacto tém maior resisténcia

a essa reacgao de deslocamento, o que leva, em geral, a maiores tempos de reacao.
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Figura 44: Esquema de sintese do derivado C-6 azido 59.

O emprego de solventes polares apréticos, e.g., N,N-dimetilformamida e
dimetilsulféxido, em reacdes nas quais nucleodfilos carregados estejam envolvidos,
aumenta a velocidade da reacao de substituicdo nucleofilica. Entretanto, € relatado que a
adicdo de agua como co-solvente, até um maximo de 10 % em relacdo ao volume de
sovente organico empregado, pode otimizar a velocidade de reagdo, uma vez que
melhora a solubilidade da azida de so6dio no meio de reacao (LI et al., 2006).

A melhor condicdo de reacdo encontrada e descrita neste trabalho foi aquela em
gue se utilizaram DMF nao destilada, vinte equivalentes de azida de sédio e aguecimento
da mistura reagente a cerca de 80 C, por 24 horas. Menores quantidades de azida de
sodio resultaram em maior tempo de reacdo e 0 uso concomitante de agua levou a
formacao de subprodutos.

Desta forma, obteve-se 59 como produto majoritario de reacdo, com rendimento
meédio de 50% apds separacdo de subprodutos minoritarios mais polares por CCS. A
caracterizacdo do produto foi feita por anélise de seus espectros no infravermelho e de
RMN de 'H e de *3C. Pdde-se observar banda caracteristica de grupo azido em 2102 cm™
no espectro no infravermelho. Ja no seu espectro de RMN de **C e subespectro DEPT-
135 pbde-se notar sinal tipico de carbono ligado a grupo azido em J 50,7 e ndo foram
observados sinais relativos ao grupo tosiloxila, os quais também estavam ausentes no
espectro de RMN de 'H da mesma substancia. Uma vez obtido o produto 59, a préxima
etapa consistiu em submeté-lo a condi¢des de hidrogenacéo catalitica para a obtencéo do
derivado 6-amino correspondente, a fim de que, a partir deste, se preparassem as amidas
planejadas. A reacdo de hidrogenacao foi concluida com 15 horas e forneceu o produto
de migracao do grupo acetila 60.

A formacéo de 60 foi comprovada pela analise de seus espectros no infravermelho
e de RMN de 'H e de *C. Pade-se observar, no espectro no infravermelho, uma banda
em 1652 cm™ relativa & deformacdo axial de carbonila de amida, além de ndo ser notada

presenca de banda de grupo azido ou amino primario. No espectro de RMN de *C
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(Figura 133) observou-se um sinal de carbono metilico de grupo acetamido em & 22,5 e
apenas dois sinais para os carbonos metilicos de éster acetato. Além disso, observou-se
um deslocamento de C-6 para regido mais proxima do TMS, em 9 39,1, visualizado no
subespectro DEPT dessa substancia (Figura 45). Os dois tipos diferentes de hidrogénios
metilicos de grupos acetila puderam ser evidenciados no espectro de RMN de *H (Figura
132), no qual se notaram-se simpletos em 6 2,0, 2,0 e 1,8, relativos aos grupos acetato e
acetamido, respectivamente. O tripleto centrado em 08,03 corresponde ao hidrogénio
ligado ao nitrogénio amidico, que acopla com os hidrogénios metilénicos de C-6, com
J 5,35 Hz.
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Figura 45: Subespectro DEPT -135 do produto 60 (100 MHz , DMSO-dg).

Em seguida, procedeu-se a reacdo de transesterificacdo de 60 pelo método de
Zemplén para levar a formacédo da acetamida 61, uma das amidas idealizadas. Na figura
mostrada a seguir estd mostrado o esquema de obtencdo de 61, com detalhe para o

mecanismo proposto de formacao de 60.
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Figura 46: Formacéao do intermediario 60 e do produto 61.

A acetamida 61 foi obtida com rendimento de 83% em relacdo ao derivado azido
59. A formacéao de 61 foi certificada pela analise de seus espectros no infravermelho e de
RMN de 'H e de *C. No espectro no infravermelho ndo se notou banda referente ao
estiramento de carbonila de éster alifatico, mas somente a banda de carbonila de éster
aromatico em 1718 cm™. Em 1655 cm™ observou-se banda relativa ao grupo carbonilico
de amida. Nos espectros de RMN de *H e de *3C (Figuras 134 e 135, respectivamente)
nao foram observados sinais referentes a grupo acetila de éster alifatico, mas apenas de
carbono carbonilico de amida em 0169,73.

Para a sintese da benzamida 64, da p-metilbenzenossulfonamida 65 e da metanos-
sulfonamida 66 foi necessario trabalhar com o derivado azido previamente desacetilado,
em vista da migracdo do grupo acetila observada com a hidrogenacdo de 59. Desta
forma, procedeu-se a reacdo de transesterificacdo de 59 com metoxido de sodio em
metanol, que forneceu 62, caracterizado pela auséncia de sinais relativos ao grupo acetila
nos espectros de RMN de 'H e de *3C (Figuras 124 e 125, respectivamente). Além disso,
nao foi observada banda relativa a deformacdo axial de carbonila de éster alifatico no

espectro no infravermelho dessa substancia.
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No subespectro DEPT-135, mostrado na Figura 47, pode-se notar, dentre outros, o

sinal correspondente a C-6 ligado a grupo azido, caracterizado pelo valor de dem 51,1.
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Figura 47: Subespectro DEPT-135 do produto 62 (50 MHz , DMSO-dg).

A reducdo do derivado azido 62 foi realizada por hidrogenacédo catalitica com
paladio-carvdo. A amina 63, apds separacao do catalisador por filtracdo e eliminacdo do
solvente sob ar comprimido, foi analisada por espectrometria no IV e de RMN. Em seu
espectro no IV ndo foi observada banda caracteristica de grupo azido. Ja no espectro de
RMN de *3C e subespectro DEPT-135 (Figuras 127 e 128, respectivamente) observou-se
sinal de C-6 deslocado para regido mais proxima do TMS, em relacdo ao mesmo carbono
no derivado azido, como era esperado.

Em seguida, a amina 62 foi empregada nas reacgOes de acilacdo e sulfonilagéo.
Primeiramente, foi realizada a benzoilacdo de 62 com anidrido benzdico em metanol, sob
resfriamento (Figura 48). O produto N-benzoilamino formou-se quase de imediato no meio
reagente, na forma de um solido muito fino e branco que, apos recristalizagdo em agua,
foi obtido com rendimento de 55%.




Resultados e discussao

OH NH,
(0]
o Bz,0
HO oH 0
OCHj3 MeOH, 0 °C
63

Figura 48: Esquema de sintese da benzamida 64.

Nos espectro no infravermelho de 64 pode-se notar a presen¢a de banda intensa
relativa & deformacéo axial de carbonila de amida em 1638 cm™. No espectro de RMN de
'H, mostrado na Figura 49, pdde-se perceber a presenca de sinais do novo sistema
aromatico monossubstituido presente na estrutura de 64 como um multipleto no intervalo
de 07,56-7,42, relativo a trés hidrogénios (H-9’, H-10’ e H-11") e um dupleto centrado em
07,70, referente aos hidrogénios H-8' e H-12'. Além disso, em 08,52 observou-se um

simpleto relativo ao hidrogénio amidico.
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Figura 49: Espectro de RMN de 'H do produto 64 (200 MHz, DMSO-dg).
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No espectro de RMN de **C (Figura 129) puderam ser observados os sinais
relativos ao carbono carbonilico de amida em ¢ 166,53, aqueles relativos ao anel
aromatico do anel benzénico, no intervalo de 0130,89-122,81 e um sinal relativo a C-6 li-
gado a atomo de nitrogénio, em o 40,31 (subespectro DEPT-135, Figura 130).

Ainda partindo do derivado C-6 amino 63 foram sintetizadas as sulfonamidas 65 e
66, porem por método diferente daquele empregado para a formacdo da benzamida
anteriormente descrita, uma vez que se dispunha dos cloretos de sulfonila como
reagentes, e nao de anidridos (Figura 50).

Assim, a fim de evitar que ocorresse reagao destes cloretos com as hidroxilas livres
de 63, as reacdes foram conduzidas em metanol, a 0 T, com 50% de excesso de trietila-

mina no meio, em relacdo a quantidade de equivalentes utilizados do intermediario ami-

nico.
NH
HO 25 Ho  NHSO.R
o o}

HO 0

OH RSO,CI HO

o > OH
o3 MeOH, Et3N, 0 C (e}
OCH 65: R = 4-CH3CgH,
3 66: R = CH, OCHj

Figura 50: Esquema de sintese das sulfonamidas 65 e 66.

A sintese do derivado tosilamino 65 ocorreu rapidamente, sem gerar quantidade
significativa de subprodutos. Observou-se por CCD que, com dez minutos da adi¢cao do
agente sulfonilante, restava pouco material de partida para ser consumido. A reacédo se
completou num prazo de uma hora e o produto bruto obtido, apds acidificacdo do meio e
eliminacao a frio do solvente, foi purificado por CCS e resultou em 62% de rendimento.

O espectro de RMN de *H de 65 estd mostrado na Figura 51. Péde-se observar
dupletos relativos aos hidrogénios do anel aroméatico do grupo tosila centrados em 67,6 e

7,2, com J 8,0 Hz, além do simpleto caracteristico de grupo metila aromatico em 02,3.
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Figura 51: Espectro de RMN de 'H do produto 65 (200 MHz , DMSO-dg).

Ja no espectro de RMN de *3C, mostrado na Figura 138, notou-se aumento no
namero de sinais de atomos de carbonos aromaticos, condizentes com a presenca do
grupo tosila e, ainda, um sinal em J 20,87, relativo ao grupo metila ligado ao anel
aromatico. Pdde-se notar também deslocamento do sinal relativo a C-6 para regido mais
préxima do TMS (0 43,4) no subespectro DEPT-135, o que é tipico no caso da existéncia
de grupos acilaminicos ou sulfonilaminicos ligados a este carbono do anel piranosidico
(Figura 139).

O derivado sulfonamidico 66 ndo foi obtido com a mesma facilidade de 65. Mesmo
apos varias horas de reacéo, a evolucdo da mesma era lenta e, concomitantemente ao
consumo do material de partida, foi observada gradualmente a formacédo de dois
produtos, os quais possuiam polaridades bastante diferentes. Como apds um periodo de
10 horas a reacdo pareceu ter estagnado, procedeu-se a sua elaboracdo. ApoOs
acidificacdo do meio e destilacdo a frio do solvente, seguido de purificacdo por CCS,

isolaram-se dois produtos (66 e 67) que foram analisados por espectrometria de RMN.
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O produto 66, mais polar e majoritario (19% de rendimento) foi caracterizado como
o produto desejado, conforme observado em seus espectros de RMN. A sequir, é

mostrado o espectro de RMN de *H desta sulfonamida:
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Figura 52: Espectro de RMN de 'H do produto 66 (200 MHz , DMSO-dg).

Pode-se notar neste espectro, os sinais relativos ao grupo metila da sulfonamida
em & 2,77 e um tripleto centrado em 9 7,07, atribuido ao hidrogénio amidico deste em
acoplamento com os hidrogénios H-6 e H-6". Pela anélise de seu espectro de RMN de *C
(Figura 136) e subsespectro DEPT-135 (Figura 137), notou-se, como relatado para o
derivado 65, sinal relativo a C-6 mais deslocado em sentido ao TMS, em 043,21 e, em
039,5, o sinal correspondente ao grupo metila da sulfonamida.

Por outro lado, da analise dos espectros de RMN de 67, produto isolado com 4%
de rendimento, sugeriu-se a formacdo de um derivado heterociclico, provavelmente por
um ataque intramolecular do grupo amino de C-6 ao atomo de enxofre de um
intermediario O-sulfonilado. Low e colaboradores (1992) relataram a formacéo de produto
semelhante durante o preparo de sulfonamidas nas condi¢des de Schotten-Baumann.
Além disso, é descrito que, mesmo sob essas condi¢cbes, € possivel que ocorra

sulfonilacéo previamente em um grupo hidroxilado e que o fato de, em geral, ser isolado
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apenas produto N-sulfonilado provavelmente deve-se a uma ciclizacdo espontanea,
seguida de desidratagdo, originada do ataque do grupo amino ao enxofre do éster
sulfonilico (GORDEN et al., 1989). Especula-se que o produto 67 possa ter sido formado
a partir do intermediario 3-O-sulfonilado, por ataque intramolecular do grupo amino ao
enxofre de um intermediario ciclico, com eliminacdo de uma molécula de agua (Figura
53).
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Figura 53: Proposta de mecanismo de formacéo do produto 67 a partir de um

Intermediario O-sulfonilado.

N&o ha, pela observacdo do espectro de RMN de *H, mostrado na Figura 54, sinal
relativo ao grupo N-H de sulfonamida, que ocorre em geral entre 08 e 5. No espectro de
RMN de **C (Figura 140) e subespectro DEPT 135 (Figura 55) de 67, em comparacéo
com os de 66, as unicas diferencas significativas observadas foram os deslocamentos do
sinal referente ao grupo metilico ligado ao enxofre, de 639,6 para 42,6 e do sinal relativo

a C-6 de 043,2 para cerca de 49,0.
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Figura 55;: Subespectro DEPT 135 do produto 67 (100 MHz, DMSO-dg).
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Sugere-se que o deslocamento de C-6 para regido mais desprotegida, no caso do
derivado 67, seja devido ao efeito retirador de elétrons da ligagdo dupla presente no
nitrogénio da estrutura proposta. Efeito semelhante foi observado quando se analisou a
posicéo relativa do carbono metilénico vizinho ao nitrogénio aminico ou iminico nos deri-

vados sintetizados descritos no item 3.1.3. Na Figura 56 € feita essa comparacao.
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Figura 56: Comparacéao da influéncia do grupo C=N ou S=N sobre o deslocamento do sinal RMN de um

carbono metilénico vizinho.

3.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.2.1 ENSAIO DE INIBICAO DE HEMAGLUTINACAO

A avaliacdo dos derivados de D-galactose, como inibidores do processo de
hemaglutinacdo mediada por LEC, foi realizada por adaptacdo do procedimento
tradicional empregado por diversos autores (LIS; SHARON, 1998; KONOZY et al., 2002;
MAKIMURA et al., 2006; GIGUERE et al., 2006; JUNG et al., 2007; GUPTA et al., 2007).

Os resultados foram expressos em termos da poténcia relativa a capacidade de
inibicdo promovida pela D-galactose. Embora esse teste forneca a concentragao inibitoria
minima dos derivados que pode inibir a hemaglutinacdo promovida pela lectina, é mais
comum a divulgacdo dos resultados como poténcia relativa, tendo em vista que é um

parametro menos sensivel a variagbes como ocorre com o0s valores de concentracdo
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inibitéria minima em comparacdes interensaios (CORBELL et al., 2000; LUNDQUIST;
TOONE, 2002).

Na Tabela 5 sdo mostrados os resultados do ensaio de inibicdo de hemaglutinacao.
As concentracdes iniciais empregadas de D-galactose, lactose e derivados de D-galactose
diferem em funcdo da solubilidade relativa de cada substancia em solugédo salina
Ca®/Mn?*.

Tabela 5: Valores de CIM @ e poténcia relativa ®) dos derivados de D-galactose quanto a inibicdo da hema-

glutinacdo mediada por LEC.

_ CIM Poténcia , CIM Poténcia
Substéncia Substéancia
(mmol.L ™) Relativa (mmol.L ™) Relativa
D-galactose 3,125 1 37 0,391 8
lactose 0,781 4 38 4,167 0,75
5 3,125 1 39 0,781 4
12 6,250 0,5 44 ni
13 12,50 0,25 45 ni
14 6,250 0,5 46 1,042 3
15 6,250 0,5 47 ni
16 6,250 0,5 53 50,0 <0,0625
28 0,391 8 54 ni
29 0,391 8 58 1,201 5
30 0,391 8 61 50,0 0,0625
31 0,781 4 62 3,125 1
32 0,391 8 63 ni
33 0,781 4 65 ni
35 0,781 4 66 4,987 1
36 1,563 2

~ A . ~ .. . ~ b
@ concentracdo da substancia testada na menor concentracdo que inibe a hemaglutinagéo; ® yesultados expressos
em termos de poténcia relativa a inibicdo promovida pela D-galactose; ni : ndo inibiu na maior concentracao testada.

Com base nos resultados encontrados, pode-se concluir que ndo houve aumentos
expressivos na afinidade dos derivados pela LEC, em relacéo a D-galactose. Na Figura 57
estdo mostradas as estruturas dos derivados ensaiados como inibidores de

hemaglutinacao.
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OH _OH
R OM o R OH _OH
HO HO
OH OH HO H
. OH
R N\R
5:R=Nj 28: R=H, R'= COH 44: R = CH,CgHs
12: R = NHCOCH3 29: R=H, R'=COOCH3 45; R = CHy(CH,),CHg
13: R = NHCOCg¢Hs 30: R=0CHjg, R'=COH 46: R = CHy(CHy)4CH3
14: R = NHSO,CHj 31: R=H, R'=NO; 47: R = CH(CH3),
15: R = NHSO,CgHs 32: R=NO,, R' = COOCHg
16: R = NHSO,CgH4CHs 33: R=H, R'= NHCOCH3
35: R=NH, R' = COOCHj3
36: R=H, R' = NHSO,CHj OH R o
OH _OH 37: R=NHCOCHj;, R'=COOCH;4 o
S 38: R=NHSO,CHz, R'=COOCH; HO
HO. 39: R=H; R'= COOH OH OCH,
OH OH
D-galactose o
o O 54: R=0S0,CgH4CH3
OH _OH OH o) 58: R=|
% HO OCHs 61: R = NHCOCHj
0. OH ~ 62: R=Nj3
HO. o \%\ HO. 53 63 R =NH,
OH OH 65: R = NHSO,CgHsCH3
lactose 66: R = NHSO,CHg

Figura 57: Derivados de D-galactose empregados no ensaio de inibicdo de hemaglutinacéo.

As modificagbes efetuadas em C-1, relacionadas a obtencéo do derivado azido (5),
amidas (12 e 13) e sulfonamidas (14,15 e 16), ndo levaram a melhoria na interagcao dos
produtos com o sitio de ligacdo da lectina. Nenhum desses derivados teve poténcia igual
ou superior a da D-galactose. A afinidade da lactose, quatro vezes maior em relacao a da
D-galactose, é devida as interacdes da lectina, mediadas por moléculas de agua, com
grupos hidroxila do residuo de glicose, assim como ocorre na interacdo com ricina, outra
lectina especifica para D-galactose (RUTENBER et al., 1991; SVENSSON et al., 2002).
No caso das amidas e sulfonamidas, estes grupos pareceram nao poder exercer o
mesmo efeito do residuo de glicose da lactose. Uma possibilidade de se explicar a
diminuicdo da afinidade pela LEC pode ser um provavel aumento da energia de
dessolvatacdo obtida com os derivados sintetizados, favorecida pelas ligagcbes de
hidrogénio entre moléculas de agua e seus grupos amido e sulfonamido, o que
consequentemente acarretaria diminuicdo da interacédo desses carboidratos com a lectina.

O grupo de derivados 28-39, galactosideos obtidos de modificagbes em C-1,
apresentou atividade inibitéria da hemaglutinacdo superior aquela observada para o
conjunto de amida e sulfonamidas, exceto pelo galactosideo 38. Os derivados 28, 29, 30,
32 e 37 mostraram-se oito vezes mais potentes como inibidores quando comparados a D-
galactose, e duas vezes mais potente do que a lactose. Por outro lado, os derivados com
substituinte em posi¢cao para no anel benzénico (31, 33, 36 e 39) foram menos ativos que

a série 2,4-dissubstituida. Excecao € feita aos derivados 28 e 29 que se equipararam a
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estes. Com base nos resultados obtidos, pode-se inferir, como regra geral, que a
substituicdo do residuo de D-glicose da lactose por grupos aromaticos ligados ao residuo
de D-galactose (galactosideos de arila), levou a um aumento da poténcia inibitoria,
mesmo que discreto e com algumas exce¢fes. O mesmo nao ocorreu ao se comparar
esses galactosideos as amidas e sulfonamidas do primeiro grupo testado. Com relacao a
influéncia da substituicio em para no anel aromatico apenas algumas informacdes de
carater geral puderam ser tiradas com esse estudo. Especula-se que a poténcia
observada com os derivados que apresentaram maior atividade nessa série esteja ligada
aos grupos hidrofébicos que estes possuem, uma vez que a presenca de grupos mais
hidrofilicos (NO,, NHCOCH3;, NHSO,CH; e COOH nos derivados 31, 33, 36 e 39,
respectivamente) parece influenciar negativamente na poténcia.

As aminas 44-47, pertencentes ao terceiro grupo de derivados planejados, nao
inibiram o processo de hemaglutinacdo na concentracdo testada, exceto por 46 que
mostrou ser trés vezes superior a D-galactose. Apesar de o sitio de ligacdo da LEC aceitar
bem um grupo hidrofébico inserido na posi¢céo 1 da D-galactose, esses resultados podem
mostrar que substituintes alquilicos volumosos em posicdo para no anel aromatico ndo
sdo bem vindos, possivelmente por ndo haver espaco livre para sua acomodacao nessa
regido do sitio de ligacdo, nem a capacidade de estabelecimento de interagdes hidrofobi-
cas que aumentem a afinidade da lectina pelo ligante.

Finalmente, os derivados 53-66, originados de substituicdes na posi¢cao C-6 do anel
piranosidico, mostraram-se inferiores quanto a capacidade de inibir o processo de
hemaglutinacdo, quando comparados as substancias descritas anteriormente, a excecao
do derivado C6-iodo (58), que mostrou aumento discreto de poténcia em comparacao a D-
galactose. Por outro lado, os derivados em que a hidroxila de C-6 foi substituida por um
grupo azido (62) ou um grupo metanossulfonilamino (66) mostraram a mesma atividade
da D-galactose, enquanto aquele substituido pelo grupo acetamido (61) foi muito inferior a
esse monossacarideo. Também é interessante notar que o derivado 3,6-anidro (53)
também foi muito menos potente que a D-galactose, possivelmente pela conformacéo
diferenciada de seu anel piranosidico e a configuracao invertida no carbono anomeérico.
Como conclusdo geral dessa série, pode-se dizer que os resultados observados
corroboraram a necessidade da existéncia do grupo hidroxila livre em C-6, conforme

sugeriram diversos autores, como citado na introducao deste trabalho.
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3.2.2 ENSAIO DE INIBICAO DE ERITROFAGOCITOSE

O teste para verificagdo do potencial inibitério dos derivados sacaridicos sobre o
processo de eritrofagocitose, que é mediado por lectina especifica para D-galactose/N-
acetil-D-galactosamina, foi realizado por adaptacdo do método descrito por Boettner
(2005). Este consistiu em incubar trofozoitos de E. histolytica em meio de cultivo com
solucbes dos derivados em teste e posterior incubacao dessas misturas com suspensao
de eritrécitos. A cepa de E. histolytica empregada foi a HM1-IMSS (E. histolytica
patogénica), cepa isolada na Cidade do México a partir de um paciente com disenteria
amebiana. Essa cepa é amplamente empregada para estudos de patologia, imunologia,
biologia celular e molecular, entre outros.

Pretendeu-se, com este experimento, avaliar a capacidade de os derivados
ensaiados atuarem como anti-adesinas no reconhecimento dos residuos de carboidratos
de superficie das hemacias pelas lectinas amebianas.

Somente foram testados os derivados que foram solUveis em meio de cultivo na
concentracdo de teste. Desta forma, dentre as substancias sintetizadas, apenas treze
apresentaram o perfil de solubilidade adequado. As estruturas quimicas das substancias
testadas estdo mostradas na figura a seguir.

OH _OH
o)
OH_OH OH _OH . o
0 . 0 H H
OH
HO H o N CHs3
OH OH 47 Y
R CHg
5: R=Nj 28: R= H R'=COH
12: R=NHCOCH3, 30: R=0CHj3 R' = COH OH NHCgCHs
13: R=NHCOC¢Hs 31: R=H R =NO, o
14: R=NHSO,CH; 33: R=H R' = NHCOCH4 H
15: R=NHSO,CgHs 39: R= H R' = COOH OH OCH,
16: R=NHSO,CgH4CHs 61
o]

Figura 58: Derivados da D-galactose ensaiados no teste de inibicdo de eritrofagocitose.
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Na Figura 59 é mostrado o resultado desse teste na forma de porcentagem de
trofozoitos que fagocitaram eritrocitos. Foram considerados na contagem aqueles

trofozoitos que fagocitaram uma ou mais hemacias.
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Figura 59: Porcentagem de trofozoitos de E. histolytica cepa HM1-IMSS que fagocitaram eritrécitos
humanos, apds 30 minutos de interagdo com D-galactose, lactose ou derivados de D-galactose. Foi utilizada

uma relacdo de um trofozoito para 100 eritrécitos (* = p<0,05).

Em vista desses resultados, péde ser observado que o grupo de derivados
modificados em C-1 com os grupos azido (5), amido (12 e 13) e sulfonamido (14, 15 e 16)
nao foram superiores a D-galactose no sentido de inibir a fagocitose de eritrécitos.

Os resultados com os galactosideos de arila (28, 30, 31, 33 e 39) mostraram que a
presenca do grupo hidrofébico em C-1 aumentou a afinidade da lectina de E. histolytica
pelos ligantes, levando a um decréscimo da ordem de 20-40% na percentagem de
trofozoitos que fagocitaram hemacias.

Por outro lado, o derivado com o grupo acetamido em C-6 (61) teve o pior resultado
entre as substancias testadas, o que evidenciou a exigéncia da hidroxila livre nessa
posicéo, conforme descrito na literatura e comentado anteriormente.

O melhor resultado encontrado foi para o derivado 47, que possui a cadeia
isopropilaminica inserida na posicao para do anel aromatico. Com essa substancia, foi
observada uma reducéo de 65% no numero de trofozoitos que fagocitaram eritrocitos. Isto
pode mostrar que grupos alquilicos nessa posicdo podem ser bem acomodados no sitio
de ligacdo da lectina amebiana, possivelmente devido a interacdes hidrofébicas com essa
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cadeia carbobnica de 47. A formagé&o de ligagao de hidrogénio envolvendo o grupo amino
constitui outra possibilidade nessa interacao. Entretanto, o fato de os outros derivados da
mesma seérie ndo terem sido ensaiados, por problemas de solubilidade, ndo permite

levantar resultados conclusivos a esse respeito.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 PROCEDIMENTOS GERAIS

As faixas de fusdo foram determinadas em aparelho Microquimica MQAPF 301 e
nao foram corrigidas.

Os valores de poder rotatorio especifico, [a]p, foram medidos em polarimetro
ADP220 Bellinghan + Stanley Ltd., a 20 <.

Os espectros de RMN de 'H e de **C foram obtidos em espectrometros Avance
DPX 200 e Avance DRX 400, ambos da Brucker. Foram empregados como padréao
interno o tetrametilsilano ou o proprio solvente deuterado. Os valores de deslocamento
quimico foram descritos em ppm.

Os espectros no IV foram obtidos em aparelho Spectrum One, Perkin-Elmer
(Laboratério de Quimica Farmacéutica, FAFAR, UFMG), acoplado ao acessorio de
reflectancia difusa.

A evolucéo das reacdes foi acompanhada por cromatografia em camada delgada
de silica, utilizando placas confeccionadas com silica gel 60 G (Merck). Os sistemas de
eluentes empregados estdo especificados em cada procedimento. Como reveladores
foram empregados vapores de iodo metalico, solucdo etandlica de acido sulfarico 15% v/v
(com aquecimento a 100 ) e, eventualmente, para identificagdo de grupos amino
primario, solucéo etandlica de ninidrina 2% p/v (com aquecimento a 100 T).

As purificacbes por cromatografia em coluna de silica (CCS) foram realizadas com
silica gel 60 (0,063-0,200 mm/70-230 mesh (Merck) e os eluentes empregados estéo
descritos em cada procedimento.
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4.2 METODOS DE SINTESE

4.2.1 SINTESE DO DERIVADO AZIDO 5, DAS AMIDAS 12 E 13 E DAS SULFONA-
MIDAS 14, 15 E 16

4.2.1.2 Sintese de 2,3,4,6-tetra- O-acetil-1-azido-1-desoxi- [-D-galactopiranose (4)

Em um balédo de fundo redondo de 250 mL foram dissolvidos 14 g (33,98 mmol) do
brometo de galactopiranosila 3 em 80 mL de acetona. Foi adicionada uma solucdo de
2,86 g (44,00 mmol) de azida de so6dio em 40 mL de agua destilada. Deixou-se a mistura
sob agitagdo magnética, a temperatura ambiente, por seis horas. Apds o término da
reacdo, detectado por CCD (diclorometano/EtOAc 9:1), a mistura reagente foi vertida em
capsula de porcelana e a acetona evaporada sob ventilacdo. O residuo aquoso obtido foi
extraido com diclorometano (3 x 30 mL) e fase organica foi lavada com agua destilada (3
x 30 mL). A fase organica foi secada com sulfato de sddio anidro e o solvente foi destilado
em evaporador rotatério, fornecendo um 6leo que foi pré-purificado por filtracdo em coluna
de silica com acetato de etila. O filtrado foi concentrado em evaporador rotatério e o solido
obtido foi recristalizado com alcool isopropilico. Foram obtidos 8,4 g (22,5 mmol; 66%) de

4, como um soélido branco cristalino.

F.M.: C14H1909N3

. -1
OAc OAcC M.M.: 373 g.mol
O P.F.: 91,5-93,0 C {literatura: 91-92 °C (JARRAHPOUR, 2 004)}
N
AcO 3 [a]p -4,8 (c 1, CHCI,) {literatura: [a]p -8,0, (c 1, CHCI3) (SABESAN,
OAc 1992)}

IV (V max, cMY): 2126 (N3), 1737 (C=0), 1054 (C-O-C)

4.2.1.3 Sintese de 2,3,4,6-tetra- O-acetil- B-D-galactopiranosilamina (6)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram colocados 50 mg de paladio-
carvao 10 % e 5 mL de tetraidrofurano. O baldo foi fechado com septo de borracha. A
mistura foi deixada sob agitacdo e atmosfera de gas hidrogénio por 15 minutos. Em
seguida, adicionou-se 1 g de 4 (2,67 mmol), dissolvido em 10 mL de tetraidrofurano, por
meio de seringa. A mistura reagente foi deixada a temperatura ambiente sob atmosfera de

hidrogénio e agitacdo. Apdés o término da reacdo, detectado por CCD (diclorome-
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tano/EtOAc 1:1), o catalisador foi removido por filtracdo e o solvente evaporado em
evaporador rotatorio. O produto foi obtido como um 6leo que solidificou prontamente por
tratamento com éter etilico, resultando em 0,81 g (87%) de um sdlido branco que foi
empregado nas reaclOes subseqguientes, imediatamente, sem purificacdo prévia.
Quantidades adicionais de 6 (8,6 g) foram obtidas por repeticobes do mesmo
procedimento.

F.M.: Cl4H2109N
OAc OAc

o M.M.: 347 g.mol™
%NHZ P.F.: 119,5-122,6 <C {literatura: 120-122 °C (JARRAHPOUR,
AcO

OAC 2004)}.

4.2.1.4 Procedimento geral de sintese de 7-11

Em um baldo de 50 mL, imerso em banho de gelo e 4gua, 1 g de 6 (2,9 mmol) foi
dissolvido em 5 mL de piridina. O respectivo agente acilante ou sulfonilante foi adicionado
gota a gota, na quantidade apropriada, conforme mostrado na Tabela 6, e a mistura
reagente foi agitada sob as mesmas condi¢des. O progresso da reacao foi acompanhado
por CCD (diclorometano/EtOAc 1:1). Apds o término da mesma, a solucdo reagente foi
vertida em gelo pilado e submetida & extracdo com trés por¢ces de 15 mL de
diclorometano. As camadas organicas reunidas foram lavadas com cinco porc¢des de 10
mL de solucéo de acido cloridrico 1 mol/L e, em seguida, com agua destilada até o pH da
fase aquosa da ultima lavagem permanecer seis. A fase organica foi secada com sulfato

de sédio anidro e o solvente removido em evaporador rotatério.

Tabela 6: Condicbes empregadas na sintese de 7-11.

Agente Rendimento a partir
Produto acilante/sulfonilante Tempo de reagao (min) de 4 (%)
(proporcéo molar)

7 (CH4C0),0 120 80
(5,5)
CeH.COCI
8 5o 60 88
CH,SO,Cl
9 e 150 73
10 CoHsSO-Cl 80 78

(2)
4-CH3-CsH,SO,CI

11 2)

140 69
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4.2.1.4.1 Dados de caracterizagao de 2,3,4,6-tetra- O-acetil-1-acetilamino-1-desoxi- -

D-galactopiranose (7)

Solido branco cristalino (0,83 g; 2,14 mmol)
F.M.: C16H23010N

OAc _OAc )
6 0O T M.M.: 389 g.mol
4
ACO 5 e \1_N CH3 P.F.: 169,6-170,8 C {literatura: 173 °C (FRUSH, 1951)},
c
3 OAc Y [alo +33,0 (¢ 2, CHCly) {literatura: [o]p +34,7 (C 2,

0
CHCl,), (FRUSH, 1951)}.

IV (V max, cM™Y): 3200 (N-H), 1756 e 1737 (C=0 de éster), 1666 (C=O de amida), 1223 (C-O),
1050 (C-O-C).

RMN de 'H (J CDCls; 200 MHz): 6,50 (d; 1H; Juw1 8,9 Hz; NH); 5,45 (d; 1H; J 1,7 Hz); 5,30-5,05
(m; 3H); 4,17-4,02 (m; 3H); 2,15 (s; 3H; COCHjs); 2,07-1,99 (m; 12H; OCOCHs).

RMN de **C (d CDCl3; 50 MHz): 171,26-170,09 (OCOCHS,); 169,80 (NHCOCHS,); 78,57 (C-1);
72,50 (C-3); 70,99 (C-5); 68,44 (C-2); 67,34 (C-4); 61,32 (C-6); 23,37 (NHCOCHs,); 20,80-20,59
(OCOCH;).

4.2.1.4.2 Dados de caracterizagédo de 2,3,4,6-tetra- O-acetil-1-benzoilamino-1-desoxi-

-D-galactopiranose (8)

Solido branco cristalino (1,06 g; 2,35 mmol)

F.M.: C31H25010N

M.M.: 451 g.mol™

P.F.: 143-144,5 < {literatura: 148-149 °C KOVACS,
2001)}

[a]p +6,0 (c 2, CHCIy) {literatura: [a]p +4,9, ¢ 1 CHCl;
(KOVACS, 2001)}.

IV (V max, cm™): 3324 (N-H), 1736 (C=0 de éster), 1677 (C=O de amida), 1605 (C=C), 1212 (C-
0), 1055 (C-0-C), 720, 655 (C-H de anel aromatico monossubstituido).

RMN de *H (J CDCl3; 200 MHz): 7,78 (d; 2H; Jz. 3.¢. 5 7 Hz; H-2' € H-6"); 7,58-7,41 (m; 3H; H-3',
H-4" e H-5'); 7,12 (d; 1H; Juu: 8,89 Hz; NH); 5,49-5,23 (m; 4H); 4,18-4,09 (m; 3H); 2,15-2,02 (m;
12H; COCHy).

RMN de *C (& CDCly; 50 MHz): 171,90-169,91 (OCOCH3); 167,19 (NHCO); 132,99 (C-1');
132,50 (C-4); 128,87 (C-2' e C-6'); 127,36 (C-3' e C-5’); 79,32 (C-1); 72,48 (C-3); 72,48 (C-5);
70,93 (C-2); 68,69 (C-4); 61,25 (C-6); 20,91-20,72 (OCOCHj3).
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4.2.1.4.3 Dados de caracterizacdo 2,3,4,6-tetra- O-acetil-1-desoxi-1-metanossulfonil-

amino- B-D-galactopiranose (9)

Solido branco apds recristalizagdo em isopropanol
(0,83 g; 1,95 mmol)

F.M.: C15H2301:NS

M.M.: 425 g.mol™

P.F.: 187-188 C

[a]p +31,8 (c 1, CHCIy)

IV (V max, cm™): 3188 (N-H), 1754, 1738 e 1713 (C=0), 1333, 1152 (SO,), 1215 (C-0), 1035 (C-
0-C).

RMN de 'H (0 CDCl3; 200 MHz): 8,46 (d; 1H; Jym,1 9,9 Hz; NH); 5,26 (m; 2H); 5,00 (t; 1H; Jynw=
9,8 Hz; H-1); 4,85; (t; 1H; J,1 8,9 Hz; H-2); 4,32-4,26 (m; 1H; H-3); 4,11-4,04 (m; 2H); 2,95 (s; 3H;
SO,CHjy); 2,10-1,91 (m; 12H; OCOCHy).

RMN de **C (& CDCl;; 50 MHz): 169,91-169,71 (OCOCHS,); 82,23 (C-1); 71,23 (C-3); 70,83 (C-
5); 67,42 (C-2 e C-4); 61,49 (C-6); 42,82 (SO,CHj3); 20,53-20,35 (OCOCHj3).

4.2.1.4.4 Dados de caracterizagéo de 2,3,4,6-tetra- O-acetil-1-benzenossulfonilamino-

1-desoxi- 3-D-galactopiranose (10)

Solido branco apds recristalizagdo em agua (1,01 g;
2,08 mmol)

OAc OAc F.M.: CyoH.50,:NS
% /@ M.M.: 487,5 g.mol™*
1 N
S OA \\ P.F.: 112,5-114,0 T

C
[a]o +23,9 (c 1,CHCly)

IV (7 max, cmY): 3133 (N-H), 1751 e 1717 (C=0), 1485 e 1447 (C=C), 1331 e 1159 (SO,), 1210
(C-0), 1046 (C-0O-C).

RMN de 'H (& CDCl3; 200 MHz): 7,89 (d; 2H; Jy 3.6 5 6,8 Hz; H-2" e H-6"); 7,58-7,46 (m; 3H; H-
3, H-4' e H-5); 5,81 (d; 1H; Jun1=9,7 Hz; NH); 5,38 (d; 1H; J 1,9 Hz; H-4); 5,09-5,00 (m; 2H);
4,87-4,77 (m; 1H); 4,01-3,80 (m; 3H); 2,09-1,97 (m; 12H; OCOCH,).

RMN de **C (& CDCls; 50 MHz): 171,08-169,92 (OCOCHS3); 141,50 (C-1'); 133,02 (C-4’); 129,06
(C-2' e C-6"); 127,18 (C-3' e C-5'); 83,32 (C-1); 72,30 (C-3); 70,89 (C-5); 67,80 (C-2); 67,02 (C-4);
61,05 (C-6); 20,77-20,62 (OCOCHj).
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4.2.1.4.5 Dados de caracterizagéo de 2,3,4,6-tetra- O-acetil-1-desoxi-1-(4-metilbenze-

nossulfonilamino)- B-D-galactopiranose (11)

Solido branco cristalino (0,92 g;1,84 mmol)
F.M.: C21H27011NS

1 3I !
OAc_OAc 2 4 _CHs
L<E o M /©/ M.M.: 501,5 g.mol™
2 1 5
5 1 _N : -
ACO s P.F.: 153,8-154,7 C
3 0" "o

OAc 47 ¥ [a]o +11,9 (¢ 1, CHCLy)

IV (7 max, cm™): 3185 (N-H), 1751 e 1720 (C=0), 1595, 1480 e 1434 (C=C), 1341, 1157 (SOy),
1213 (C-0O), 1047 (C-O-C).

RMN de *H (g CDCls; 200 MHz): 7,76 (d; 2H; Jy 3. 6.5 8,2 Hz; H-2' € H-6'); 7,28 (d; 2H; Jz2. 56
8 Hz; H-3' e H-5"); 5,78 (d; 1H; Jyn19,8 Hz; NH); 5,38 (sl; 1H; H-4); 5,08-5,05 (m; 2H); 4,81 (t; 1H;
J 8,46 Hz); 3,99-3,84 (m; 3H; H-5; H-6a e H-6b); 2,41 (s; 3H; ArCHs); 2,09-1,97 (m; 12H;
OCOCH;).

RMN de **C (& CDCls; 50 MHz): 171,05-169,94 (OCOCHs3); 143,85 (C-1'); 138,55 (C-4'); 129,60
(C-2' e C-6"); 127,23 (C-3' e C-5'); 83,29 (C-1); 72,23 (C3); 70,9 (C-5); 67,78 (C-2); 67,06 (C-4);
61,04 (C-6); 21,64-20,67 (ArCH; e OCOCHj).

4.2.1.5 Procedimento geral de sintese de 5 e 12-16

Em baldo de 100 mL, imerso em banho de gelo e agua, 4 ou os derivados per-O-
acetilados (7-11) foram dissolvidos em 20 mL de solucdo metandlica de metdéxido de
sodio, preparada pela dissolu¢do de um pedaco de cerca de 30 mg de sédio metalico em
metanol anidro. A mistura reagente foi deixada a temperatura ambiente e agitacao
magneética até que, por CCD (diclorometano/EtOAc 1:1), fosse verificado o término da
reacdo. A solucao foi entdo neutralizada com resina de troca catibnica Amberlite” IRA-120
e 0 solvente destilado em evaporador rotatério. Quando necessario, o solido obtido foi

recristalizado em solvente apropriado.

4.2.1.5.1 Dados de caracterizagédo de 1l-azido-1-desoxi- B-D-galactopiranose (5)
Soélido branco cristalino [0,19 g (0,92 mmol; 72 %) a

OH _©H o partir de 0,5 g (1,3 mmol) de 4]
N3 F.M.: C6H1:05Ns
HO OH M.M.: 205 g.mol™

P.F.: 146,6-147,5 C
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4.2.1.5.2 Dados de caracterizagdo de 1-acetilamino-1-desoxi- [-D-galactopiranose

(12)
Solido branco [0,556 g (2,50 mmol; 98%) a partir de
19 (2,5 mmol) de 7]
F.M.: CgH1506N
OH OH gl 1156
6 O H M.M.: 221 g.mol™*
4 | ,
5 2 \1_N CHs P.F.: 234,1-235,2 C {literatura: 233 °C (FRUSH,.

HO
3 OH Y 1951)}

[a]p +8,0 (c 2, H,0) {literatura: +9,8, (c 2, H,0)
(FRUSH, 1951)}.

IV (V max, cm™): 3383-3270 (N-H e O-H), 1670 (C=0), 1548 (C-N), 1084 (C-O-C).

RMN de H (& DMSO-dg; 200 MHz): 8,36 (d; 1H; Jui1 9,1Hz; NH); 4,76 (d; 1H; J 4,2 Hz; OH);
4,69-4,53 (m; 5H); 4,4 (d; 1H; J 3,2 Hz; OH); 3,66 (sl; 1H); 3,45-3,33 (m; 5H); 1,81 (s; 3H; CHa).
RMN de C (& DMSO-ds; 50 MHz): 169,78 (NHCOR); 79,94 (C-1); 76,64 (C-3); 74,23 (C-5);
69,70 (C-2); 68,28 (C-4); 60,54 (C-6); 22,92 (COCHs).

4.2.1.5.3 Dados de caracterizagdo de 1-benzoilamino -1-desoxi- B-D-galactopiranose

(13)
Soélido branco [1,01 g (3,60 mmol; 95%) a partir de
1,7 g (3,76 mmol) de 8]
F.M.: C13H:706N
OH OH o M.M.: 283 g.mol™*
4 i 1 P.F.: 117-119 < {literatura: 114-118 °C
HO - oH {KOVACS, 2001)}

[a]lp +38,0 (c 2, H,0) {literatura: +25,0 (c 0,02, H,O),
(PRIYA, 1999}

IV (7 max, cm™): 3305 (N-H e O-H), 1639 (C=0), 1602, 1578, 1542, 1492, 1448 (C=C), 1077
(C-0O-C).

RMN de 'H (& DMSO-dg; 200 MHz): 8,86 (d; 1H; Jyn1 8,8 Hz; NH); 7,93 (d; 2H; J2 3¢ 5 6,6 Hz;
H-2' e H-6'); 7,53-7,42 (m; 3H; H-3', 4 e 5°); 4,94 (t; 1H; J.nn 8,9 Hz; H-1); 4,81 (sl; 1H); 4,62 (sl;
1H); 4,45 (sl; 1H); 3,74-3,46 (m; 3H; H-5; H-6a e H-6b).

RMN de *C (J DMSO-dg; 50 MHz): 166,79 (NHCOAT); 134,21 (C-1'); 131,53 (C-4’); 128,24 (C-
2' e C-6); 127,73 (C-3' e C-5'); 80,88 (C-1); 76,99 (C-3); 74,33 (C-5); 69,43 (C-2); 68,45 (C-4);
60,66 (C-6).
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4.2.1.5.4 Dados de caracterizacdo de 1-desoxi-1-met anossulfonilamino- [-D-galacto-

piranose (14)

Soélido branco [0,63 g (2,5 mmol; 87%) a partir de
1,2 g (2,82 mmol) de 9]

F.M.: C;H150;NS

M.M.: 257 g.mol™

P.F.: 97,5-98,5 C

[a]p +14,1 (c 1; CH30H)

IV (7 max, cM™): 3542-3125 (N-H e O-H), 1302, 1142 (SO,), 1035 (C-O-C)

RMN de 'H (§ DMSO-dg; 200 MHz): 7,94 (d; 1H; Juus 7.4 Hz; NH); 4,86-4,79 (m; 2H); 4,58 (t;
1H; J 5,2 Hz; H-4); 4,45 (d; 1H; J 3,34 Hz); 4,18 (tl; 1H); 3,47-3,32 (m; 6H); 2,95 (s; 3H; SO,CHs)
RMN de **C (§ DMSO-ds; 50 MHz): 85,33 (C-1); 76,68 (C-3); 74,19 (C-5); 69,48 (C-2); 68,26 (C-
4); 60,69 (C6); 43,43 (SO,CHs)

4.2.1.5.5 Dados de caracterizagdo de 1-benzenossulf onilamino-1-desoxi- [3-D-galacto-

piranose (15)

Solido branco a incolor apds recristalizacdo em
isopropanol [0,96 g (3,0 mmol; 92%) a partir de 1,6 g
OH OH (3,28 mmol) de 10 ]
F.M.: C12H1;07NS
% /@ M.M.: 319 g.mol™*
o’ ‘\ P.F.: 143,5-145,0 T
[a]p +16,0 (c 1, CH30H)

IV (7 max, cmY): 3380-3228 (N-H e O-H), 1584, 1477, 1459, 1448 (C=C), 1335, 1152 (SO,), 1032
(C-0-C)

RMN de H (& DMSO-dg; 200 MHz): 8,47 (d; 1H; Jyn.1 8,96 Hz; NH); 7,85 (d; 2H; J» 3.¢ 5 6,8 Hz;
H-2' e H-6); 7,57-7,46 (m; 3H; H-3', H-4' e H-5"); 4,85-4,77 (m; 2H); 4,40-4,29 (m; 3H); 3,63 (s;
1H); 3,36-3,17 (m; 4H); 3,11-3,04 (m; 1H)

RMN de *C (§ DMSO-ds; 50 MHz): 143,03 (C-1'); 131,94 (C-4); 128,47 (C-2' e C-6); 126,88
(C-3' e C-5); 85,32 (C-1); 76,11 (C-3); 74,25 (C-5); 69,39 (C-2); 67,59 (C-4); 59,52 (C-6)
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4.2.1.5.6 Dados de caracterizagéo de 1-desoxi-1-(4- metilbenzenossulfonilamino)- [-D-

galactopiranose (16)

Solido branco-amarelado [0,6 g (1,8 mmol; 91%) a
' partir de 1 g (2,0 mmol) de 11 ]
F.M.: C13H1507NS
M.M.: 333 g.mol™
P.F.:171,8-173,1 C
[a]p +11,9 (c 1, CH30OH)

IV (V max, €M™): 3411-3246 (N-H e O-H), 1599, 1496, 1457, 1403 (C=C), 1336, 1156 (SO,) 1037
(C-0-C), 815 (C-H de anel aromatico 1,4-dissubstituido)

RMN de 'H (d DMSO-dg; 200 MHz): 8,36 (s; NH); 7,74 (d; 2H; J, 5. ¢.5 7,6 Hz; H-2' e H-6"); 7,30
(d; 2H; J3 2. 56 7,5 Hz; H-3' € H-5'); 4,78-4,74 (m; 2H); 4,34-4,33 (m; 3H); 3,64 (sl; 1H); 3,36-3,27
(m; 5H); 3,14-3,11 (m; 1H); 2,35 (s; ArCHs)

RMN de *C (4 DMSO-dg; 50 MHz): 141,99 (C-1'); 140,27 (C-4'); 128,84 (C-2’ e C-6); 126,94 (C-
3’ e C-5'); 85,30 (C-1); 76,14 (C3); 74,24 (C5); 69,40 (C2); 67,63 (C4); 59,60 (C-6); 20,97 (ArCHz)

4.2.2 Sintese dos B-D-galactopiranosideos de arila

4.2.2.1 Procedimento geral de sintese de 17-22

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 30 mL de agua, hidréxido de litio e 0
composto fendlico correspondente. Manteve-se a mistura sob agitacdo a temperatura
ambiente até a solubilizacdo completa dos reagentes. Em seguida, adicionou-se uma
solucdo de 3 em 30 mL de acetona. Deixou-se a mistura reagente sob as mesmas
condi¢cBes e o desenvolvimento da reacdo foi acompanhado por CCD. Ao fim da mesma,
verteu-se a mistura em uma cépsula de porcelana e evaporou-se a acetona com corrente
de ar. O residuo obtido foi extraido com trés porcdes de 30 mL de diclorometano e as
fases organicas reunidas e lavadas com cinco por¢des de 30 mL de solucdo de hidréxido
de sédio a 10%, seguido de agua destilada até pH aproximadamente 7. A fase organica
foi entdo secada com sulfato de sédio anidro e o solvente eliminado no evaporador
rotatorio. Na Tabela 7 podem ser observados detalhes da reacdo com cada derivado

fendlico empregado.
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Tabela 7: CondicBes empregadas nas reacdes de sintese de 17-22.

Produto Composto fendlico Propor¢cédo molar Eluente da CCD
entre fenol / LIOH / 3
17 4-hidroxibenzaldeido 3:3:1 diclorometano/EtOAc 8:2
18 4-hidroxibenzoato de metila 3:3:1 hexano/EtOAc 1:1
4-hidroxi-3- _
19 3:3:1 diclorometano/EtOAc 9:1
metoxibenzaldeido
20 4-nitrofenol 3:3:1 diclorometano/EtOAc 9:1
4-hidroxi-3-nitrobenzoato
21 _ 3:3:1 diclorometano/EtOAc 9:1
de metila
22 N-(4-hidroxifenil)acetamida 3:3:11 diclorometano/EtOAc 9:1

4.2.2.1.1 Dados de caracterizacdo de 2,3,4,6-tetra- O-acetil- B-D-galactopiranosideo de
4-formilfenila (17)

Soélido branco apds cristalizacao do 6leo obtido com
éter de petréleo [3,3 g (9,9 mmol; 29%) a partir de
10,37 g (25,2 mmol) de 3]

F.M.: C50H24011

M.M.: 440 g.mol™

P.F.: 105,5-106,9 C {literatura: 106 T
(DEVALAPALLY et al., 2007)}

[a]p -12,0 (c 1, CHCI,) {literatura: -11,5 (c 1 CHCly),
(DEVALAPALLY et al., 2007)}

IV (V max, cm™): 1735 (C=0 de éster), 1700 (C=0 de aldeido), 1603, 1580, 1507 (C=C), 1222 (C-
0), 1045 (C-O-C)

RMN de *H (J CDCl3; 200 MHz): 9,93 (s; 1H; CHO), 7,86 (d; 2H; Jz.»- 5.6 8,74 Hz; H-3' e H-5),
7,13 (d; 2H; J» 3. ¢ 5 8,65 Hz; H-2' e H-6"), 5,58-5,48 (m; 2H, H-2 e H-3), 5,23-5,12 (m; 2H; H-1 e
H-4), 4,30-4,15 (m; 3H; H-5, H-6 e H-6"), 2,19-2,03 (m; 12H; 4 x OCOCH>)

RMN de C (§ CDCl;; 50 MHz): 190,82 (CHO), 170,42-170,17 (4 x OCOCHj), 169,42 (C-1"),
161,43 (C-4’), 131,92 (C-3' e C-5’), 116,88 (C-2’' e C-6"), 98,71 (C1), 71,46 (C-3), 70,80 (C-5),
68,57 (C-2), 66,94 (C-4), 61,50 (C-6), 20,73-20,65 (4 x OCOCH3)




Parte experimental 101

4.2.2.1.2 Dados de caracterizagao de 2,3,4,6-tetra- O-acetil- B-D-galactopiranosideo de

4-metoxicarbonilfenila (18)

Solido branco [3,18 g (6,59 mmol; 42%) a
partir de 6,5 g (15,8 mmol) de 3]

F.M.: C3H2015

M.M.: 482 g.mol™

P.F.: 141-142 C

[alp +8,0 (c 1, CHCly)

IV (V max cm'l): 1737 (C=0 de éster alifatico), 1715 (C=0 de éster aromético), 1607, 1586, 1511,
1439 (C=C), 1219 (C-0), 1046 (C-O-C)

RMN de H (& CDCl3; 200 MHz): 8,00 (d; 2H; Jz»-5¢ 8,77 Hz; H-3' e H-5’), 7,03 (d; 2H; J2 3.6 5
8,78 Hz; H-2' e H-6'), 5,56-5,47 (m; 2H), 5,16-5,09 (m; 2H), 4,28-4,08 (m; 3H), 3,90 (s; 3H;
COOCHsy), 2,19-2,02 (m; 12H; 4 x OCOCHy)

RMN de *C (J CDCl3; 50 MHz): 170,33-169,32 (4 x OCOCH;), 166,45 (COOCHSs), 160,26 (C-
1), 131,58 (C-3’ e C-5’), 125,09 (C-4’), 116,00 (C-2’ e C-6), 98,84 (C-1), 71,30 (C-3), 70,75 (C-
5), 68,52 (C-2), 66,85 (C-4), 61,42 (C-6), 52,06 (COOCHSa), 20,70-20,56 (4 x OCOCHy)

4.2.2.1.3 Dados de caracterizagao de 2,3,4,6-tetra- O-acetil- B-D-galactopiranosideo de

4-formil-2-metoxifenila (19)

Solido branco apoés cristalizacdo do Oleo obtido
com éter de petréleo [0,88 g (1,8 mmol; 25%) a
partir de 3 g (7,3 mmol) de 3]

F.M.: CH3601,

M.M.: 482 g.mol™

P.F.: 122-124 C ({literatura: 123-124 °C (MOHRI et
al., 2003)}

[alp -3,0 (c 1, CH3;OH) ({literatura: -3,5 (c 1,
CH;OH), (MOHRI et al., 2003)}

IV (V max, cmM™): 1762, 1740 (C=0 de éster), 1693 (C=0 de aldeido), 1588, 1515 (C=C), 1224 (C-
0), 1040 (C-O-C)

RMN de 'H (& CDClg; 200 MHz): 9,86 (s; 1H; CHO), 7,40-7,19 (m; 3H; H-3', H-5' e H-6"), 5,57-
5,42 (m; 2H), 5,10 (dd; 1H; Js, 9,66 Hz, J 5. 3,34 Hz; H-3), 5,04 (d; 1H; J;, 8,0 Hz; H-1), 4,22-
4,02 (m; 3H), 3,86 (s; 3H; OCHs), 2,14-1,99 (m; 12H; 4 x OCOCHo,)

RMN de **C (J CDCl3; 50 MHz): 190,76 (CHO), 170,15-169,19 (4 x OCOCH,), 151,13 (C1),
150,73 (C-27), 132,55 (C-4’), 125,20 (C-5’), 117,73 (C-3’), 110,62 (C-6), 100,12 (C-1), 71,10
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(C-3), 70,41 (C-5), 68,31 (C-2), 66,69 (C-4), 61,18 (C-6), 55,95 (OCH;), 20,47 (4 x OCOCHs)

4.2.2.1.4 Dados de caracterizagao de 2,3,4,6-tetra- O-acetil- B-D-galactopiranosideo de
4-nitrofenila (20)
Solido cristalino branco-amarelado apos re-
cristalizacdo em isopropanol [1,96 g (4,17 mmol;
OAc OAc 42%) a partir de 4,1 g (9,9 mmol) de 3]
4%0 o2 F.M.: CaoHs01,N
AcO E M.M.: 469 g.mol™
3 OAc ;©\4' P.F.: 139-140 < {literatura: 143-145 °C (KLEINE et
g No2 1985)}
[a]p —22,0 (c 1, CHCIs) {literatura: -11 (c 2, CHCly)
(KLEINE et al., 1985)}
IV (V max, cm’Y): 1739 (C=0), 1611, 1516, 1496 (C=C), 1591, 1345 (NO,), 1220 (C-O), 1044 (C-
0O-C)
RMN de 'H (& CDCls; 200 MHz): 8,19 (d; 2H; J3.»- 5.6 9,22 Hz; H-3' e H-5'), 7,08 (d; 2H; J» 3. .5
9,21 Hz; H-2' e H-6"), 5,52-5,46 (m; 2H), 5,20-5,12 (m; 2H), 4,17-4,14 (m; 3H), 2,18-2,01 (m; 12H;
4 x OCOCHs)
RMN de **C (& CDClz; 50 MHz): 170,43-170,17 (4 x OCOCH), 161,39 (C-1'), 143,39 (C-4),
125,94 (C-3' e C-5’), 116,76 (C-2' e C-6’), 98,77 (C-1), 71,64 (C-3), 70,74 (C-5), 68,48 (C-2),
66,89 (C-4), 61,52 (C-6), 20,82-20,69 (4 x OCOCH,)

4.2.2.1.5 Dados de caracterizacdo de 2,3,4,6-tetra- O-acetil- B-D-galactopiranosideo de

4-metoxicarbonil-2-nitrofenila (21)

Sdlido branco apdés solubilizacdo do produto
bruto em isopropanol fervente e precipitacao
com agua [2 g (3,8 mmol; 37 %) a partir de
4,35 g (10 mmol) de 3]

F.M.: C;Hs014N

M.M.: 527 g.mol™

P.F.: 160-161,5 C {literatura: 163 C
(KROEGER; THIEM, 2007)}

[alp +54,0 (c 0,5, CHLCI) {literatura: + 57
(c 0,5, CH3Cl) (KROEGER; THIEM, 2007)}

IV (V max cm'l): 1751 (C=0 de éster alifatico), 1713 (C=0 de éster aromético), 1618, 1583, 1503,
1439 (C=C), 1210 (C-0), 1035 (C-0O-C), 766 (C-H de anel aromatico 1,2,4-trissubstituido)
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RMN de *H (J CDCls; 200 MHz): 8,45 (d; 1H; Js.5 1,96 Hz; H-3"), 8,19 (dd; 1H; Js. ¢ 8,75 Hz; J5 5
1,98 Hz; H-5"), 7,40 (d; 1H; Js 5 8,77 Hz; H-6'), 5,62-5,48 (m; 2H), 5,22-5-10 (m; 2H; H-1 e H-3),
4,28-4,16 (m; 3H), 3,95 (s; 3H; COOCHs), 2,19-2,02 (m; 12H; 4 x OCOCH)

RMN de **C (J CDCl3z; 50 MHz): 170,42-169,37 (4 x OCOCH,), 164,69 (COOCH,), 152,63 (C-
1), 140,86 (C-5), 134,86 (C-2’), 126,85 (C-3'), 125,69 (C-4), 118,41 (C-6’), 100,26 (C-1), 71,86
(C-3), 70,56 (C-5), 67,81 (C-2), 66,83 (C-4), 61,58 (C-6), 52,85 (COOCH;), 20,81-20,70 (4 x
OCOCH;)

4.2.2.1.6 Dados de caracterizacdo de 2,3,4,6-tetra- O-acetil- B-D-galactopiranosideo de

4-acetilaminofenila (22)

OAc OAc Solido branco [1,9 g (3,95 mmol; 32%) a partir
4 6 20 o 5 de 59 (12,1 mmol) de 3]
5 1 '
AcO ’ s O F.M.: C2H2;01:N
3 OAc 4 )k M.M.: 481 It
o M. g.mo
5 'T' CHs pr.75761C
H

IV (V max, cm™): 3313 (N-H), 1742 (C=0 de éster), 1668 (C=0 de amida), 1606, 1538, 1508
(C=C), 1210 (C-0), 1040 (C-O-C)

RMN de *H (& CDClg; 200 MHz): 7,93 (s; 1H; N-H), 7,43 (d; 2H; J32. 56 8,7 Hz; H-3' e H-5'),
6,94 (d; 2H; Jo 5. ¢.5 8,7 Hz; H-2' e H-6"), 5,50-5,41 (m; 2H), 5,11 (dd; 1H; J;, 10,5 Hz; J;4 3,04
Hz; H-3), 4,99 (d; 1H; J,, 7,86 Hz; H-1), 4,27-4,02 (m; 3H), 2,17-2,01 (m; 15H; NHCOCH; e 4 x
OCOCHs)

RMN de C (d CDClz; 50 MHz): 170,57-169,64 (4 x OCOCHs), 169,02 (NHCOCHS,), 153,74
(C-1'), 133,59 (C-4"), 121,87 (C-3' e C-5’), 117,70 (C-2' e C-6’), 100,20 (C-1), 71,16 (C-3), 70,95
(C-5), 68,84 (C-2), 67,08 (C-4), 61,50 (C-6), 24,28 (NHCOCHs), 20,87-20,76 (4x OCOCHs,)

4.2.2.2 Procedimento geral de sintese de 23 e 24

A um baldo de 100 mL foram adicionados 10 mL de tetraidrofurano e 50 mg de
paladio-carvdo 10 %. O baléo foi vedado com septo de borracha e a suspensdo mantida
sob agitacao e atmosfera de hidrogénio por 15 minutos. Em seguida, a esta suspensao foi
adicionada solucéo do nitrocomposto (20 ou 21) em 10 mL de tetraidrofurano, por meio de
seringa. Deixou-se a mistura reagente sob agitacdo, temperatura ambiente e atmosfera

de hidrogénio até que se detectou, por CCD (cloroformio/EtOAc 9:1), o fim da reagdo. A

103



Parte experimental 104

mistura foi entdo filtrada em coluna de silica gel com tetraidrofurano para remoc¢éo do

catalisador e o solvente eliminado a frio com ar comprimido.

4.2.2.2.1 Dados de caracterizacdo de 2,3,4,6-tetra- O-acetil- B-D-galactopiranosideo de

2-amino-4-metoxicarbonilfenila (23)

Sdlido branco apos cristalizagéo do 6leo
obtido com éter etilico [0,124 g (0,25 mmol;
26%) a partir de 0,5 g (0,95 mmol) de 21 ]

F.M.: ngH27012N
M.M.: 497 g.mol™
P.F.: 135,5-135,9 °C

IV (V max, cm™): 3468, 3372 (N-H primario), 1747, 1732 (C=0 de éster alifatico), 1705 (C=0 de
éster aromatico), 1616, 1597, 1510, 1451 (C=C), 1219 (C-0O), 1046 (C-O-C), 763 (C-H de anel

aromatico 1,2,4-trissubstituido)

RMN de 'H (g CDCl3; 200 MHz): 7,44-7,38 (m; 2H; H-3' e H-5), 6,93 (d; 1H; Js5 8,23 Hz;
H-6"), 5,54-5,46 (m; 2H), 5,14 (dd; 1H; J;, 10,66 Hz; J;4 3,1 Hz; H-3), 5,06 (d; 1H; J1, 7,77 Hz;
H-1), 4,23-4,13 (m; 5H), 3,84 (s; 1H; COOCHa), 2,17-2,01 (m; 12H; 4 x OCOCHs,)

RMN de *3C (J CDCl;; 50 MHz): 170,46-170,12 (4 x OCOCH;), 166,95 (COOCH,), 147,69 (C-
1), 137,09 (C-2), 125,62 (C-4’), 120,09 (C-5’), 116,48 (C-3'), 114,18 (C-6'), 99,98 (C-1), 71,34
(C-3), 70,50 (C-5), 68,81 (C-2), 66,94 (C-4), 61,52 (C6), 52,08 (COOCH,), 21,02-20,68 (4 x
OCOCH;5)

4.2.2.2.2 Dados de caracterizacdo de 2,3,4,6-tetra- O-acetil- B-D-galactopiranosideo de
4-aminofenila (24)

Oleo amarelado [0,26 g (0,59 mmol; 56 %) a partir

de 0,5 g (1 mmol) de 20 ]

F.M.: CyH250:0N

M.M.: 439 g.mol™

[a]p +4,5 (c 1, CHCI,) {literatura: [a]p +3,8 (c 1,
5 CHCl,) (KLEINE et al., 1985)

IV (7 max, cm™Y): 3372 (N-H), 1740 (C=0), 1509 (C=C), 1209 (C-O), 1041 (C-O-C), 829 (C-H de

anel aromatico 1,4-dissubstituido)
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4.2.2.3 Procedimento geral de sintese de 25,26e2 7

Em um baldo de 50 mL a amina correspondente (23 ou 24) foi solubilizada em
3 mL de piridina. A solucdo, sob agitacdo magnética, foi resfriada em banho de gelo e
agua e a ela adicionou-se, por gotejamento, o agente acilante ou sulfonilante (Tabela 8).
A reacao foi mantida nessas condi¢cbes e acompanhada por CCD. Verificado o fim da
reacado, acidificou-se a mistura a pH 1 com HCI concentrado. Extraiu-se a mistura com
trés porcdes de 30mL de diclorometano, lavou-se a mesma com trés por¢cdes de 30mL de
solucao de bicarbonato de sédio a 10% p/v e, finalmente, com agua destilada até pH 7. A
fase orgéanica foi entdo secada com sulfato de sddio anidro e o solvente eliminado em

evaporador rotatorio.

Tabela 8: Condi¢cdes empregadas nas reacdes de sintese de 25-27.

Produto  Derivado aminico Agente acilante ou Eluente da CCD Tempo de
sulfonilante reagao (min)
CH3SO,ClI
”e 24 (0,16 mL: 0,24 g; hexano/EtOAc 190
(0,468 g; 1,06 mmol) 2,12 mmol) 1:1
(CH3CO0),0
26 23 0,35 mL ; 0,39 g; hexano/EtOAc 120
(0,94 g; 1,89 mmol) 3,78 mmol) 6:4
. 23 CH,S0,Cl hexano/EtOAc 140
(0,60 g: 1,20 mmol) (0,19 mL; 0,27 g; 2,40 mmol) g2

4.2.2.3.1 Dados de caracterizacdo de 2,3,4,6-tetra- O-acetil- 3-D-galactopiranosideo de

4-metanossulfonilaminofenila (25)

Soélido branco, ap6s purificacéo do 6leo
OAC OAC obtido, por CCS com EtOAc/hexano 1:1
6 0O ' [0,326 g (0,63 mmol; 59 %)]

F.M.: C21H27012NS

M.M.: 517 g.mol™

P.F.: 79-80,2 C

[a]p +44,0 (c 1, CHCIy)
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IV (V max, cm™): 3257 (N-H), 1746 (C=0), 1507 (C=C), 1369, 1152 (SO,), 1214 (C-0), 1045
(C-0-C)

RMN de 'H (J CDCl3; 200 MHz): 7,22 (d; 2H; J 3. 5. ¢ 8,10Hz; H-3' e H-5), 7,04 (d; 2H; J, 3.5
7,90 Hz; H-2' e H-6’), 6,97 (s; 1H; N-H), 5,52-5,43 (m; 2H), 5,13 (dd; 1H; J;, 10,4 Hz; J3,4 2,4 Hz;
H-3), 4,28-4,05 (m; 3H), 2,97 (s; 3H; NHSO,CHs), 2,18-2,01 (m; 12H; 4 x OCOCH5)

RMN de *C (J CDClg; 50 MHz): 170,628-169,61 (4 x OCOCH,), 165,01 (C-1'), 132,12 (C-4),
123,79 (C-3' e C-5'), 118,26 (C-2’' e C-6’), 99,89 (C-1), 71,23 (C-3), 70,93 (C-5), 68,76 (C-2),
67,04 (C-4), 61,51 (C-6), 39,18 (NHSO,CHz), 20,89-20,75 (4 x OCOCHy)

4.2.2.3.2 Dados de caracterizacdo de 2,3,4,6-tetra- O-acetil- 3-D-galactopiranosideo de

2-acetilamino-4-metoxicarbonilfenila (26)

Sdlido branco apos trituracéo do 6leo obtido
O com éter etilico [0,725 g (1,34 mmol; 71 %)]

)k F.M.: CZ4H29013N

M.M.: 539 g.mol™

P.F.: 169-169,5 C

IV (V max, €m™): 3402 (N-H), 1744 (C=0 de éster alifatico), 1717 (C=0 de éster aromaético), 1685
(C=0 de amida), 1607, 1597, 1531 (C=C), 1215 (C-O), 1060 (C-O-C), 765 (C-H de anel

aromatico 1,2,4-trissubstituido)

RMN de 'H (J CDClg; 200 MHz): 9,00 (d; 1H; J35 1,94 Hz; H-3'), 7,87 (s; 1H; N-H), 7,70 (dd;
1H; Js ¢ 8,58 Hz; Js 3 2,07 Hz; H-5'), 6,97 (d; 1H; J¢ s 8,62 Hz; H-6"), 5,51-5,42 (m; 2H; H-4 e
H-2), 5,19 (dd; 1H; J;, 10,56 Hz; J;4 3,35 Hz; H-3), 5,11 (d; 1H; J;,, 8,5 Hz; H-1), 4,24-4,12 (m;
3H; H-5, H-6 e H-6"), 3,85 (s; 1H; COOCHs3), 2,22-2,01 (m; 15H; NHCOCH; e 4 x OCOCHs)

RMN de *C (d CDClz; 50 MHz): 171,13-169,95 (4 x OCOCHs), 168,97 (NHCOCH,), 166,62
(COOCH;), 148,14 (C-1'), 128,38 (C-4), 125,61 (C-5'), 125,43 (C-2), 121,42 (C-3'), 112,52 (C-
6"), 99,30 (C-1), 71,50 (C-3), 69,98 (C-5), 69,22 (C-2), 66,77 (C-4), 61,44 (C-6), 52,23 (COOCHS,),
24,56 (NHCOCHj), 21,14-20,65 (4 x OCOCHj)
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4.2.2.3.3 Dados de caracterizagao de 2,3,4,6-tetra- O-acetil- -D-galactopiranosideo de

2-metanossulfonilamino-4-metoxicarbonilfenila (27)

Solido branco apés purificagdo do 6leo obtido
por CCS com EtOAc/hexano 1:1 [0,42 g (0,73
mmol; 61%)]

F.M.: C23H29014NS
M.M.: 575 g.mol™

P.F.: 78,2-80,3 C

IV (7 max, cm™): 3304 (N-H), 1744 (C=0 de éster alifatico), 1718 (C=0 de éster aromatico), 1608,
1509, 1437 (C=C), 1336, 1156 (SO,), 1213 (C-0O), 1040 (C-O-C), 765 (C-H de anel aromético
1,2,4-trissubstituido)

RMN de 'H (& CDCl3; 200 MHz): 8,19 (d; 1H; Js 5 1,85; H-3), 7,81 (dd; 1H; Js ¢ 8,2 Hz; H-5),
7,12 (d; 1H; Jg 5 8,5 Hz; H-6"), 7,03 (s; 1H; N-H), 5,51-5,42 (m; 3H), 5,23-5,13 (m; 2H); 4,24-4,15
(m; 3H); 3,90 (s; 3H; COOCHs,), 3,06 (s; 3H; NHSO,CHs), 2,21-2,03 (m; 12H; 4 x OCOCHs)

RMN de *C (J CDClz 50 MHz): 170,45-169,76 (4 x OCOCHs), 165,77 (COOCH;), 149,39
(C-1"), 127,59 (C-4’), 126,66 (C-5'), 125,99 (C-2"), 121,16 (C-3'), 114,65 (C-6'), 99,72 (C-1), 71,43
(C-3), 69,92 (C-5), 68,75 (C-2), 66,54 (C-4), 61,18 (C-6), 52,19 (COOCH;), 39,86 (NHSO,CH,),
20,76-20,39 (4 x OCOCH;).

4.2.2.4 Procedimento geral de sintese de 28-38

Em um baldo de 50 mL foi preparada uma solucdo de metoxido de sodio pela
solubilizacéo de cerca de 30 mg de sédio em 20 mL de metanol anidro, com resfriamento
em banho de gelo e agua. A esta solucao foi adicionado o glicosideo per-O-acetilado
correspondente e a mistura mantida sob agitacdo magnética, ainda sob resfriamento. Ao
fim da reacdo, detectado por CCD, o meio foi neutralizado por adicdo de resina Amberlite

IRA 120 e o solvente removido em evaporador rotatorio.
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4.2.2.4.1 Dados de caracterizagdo de [-D-galactopiranosideo de 4-formilfenila (28)

Sdlido branco [0,286 g (1 mmol; 91%) a partir de
0,59 (1,1 mmol) de 17 ]

F.M.: C13H1607
M.M.: 284 g.mol™

P.F.: 171-172,5 < {literatura: 177-178 <C,
(CSUROS et al., 1964)}

[a]po =62 (c 1, H,O) {literatura: -65 (c 1, H,0),
(CSUROS et al., 1964)}

IV (V max, cm™): 3347 (O-H), 1681 (C=0), 1598, 1580, 1511 (C=C), 837 (C-H de anel aromético
1,4-dissubstituido)

RMN de *H (& DMSO-dg; 200 MHz): 9,88 (s; 1H; CHO), 7,87 (d; 2H; J3 ». 56 8,6 Hz; H-3' e
H-57), 7,20 (d; 2H; J» 3. ¢ 5 8,6 Hz; H-2' e H-6’), 5,26 (d; 1H; J 5,07 Hz; O-H), 5,01 (d; 1H; J;»
7,50 Hz; H-1), 4,92 (d; 1H; J 5,62 Hz; O-H), 4,68 (t; 1H; J 5,3 Hz; O-H), 4,56 (d; 1H; J 4,49 Hz,
0O-H), 3,74-3,42 (m; 6H)

RMN de C (g DMSO-ds; 50 MHz): 191,49 (CHO), 162,25 (C-1'), 131,65 (C-3' e C-5'), 130,47
(C-4"), 116,46 (C-2' e C-6"), 100,38 (C-1), 75,70 (C-3), 72,25 (C-5), 70,19 (C-2), 68,14 (C-4),
60,37 (C-6)

4.2.2.4.2 Dados de caracterizagdo de [B-D-galactopiranosideo de 4-metoxicarbo-
nilfenila (29)
Soélido branco [ 0,29 g (0,92 mmol; 89%) a

OH ?H partir de 0,5 g (1,03 mmol) de 18]
4 1

HO

5 F.M.: C14H1808
M.M.: 314 g.mol™*

P.F.: 153,5-155 C

IV (V max, cm™): 3593-3380 (O-H), 1677 (C=0 de éster aromatico), 1606, 1514, 1439 (C=C),
1250 (C-0), 1057 (C-0-C)

RMN de H (& DMSO; 200 MHz): 7,91 (d; 2H; J3 > 56 8,82 Hz; H-3' e H-5'), 7,12 (d; 2H; J» 3
658,85 Hz; H-2' e H-6), 4,96 (d; 1H; J1, 7,53 Hz; H-1), 4,24 (sl), 3,81 (s; 3H; COOCHs,), 3,72 (d;
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1H; J 2,78 Hz), 3,64-3,50 (m; 5H), 3,44 (dd; 1H)

RMN de **C (§ DMSO; 50 MHz): 165,93 (COOCH,), 161,29 (C-1), 131,14 (C-3' e C-5), 122,93
(C-4"), 116,08 (C-2' e C-6"), 100,46 (C-1), 75,68 (C-3), 73,28 (C-5), 70,26 (C-2), 68,17 (C-4),
60,39 (C-6), 51,96 (COOCH;)

4.2.2.4.3 Dados de caracterizagdo de p-D-galactopiranosideo de 4-formil-2-meto-
xifenila (30)

Sdlido branco [0,267 g (0,85 mmol; 91%) a partir de
0,45 g (0,93 mmol) do 19]

F.M.: Cl4ngog
M.M.: 314 g.mol™*
P.F.:176-178 C

[alp =70 (c 1, H,0O) {literatura: -65 (¢ 1, H,0),
(AAMLID et al., 1990)}

IV (7 max, cM™): 3469-3256 (O-H), 1686 (C=0), 1589, 1507 (C=C), 1264 (C-O), 1019 (C-O-C)
RMN de 'H (& DMSO-dg; 200 MHz): 9,85 (s; 1H; CHO), 7,53-7,26 (m; 3H; H-3', H-5" e H-6),
5,19 (d; J 5,35 Hz; O-H), 5,06 (d; 1H; J 1, 7,5 Hz; H-1), 4,89 (d; 1H; J 5,7 Hz; O-H), 4,66 (t; 1H;
J 5,43 Hz; O-H), 4,55 (d; 1H; J 4,5 Hz; O-H), 3,84 (s; 3H; OCHs), 3,72-3,43 (m; 6H)

RMN de *C (& DMSO-dg; 50 MHz): 191,55 (CHO), 151,87 (C-1’), 149,38 (C-2), 130,47 (C-4),
125,32 (C-5"), 114,54 (C-3'), 110,63 (C-6"), 100,03 (C-1), 75,67 (C-3), 73,53 (C-5), 70,10 (C-2),
68,14 (C-4), 60,34 (C-6), 55,68 (OCHx)

4.2.2.4.4 Dados de caracterizacdo de [-D-galactopiranosideo de 4-nitrofenila (31)

Solido cristalino amarelo-claro [0,3 g (1 mmol; 94%) a
partir de 0,5 g (1 mmol) de 20 ]

F.M.: C14H17010N
M.M.: 301 g.mol™

P.F.: 176,3-178 T {literatura: 180-182 °C (MATTA,
BARLOW et al., 1977)}

[a]lp—=74,0 (c 1, H,0O) {literatura: -79,5 (c 1, H,0)
(MATTA, BARLOW et al., 1977}
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IV (7 max, cM™): 3380 (O-H), 1610, 1496, (C=C), 1592, 1339 (NO,), 1254 (C-0), 1080 (C-O-C),

852 (C-H de anel aromético 1,4-dissubstituido)

RMN de 'H (5 DMSO-ds; 200 MHz): 8,20 (d; 2H; J3». 5.6 8,79 Hz; H-3' e H-5), 7,21 (d; 2H; J, 5-
o5 8,73 Hz; H-2' e H-6"), 5,30 (d; 1H; J 3,48 Hz); 5,03 (d; 1H; J,, 7,2 Hz; H-1); 4,95 (d; J 3,45 Hz,
1H), 4,68 (sl; 1H), 4,59 (sl; 1H), 3,72-3,48 (m; 6H)

RMN de 2C (& DMSO-ds; 50 MHz): 162,52 (C-1'), 141,62 (C-4"), 125,71 (C-3' e C-5'), 116,56
(C-2’ e C-6"), 100,54 (C-1), 75,77 (C-3), 73,17 (C-5), 70,12 (C-2), 68,07 (C-4), 60,30 (C-6)

4.2.2.4.5 Dados de caracterizacdo de [-D-galactopiranosideo de 4-metoxicarbonil-2-

nitrofenila (32)

OH OH
6
4
HO

5 2 '
- OH

Sdlido branco [0,129 g (0,36 mmol; 95 %) a
partir de 0,2 g (0,38 mmol) de 22 ]
F.M.: C14H17010N

M.M.: 359 g.mol™

P.F.: 198 € dec.
[a]p —88,0 (c 0,4, CH3;OH) {literatura: -90 (c 0,4,
CH;OH) (KROEGER; THIEM, 2007)}

IV (7 max, cm™): 3556-3359 (O-H), 1690 (C=0), 1616, 1574, 1444 (C=C), 1533, 1352 (NO,), 1275

(C-0), 1057 (C-O-C)

RMN de 'H (§ DMSO-ds; 200 MHz): 8,35 (s; 1H; H-3"), 8,15 (d; 1H; J 7,94; H-5"), 7,54 (d; 1H;
J 8,54 Hz; H-6’), 5,26-4,67 (m; 5H), 3,86 (s; 3H; COOCHs5), 3,70-3,40 (m; 6H)

RMN de *C (d DMSO-dg; 50 MHz): 164,41 (COOCHj3), 153,15 (C-1), 139,65 (C-5'), 134,58
(C-2), 125,91 (C-3"), 122,84 (C-4’), 117,11 (C-6’), 100,89 (C-1), 75,98 (C-3), 73,29 (C-5), 70,00

(C-2), 68,00 (C-4), 60,26 (C-6), 52,59 (CHa)

4.2.2.4.6 Dados de caracterizacao de
fenila (33)

OH OH

4 0 Q .2
HO 5 22 \1.0_1 3 o
OH ,
3 Q M
5 |
H

B-D-galactopiranosideo de 4-acetilamino-

Sdlido branco ap06s recristalizacdo com metanol
[0,185 g (0,85 mmol; 82 %) a partir de 0,4 g (1
mmol) de 21]

F.M.: C14H150;N

M.M.: 217 g.mol™

P.F.: 214-216 < {literatura: 215-218 C
(EKBORG et al., 1985)}
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IV (7 max, cm™): 3261(0-H e N-H), 1658 (C=0), 1606, 1544, 1508 (C=C), 1078 (C-O-C)

RMN de 'H (& DMSO-ds; 200 MHz): 9,80 (s; 1H; N-H), 7,47 (d; 2H; J3,. 5.6 8,89 Hz, H-3' e
H-5"), 7,47 (d; 2H; J»3. .5 8,90 Hz; H-2' e H-6), 5,15-4,65 (m; 5H), 3,70-3,24 (m; 8H), 1,99 (s;
3H; NHCOCHj)

RMN de *C (J DMSO-ds; 50 MHz): 167,89 (NHCOCH;), 153,27 (C-1), 133,56 (C-4), 120,29
(C-3' e C-5), 116,48 (C-2' e C-6'), 101,49 (C-1), 75,47 (C-3), 73,34 (C-5), 70,35 (C-2), 68,18
(C-4), 60,44 (C-6), 23,84 (NHCOCHS,)

4.2.2.4.7 Dados de caracterizacdo de [-D-galactopiranosideo de 4-aminofenila (34)

Soélido branco-amarelado [0,127 g (0,468 mmol; 90%)

a partir de 0,23 g (0,520 mmol) de 24]
OH _OH

% F.M.: C1,Hy,06N
o)
HO. M.: .mol*
~ \@\ M.M.: 271 g.mol
P.F.: 156-160 C {literatura: 158-159 °C (GOEBEL;
NH.
AVERY, 1929)}

IV (Vmax, cm™): 3319 (O-H e N-H), 1508 (C=C), 1215 (C-0), 1034 (C-O-C)

4.2.2.4.8 Dados de caracterizagdo de [-D-galactopiranosideo de 2-amino-4-me-

toxicarbonilfenila (35)

OH OH Solido branco-amarelado [0,171 g (0,52 mmol;

o 73%) a partir de 0,355 g (0,71 mmol) de 23]
HO OH F.M.: C14H1908N
OCHg3
@)

M.M.: 329 g.mol™

P.F.: 150-152 T

IV (V max, cm™): 3492 (N-H), 3310 (O-H), 1691 (C=0), 1598, 1507, 1441 (C=C), 1210 (C-O), 1060
(C-0-C), 762 (C-H de anel aromatico 1,2,4-trissubstituido)
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4.2.2.4.9 Dados de caracterizagdo de [-D-galactopiranosideo de 4-metanossulfo-

nilaminofenila (36)

Solido branco apds recristalizagdo em

isopropanol [0,05 g (0,15 mmol; 60%) a partir

OH g)H de 0,128 g (0,25 mmol) de 27]
! 5 F.M.: C13H1908NS
HO

M.M.: 349 g.mol™

P.F.: 108-110,1 C

IV (V max, cm™): 3294 (N-H e O-H), 1610, 1592, 1508 (C=C), 1229 (C-O), 1064 (C-O-C)

RMN de 'H (d DMSO-ds; 400 MHz): 9,42 (s; 1H; N-H), 7,15 (d; 2H; J3.5¢ 8,0 Hz; C-3' e C-5),
7,03 (d; 2H; J2 3. 65 8,0 Hz; H-2" e H-6'), 5,14 (d; 1H; J 5,12 Hz; O-H), 4,84 (d; 1H; J 5,72 Hz;
O-H), 3,71 (t; 1H; J 3,92 Hz), 3,60-3,39 (m; 5H), 2,92 (s; 3H; CH3)

RMN de **C (& DMSO-dg; 100 MHz): 155,17 (C-1'), 132,45 (C-4"), 133,22 (C-3' e C-5'), 117,46
(C-2' e C-6'), 101,81 (C-1), 75,99 (C-3), 73,77 (C-5), 70,74 (C-2), 68,62 (C-4), 60,88 (C-6), 39,20
(CHs)

4.2.2.4.10 Dados de caracterizacdo de [-D-galactopiranosideo de 2-acetilamino-4-

metoxicarbonilfenila (37)

Sdlido branco [0,19 g (0,55 mmol; 99 %) a partir

O de 0,285 g (0,55 mmol) de 25 ]
OH GOH o )k F.M.: C14H2,00N
4
5 e \ L M.M.: 347 g.mol*
HO
OH

P.F.: 183 €T dec.

IV (V max, cm™): 3278 (N-H e O-H), 1697 (C=0 de éster aromatico), 1680 (C=0 de amida), 1595,
1542, 1490, 1424 (C=C), 1084 (C-O-C), 766 (C-H de anel aromatico 1,2,4-trissubstituido)

RMN de 'H (J DMSO-dg; 200 MHz): 9,14 (s; 1H; N-H); 8,72 (s; 1H; H-3"); 7,64 (d; 1H; Js &
7,39 Hz; H-5), 7,24 (d; 1H; J¢s 8,50 Hz; H-6"), 5,61 (d; 1H; J 3,78 Hz; H-4), 4,97 (d; 1H;
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J 4,99 Hz; O-H), 4,82 (d; 1H; J,, 7,43 Hz; H-1), 4,70 (sl; 1H); 4,60 (d; 1H; J 4,12 Hz; O-H), 3,81
(s; 3H; COOCHS), 3,72-3,55 (m; 7H), 2,13 (s; 3H; NHCOCHS)

RMN de 3C (§ DMSO-ds; 50 MHz): 168,76 (NHCOCH,), 165,93 (COOCH3), 150,35 (C-1)),
128,53 (C-4'), 125,39 (C-5'), 123,39 (C-2), 121,95 (C-3'), 115,68 (C-6"), 102,12 (C-1), 75,86 (C-
3), 72,49 (C-5), 70,23 (C-2), 68,11 (C-4), 60,42 (C-6), 52,05 (COOCHj), 24,15 (NHCOCH:)

4.2.2.4.11 Dados de caracterizagdo de [-D-galactopiranosideo de 2-metanossulfo-

nilamino-4-metoxicarbonilfenila (38)

Sdlido branco [0,176 g (0,45 mmol; 83 %) a
partir de 0,3 g (0,52 mmol) de 26]

F.M.: Cl4H21010NS
M.M.: 395 g.mol™

P.F.: 215 € dec.

IV (7 max, cM™): 3496-3304 (N-H e O-H), 1699 (C=0), 1597, 1507 (C=C), 1332, 1157 (SO,), 1081
(C-0-C)

RMN de 'H (& DMSO-dg; 200 MHz): 9,07 (s; 1H; N-H), 7,97 (d; 1H; Jg.5 1,87 Hz; H-3"), 7,76 (dd;
1H; Js 3 1,88 Hz; Js.¢ 8,5 Hz; H-5"), 7,28 (d; 1H; Jgs 8,6 Hz; H-6"); 5,50 (d; 1H; J 3,75 Hz), 4,95
(1H), 4,88 (d; 1H; J;, 7,5 Hz; H-1); 4,71 (m; 1H), 4,60 (1H), 3,83 (s; 3H; COOCHs), 3,73-3,49 (m;
6H); 2,99 (s; 3H; NHSO,CHs)

RMN de *C (4 DMSO-dg; 50 MHz): 165,54 (COOCHS,), 152,74 (C-1'), 127,29 (C-5), 126,66

(C-4'), 124,23 (C-3"), 123,29 (C-2"), 115,06 (C-6’), 101,66 (C-1), 75,92 (C-3), 72,32 (C-5), 70,14
(C-2), 68,04 (C-4), 60,35 (C-6), 52,11 (COOCHs), 39,84 (NHSO,CH-)

4.2.2.4.12 Sintese do B-D-galactopiranosideo de 4-carboxifenila (39)

Foram solubilizados, em um baldo de 50 mL, 0,16 g de hidréxido de litio (6,6 mmol)
e 0,2 g (0,636 mmol) de 29 em uma mistura de 4gua e metanol (3:1). Deixou-se a solugéo
sob agitacdo a temperatura ambiente. Ao fim da reacdo, detectado por CCD

(EtOAC/CH3OH 1:1), adicionou-se resina Amberlite” IRA-120 e deixou-se agitar até que o
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pH do meio reduzisse a cerca de trés. A resina foi separada por filtragdo e o filtrado

concentrado sob ar comprimido.

OH OH Soélido branco apds cristalizagdo com éter etilico
L8 0o : [0,135 g (0,45 mmol; 75 %)]

F.M.: C13H1608

M.M.: 300 g.mol™

P.F.: 203-205 C

IV (V max, cm™): 3342 (O-H), 1682 (C=0 de &cido carboxilico aromatico), 1606, 1586, 1509
(C=C), 1243 (C-0), 1041 (C-0-C)

RMN de H (& DMSO-dg; 200 MHz): 7,87 (d; 2H; J3. 2.5 ¢ 8,64 Hz; H-3' e H-5), 7,07 (d; 2H;
J23.65 8,71 Hz; H-2' e H-6"), 4,93 (d; 1H; J;, 7,5 Hz; H-1), 3,73-3,40 (m; 6H)

RMN de **C (& DMSO-de; 50 MHz): 160,67 (C-1' e COOH, sobrepostos), 131,15 (C-3' e C-5),
125,34 (C-4"), 115,74 (C-2’ e C-6'), 100,56 (C-1), 75,65 (C-3), 73,33 (C-5), 70,30 (C-2), 68,15
(C-4), 60,39 (C-6)

4.2.3 Sintese dos derivados aminicos a partir de 28
4.2.3.1 Por reacao de aminacéo redutiva
4.2.3.1.1 Procedimento geral da sintese de 40-43

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 25 mL de metanol e a amina
correspondente, sob agitacdo e a temperatura ambiente. Ajustou-se o pH do meio a cerca
de seis com solucdo metandlica de acido cloridrico a 5 mol.L™. Em seguida, adicionou-se
17 solubilizado em 15 mL de metanol. Deixou-se dissolver por agitacdo e, entéo,
adicionou-se cianoboridreto de so0dio ao meio reagente. Deixou-se a mistura sob as
mesmas condicbes e o0 desenvolvimento da reagdo foi acompanhado por CCD.
Terminada a reacgdo, verteu-se a mistura em capsula de porcelana e eliminou-se o
metanol sob corrente de ar. Extraiu-se o residuo obtido com trés porcdes de 25 mL de
diclorometano e lavou-se a fase organica com trés por¢cdes de 25 mL de agua. A fase
organica foi entdo secada com sulfato de sdédio anidro e o solvente eliminado em

evaporador rotatorio.
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Tabela 9: Condicbes empregadas nas reacdes de aminacgao redutiva para a obtencdo de 40-43.

Quantidades dos reagentes Tempo de
Produto Eluente CCD ~
reacao (h)
17 Amina NaBH;CN
29 benzilamina
40 0,14 g Hexano / EtOAc
(4,4 1,44mL;1,41¢g 17
(4,4 mmol) (1:1)
mmol) (26,4 mmol)
1g n-butilamina
41 0,14 ¢ Hexano / EtOAc
(2,2 1,3mL; 0,96 ¢g 1
(2,2 mmol) (1:2)
mmol) (13,2 mmol)
0,5¢9 n-hexilamina
42 0,07¢g CH,CI, / EtOAc
(1,1 09mL;0,669g (6,6 15
(2 mmol) (9:1)
mmol) mmol)
0,69 isopropilamina
0,13 g CHCI3/ MeOH
43 (1,3 1,3 mL; 0,89¢g 12
(2,6 mmol) (6:4)
mmol) (15 mmol)

4.2.3.1.1.1 Dados de caracterizacao de 2,3,4,6-tetr a-O-acetil- B-D-galactopiranosideo

de 4-(benzilaminometil)fenila

(40)

Solido amarelado apds purificacdo

do produto bruto em CCS com
hexano/EtOAc 6:4 a 4.6 [0,5 g

(0,92 mmol, 21 %) ]
F.M.: CagH33010N
M.M.: 543 g.mol™
P.F.: 133-135C

IV (V max, cm™): 3392 (N-H), 1734 (C=0), 1611, 1570, 1504, 1480 (C=C), 1058 (C-O-C)

RMN de 'H (& CDCls; 200 MHz): 7,34-7,26 (m; 7H; H-3', H-5', H-10’, H-11", H-12’, H-13" e
H-14’); 6,96 (d; 2H; J» 5. ¢.» 8,32 Hz; H-2' e H-6"); 5,53-5,44 (m; 2H); 5,10 (dd; 1H; J3, 10,5 Hz;
Jaa 3,20 Hz; H-3"), 5,02 (d; 1H; J;, 7,93 Hz; H-1), 4,23-4,02 (m; 3H), 3,79 (s; 2H; H-7’ ou H-8),

3,76 (s; 2H; H-8' ou H-7°), 2,18-2,01 (m; 12H; 4 x OCOCHy)

RMN de *C (& CDCls; 50 MHz): 170,37-169,40 (4 x OCOCHs), 156,08 (C-1), 139,72 (C-4"),
134,85 (C-3' e C-5), 129,49 (C-9'), 128,45 (C-12)), 128,22 (C-11' e C-13), 127,11 (C-10’ e C-
14), 116,95 (C-2' e C-6"), 99,84 (C-1), 71,00 (C-3), 70,85 (C-5), 68,67 (C-2), 66,89 (C-4), 61,37
(C-6), 52,88 (C-7' ou C-8), 52,23 (C-7' ou C-8), 20,67-20,59 (4 x OCOCHj)
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4.2.3.1.1.2 Dados de caracterizacdo de cloridrato d e 2,3,4,6-tetra- O-acetil- B-D-galac-
topiranosideo de 4-( n-butilaminometil)fenila  (41)

Solido amarelo-claro apoés

cristalizagdo com mistura de éter

' de petréleo e acetona [0,05 g (0,1

11
10 CH3 mmol; 5%)]
, .HCI F.M.: C25H35010N.HC|
9
5 M.M.: 509 g.mol™

P.F.: 278 € dec.

IV (V max, cm™Y): 1738 (C=0), 1614, 1516 e 1439 (C=C), 1220 (C-O), 1060 (C-O-C)

RMN de *H (& DMSO-dg; 200 MHz): 9,36 (largo; 2H; RR’NH,"), 7,55 (d; 2H; J3,. 56 8,53 Hz;
H-3' e H-5Y), 7,01 (d; 2H; J2 3. 65 8,52 Hz; H-2' e H-6"), 5,51 (d; 1H; J1, 7,15 Hz; H-1), 5,34-5,16
(m; 3H), 4,46 (t; 1H; J 6,20 Hz), 4,10-4,04 (m; 4H); 2,80 (m; H-8), 2,14-1,94 (m; 12H; 4 x
OCOCHs:), 1,61 (qn; 2H; Jg.g: 0,10 7,63 Hz; H-9'), 1,30 (sX; 2H; Ji0e: 10,11 7,43 Hz; H-10"), 0,86 (t;
3H; Jir 10 7,23 Hz; H-117)

RMN de °C (§ DMSO-dg; 50 MHz): 169,99-169,24 (4 x OCOCH;), 156,71 (C-4"), 131,79 (C-1),
126,45 (C-3' e C-5), 116,26 (C-2' e C-6'), 97,44 (C-1), 70,15 (C-3), 68,32 (C-5), 67,23 (C-2),
45,90 (C-8), 27,32 (C-9), 20,56-20,42 (4 x OCOCHj3), 19,41 (C-10'), 13,53 (C-117)

4.2.3.1.1.3 Dados de caracterizacao de 2,3,4,6-tetr a-O-acetil- B-D-galactopiranosideo
de 4-(hexilaminometil)fenila  (42)
Solido branco apds cristalizado
com éter etilico [0,333 g (0,62

11 mmol; 60 %)]

F.M.: Cy7H3300N

'+ CHz M.M.:537 g.mol*

8 13 P.F.: 160-162 T

IV (V max, cm™): 3371 (N-H), 1739 (C=0), 1613, 1589, 1515, 1440 (C=C), 1219 (C-O), 1060 (C-O-
C)

RMN de *H (& CDCls; 400 MHz): 9,81 (sl; 1H; N-H), 7,56 (d; 2H; J3». 5 ¢ 8,6 Hz; H-3' e H-5),
7,04 (d; 2H; Jo 5. 6.5 8,64 Hz; H-2' e H-6'), 5,48-5,44 (m; 2H), 5,10 (dd; 1H; Js, 11,27 Hz; J54 3,4
Hz; H-3), 5,01 (d; 1H; J;, 7,96 Hz; H-1), 4,22-4,13 (m; 2H); 4,06-3,98 (m; 3H); 2,76-2,72 (m; 2H;
H-8), 2,18-2,01 (m; 12H; 4 x OCOCHj), 1,87-1,79 (m; 2H; H-9'), 1,34-1,22 (m; 6H; H-10", H-11' e
H-127), 0,84 (t; 3H; Ji3.1> 6,80 Hz; H-13")

RMN de **C (J CDCl3z; 100 MHz): 170,26-169,23 (4 x OCOCH,), 157,54 (C-1), 131,90 (C-3' e
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C-5)), 124,73 (C-4"), 117,8 (C-2’ e C-6), 99,16 (C-1), 71,07 (C-3), 70,67 (C-5), 68,46 (C-2), 66,78
(C-4), 61,2 (C-6), 49,64 (C-7), 45,66 (C-8"), 31,03 (C-9"), 26,34 (C-10), 25,77 (C-11’), 22,29
(C-12'), 20,62-20,47 (4 x OCOCHy), 13,80 (C-13")

4.2.3.1.1.4 Dados de caracterizacao de 2,3,4,6-tetr a-O-acetil- B-D-galactopiranosideo

de 4-(isopropilaminometil)fenila  (43)

Soélido branco apds cristalizacdo com éter
de petréleo [0,265 g (0,535 mmol; 40 %)]
H X F.M.: C24H33010N
N_ g CHy MM.:495 g.mol™

8
Y P.F.: 82-84 T

9 CH3

IV (V max, cm™): 3309 (N-H), 1743 (C=0), 1612, 1563, 1509, 1477 (C=C), 1219 (C-0), 1061 (C-O-
C), 821 (C-H de anel aromético 1,4-dissubstituido)

RMN de H (& DMSO-dg; 200 MHz): 7,28 (d; 2H; J3 256 7,95 Hz; H-3' e H-5'), 6,96 (d; 2H; J» 3
o5 8,28 Hz; H-2' e H-6"), 5,46-5,44 (m; 2H), 5,12 (dd; 1H; J;4 3 Hz; H-3), 5,01 (d; 1H; J;, 7,90 Hz;
H-1), 4,22-4,04 (m; 3H), 3,75 (sl; 2H), 2,18-2,01 (m; 12H; 4 x OCOCHy), 1,11 (d; 6H; J 9 ¢ 6,2 Hz;
2 x H-9")

RMN de **C (& DMSO-dg; 50 MHz): 170,37-169,40 (4 x OCOCHz), 156,09 (C-1'), 134,79 (C-4),
129,59 (C-3' e C-5'), 117,00 (C-2' e C-6'), 99,84 (C-1), 71,01 (C-3), 70,85 (C-5), 68,68 (C-2),
66,90 (C-4), 61,37 (C-6), 50,52 (C-7), 48,08 (C-8'), 22,52 (2 x C-9'), 20,74-20,59 (4 x OCOCHs)

4.2.3.1.2 Procedimento geral para a sintese de 44, 46 e 47:

A um baldo de 50 mL, munido de tubo com cloreto de célcio e contendo solucdo de
metoxido de sédio em metanol resfriada em banho de gelo e agua, preparada pela
dissolucéo de cerca de 30 mg de sédio em 15 mL de metanol anidro, foi adicionado a
amina correspondente. A solucdo foi mantida sob agitacdo nessas condigcbes até o
término da reacéo, indicado por CCD (MeOH 100%). Adicionou-se entdo, sob agitacao,
resina Amberlite” IRA-120 para neutralizacdo do meio reagente. A resina foi removida por

filtracdo e o solvente eliminado em evaporador rotatoério.
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4.2.3.1.2.1 Dados de caracterizacdo de [-D-galactopiranosideo de 4-(benzilamino-
metil)fenila (44)

Solido branco apoés cristalizagdo
com éter etilico [0,09 g (0,24 mmol;
33 %) a partir de 0,4 g (0,7 mmol) de

11
10 12 40]
. F.M.: C20H2506N
9 13’ 1
. . M.M.: 375 g.mol’
8 14

P.F.: 136,8-140 T

IV (7 max, cm%): 3307 (N-H e O-H), 1610, 1564, 1510 (C=C), 1231 (C-O), 1048 (C-O-C), 745, 698
(C-H de anel aromatico monossubstituido)

RMN de 'H (J DMSO-ds; 400 MHz): 7,32-6,94 (m; 9H aromaticos), 4,77 (d; 1H, J;, 7,62 Hz;
H-1), 3,71-3,40 (m; 14 H).

RMN de *C (J DMSO-dg; 100 MHz): 156,43 (C-1'), 140,78 (C-9), 133,82 (C-4'), 128,56-126,36
(4 x C-H aromaéticos), 115,86 (C-2' e C-6'), 101,08 (C-1), 75,38 (C-3), 73,31 (C-5), 70,29 (C-2),
67,85 (C-4), 60,18 (C-6), 51,93 (C-7' ou C-8'), 51,48 (C-7' ou C-8).

4.2.3.1.2.2 Dados de caracterizagdo de [(-D-galactopiranosideo de 4-( n-hexilami-

nometil)fenila (46)

Solido  branco-amarelado  apés
cristalizagdo com acetato de etila
[0,31 g (0,84 mmol; 46%) a partir de
. . 0,68 g (1,26 mmol) de 42]
F.M.: C19H3;06N
. M.M.: 369 g.mol™
P.F.: 149,5-150,3 C

IV (V max, cm™Y): 3292 (N-H e O-H), 1614, 1589, 1515 (C=C), 1238 (C-0), 1079 (C-O-C), 824 (C-H
de anel aromatico 1,4-dissubstituido)

RMN de 'H (J DMSO-dg; 400 MHz): 7,42 (d; 2H; Jg2. 5.6 8,6 Hz; H-3' e H-5'), 7,17 (d; 2H; Jy.5-
&5 8,6 Hz; H-2' e H-6"), 4,90 (d; 1H; J;, 7,7 Hz; H-1), 4,10 (s; 2H; H-7), 3,90 (d; 1H; J 3,16 Hz),
3,82-3,69 (m; 4H), 3,59 (dd; 1H; J;, 9,68 Hz; J;, 3,36 Hz; H-3), 2,98-2,94 (m; 2H; H-8),
1,71-1,67 (m; 2H; H-9'), 1,40-1,34 (m; 6H; H-10’, H-11" e H-12"), 0,91 (t; 3H; Jy312> 6,78 Hz; H-13")
RMN de **C (& DMSO-dg; 100 MHz): 160,09 (C-1'), 132,45 (C-3' e C-5'), 126,88 (C-4'), 118,37
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(C-2’ e C-6’), 102,80 (C-1), 77,15 (C-3), 74,96 (C-5), 72,35 (C-2), 70,34 (C-4), 62,55 (C-6), 52,06
(C-7"), 48,67 (C-8), 32,54 (C-9"), 27,51 (C-10’ ou C-11'), 27,48 (C-10’ ou C-11’), 23,58 (C-12’),
14,40 (C-13)

4.2.3.1.2.3 Dados de caracterizacdo de [-D-galactopiranosideo de 4-(isopropilami-
nometil)fenila (47)

OH OH Solido amarelo-claro ap0s cristalizacao

com mistura de éter de petréleo e acetona
[0,21 g (0,64 mmol, 80 %) a partir de 0,4 g
(0,8 mmol) de 43]

F.M.: C16H2506N

M.M.: 327 g.mol™

P.F.: 141-143 °C

IV (V max, cm™): 3371 (N-H e O-H), 1611, 1565, 1514 (C=C), 1249 (C-0), 1069 (C-O-C), 831 (C-H
de anel aromatico 1,4-dissubstituido)

RMN de *H (& DMSO-dg; 200 MHz): 7,31 (sl; 2H; H-3' e H-5"), 7,00 (sl; 2H; H-2’ e H-6), 4,78 (sl
6H); 3,79-3,43 (m; 6H), 2,89 (sl; 1H) 1,80 (sl; 2H), 1,10 (sl; 6H; 2 x CHs)

RMN de *C (J DMSO-dg; 50 MHz): 156,91 (C-1’), 130,58 (C-4’), 129,96 (C-3 e C-5'), 116,08 (C-
2' e C-6"), 100,99 (C-1), 75,53 (C-3), 73,41 (C-5), 70,38 (C-2), 68,12 (C-4), 60,38 (C-6), 48,37
(C-7"ou C-8), 47,71 (C-7'0u C-8), 22,69 e 20,93 (2 x C-9")

4.2.3.2 Por reducao de bases de Schiff

4.2.3.2.1 Procedimento geral de sintese das basesd e Schiff 48 - 51

A um baldo de 100 mL foram adicionados 17 e 15 mL de metanol anidro. Deixou-se
agitar a temperatura ambiente para solubilizagdo. Entéo, juntaram-se a solugédo 3 g de
sulfa-to de sodio anidro e a amina respectiva. Deixou-se agitar a temperatura ambiente
por um periodo de 15 horas, quando foi observado o fim da reacdo por CCD
(metanol/EtOAc 1:1). O sulfato de sodio foi separado por filtracdo e o solvente removido
em evaporador rotatério. O dleo resultante foi solidificado com éter etilico e o produto

bruto recristalizado com isopropanol.
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Tabela 10: Condicbes empregadas nas reacfes de obtencdo das bases de Schiff de 48-51.

Produt
Hto 17 Amina Solvente de recristalizagéo
benzilamina
48 0,7 g (1,6 mmol) Isopropanol
1,5mL (1,46 g; 27,5 mmol)
n-butilamina
49 0,7 g (1,6 mmol) 1,5mL (1,11 g; 15,2 mmol Isopropanol
n-hexilamina
50 1,44 g (3,2 mmol) Isopropanol
0,9 mL (0,64 g; 6,4 mmol)
isopropilamina
51 2,0 g (4,6 mmol) metanol

0,8 mL (0,52 g; 8,8 mmol)

4.2.3.2.1.1 Dados de caracterizagdo de [(-D-galactopiranosideo de 4-(benzilimino-

metil)fenila (48)

OH _OH

Sdlido branco [0,33 g (0,88 mmol; 71 %).
F.M.: CgnggOGN

6 O \ .
4
%o P Xy L1y MM.373g.mol?
HO 10 12
3 OH A K . P.F..185-1859 C
6 _N 13
5 7 g 14

[a]p -1,35 (c 1, CH30H).

IV (V max, cm™): 3558-3248 (O-H), 1645 (C=N), 1602, 1508 (C=C), 1247 (C-0O), 1078 (C-O-C),
746, 698 (C-H de anel aromatico monossubstituido)

RMN de *H (5 DMSO-dg; 200 MHz): 8,41 (s; 1H; H-7), 7,73 (d; 2H; J3. 5.6 8,18 Hz,; H-3' e
H-5), 7,32-7,24 (m; 5H; H-10’, H-11", H-12’, H-13" e H-14"), 7,10 (d; 2H; J> 3¢5 8,20 Hz, H-2" e
H-6"), 5,24 (d; 1H; J 4,69 Hz; O-H), 4,94-4,91 (m; 2H), 4,72 (sl; 3H), 4,56 (d; 1H; J 4,12 Hz; O-H),

3,74-3,48 (m; 6H)

RMN de *C (d DMSO-dg; 50 MHz): 161,02 (C-7’), 159,47 (C-1’), 139,86 (C-4’), 129,90 (C-3' e
C-5), 129,46 (C-9'), 128,37 (C-12), 127,90 (C-11’' e C-13’), 126,77 (C-10’ e C-14"), 116,27 (C-2’
e C-6"), 100,66 (C-1), 75,57 (C-3), 73,33 (C-5), 70,30 (C-2), 68,16 (C-4), 63,94 (C-8'0ou C-6),

60,41 (C-8'ou C-6)
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4.2.3.2.1.2 Dados de caracterizagdo de [3-D-galactopiranosideo de 4-( n-butiliminome-
tilfenila (49)
Solido branco [0,135 g (0,39 mmol,

OH OH 36 %).
, 2I 11 F.M.: C]_7H2506N
1 3' lOI CH3
. -1
M.M.: 339 g.mol
K & _N o P.F.: 189,5-190,4 €
5 4 8 [a]o - 0,83 (c 0,6, CH3OH).

IV (V max, cm%): 3560-3160 (O-H), 1644 (C=N), 1602, 1507 (C=C), 1246 (C-O), 1079 (C-O-C),
776, 697(C-H de anel aroméatico 1,4-dissubstituido)

RMN de 'H (& DMSO-dg; 200 MHz): 8,24 (s; 1H; H-7"), 7,66 (d; 2H; J3 2.5 ¢ 8,20 Hz; H-3' e H-5),
7,06 (d; 2H; J» 3. 6.5 8,00 Hz; H-2' e H-6"), 5,21 (d; 1H; J 4,77 Hz; O-H), 4,89 (d; 2H), 4,68 (m;
1H), 4,53 (d; 1H; J 4,15 Hz; O-H), 3,59-3,37 (m; 9H), 1,55 (gn; 2H; Jg g 9100 6,88 Hz; H-9’), 1,32
(sx; 2H; Jio 91011 7,20 Hz; H-10°), 0,89 (t; 3H; J11: 10 7,14 Hz; H-11)

RMN de **C (§ DMSO-dg; 50 MHz): 159,62 (C-7"), 159,21 (C-1’), 130,03 (C-4), 129,17 (C-3' e
C-5), 116,17 (C-2' e C-6’), 100,64 (C-1), 75,57 (C-3), 73,29 (C-5), 70,26 (C-2), 68,13 (C-4), 60,35
(C-6ou -8, 60,16 (C-6 ou C-8'), 32,72 (C-9), 19,94 (C-10’), 13,78 (C-11")

4.2.3.2.1.3 Dados de caracterizacdo de [-D-galactopiranosideo de 4-( n-hexiliminome-
tihfenila (50)

Solido branco-amarelado cristalino

OH OH
. . [0,78 g (2,1 mmol; 67%).
, 2 11
1 3' 10l 12' F.M.: C1gH5906N
4 M.M.: 367 g.mol™
6 _N 9 CHj
. P.F.: 176-178 °C
5 7 8 13

[a]p -0,74 (c 1, CH30H)
IV (V max, cm™): 3363 (OH), 2930 (CH), 1640 (C=N), 1605, 1513 (C=C), 1256 (C-0), 1087 (C-O-
C)
RMN de 'H (& DMSO-dg; 200 MHz): 8,24 (s; 1H; H-7°); 7,65(d; 2H; J3». 5 ¢ 8,3 Hz; H-3' e H-6);
7,06 (d; 2H; 2H; J2 3¢5 8,3 Hz; H-2' e H-6’); 5,20 (d; 1H; J 4,4 Hz; O-H); 4,89 (d; 2H; J 6,8); 4,67
(m; 1H); 4,53 (d; 1H; J 3,9 Hz; O-H); 3,71-3,47 (m; 9H); 1,57 (m; 1H; H-9); 1,28 (m; 3H; H-10’,
H-11' e H-12%); 0,85 (m; 1H; H-13)
RMN de *C (d DMSO-dg; 50 MHz): 159,61 (C-7’); 159,22 (C-1’); 130,03 (C-4’); 129,17 (C-3' e
C-5Y; 116,18 (C-2' e C-6); 100,66 (C-1); 75,55 (C-3); 73,29 (C-5); 70,26 (C-2); 68,12 (C-4); 60,51
(C-6 ou C-8"); 60,34 (C-6 ou C-8); 31,11 (C-9" ou C-107; 30,56 (C-9' ou C-10); 26,49 (C-11";
22,11 (C-127); 13,96 (C-13)
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4.2.3.2.1.4 Dados de caracterizagdo de [3-D-galactopiranosideo de 4-(isopropilimi-

nometil)fenila (51)

OH OH Sélido branco cristalino [0,962 g (2,9
mmol; 66%).
3I F.M.: C16H2306N
- M.M.: 325 g.mol™

Y P.F.: 238-240 C

CHs [a]p -0,17 (c 0,6, DMSO)

IV (V max, cm™): 3554-3250 (OH), 2968 (CH), 1637 (C=N), 1602, 1513 (C=C), 1256 (C-O), 1058
(C-0-C)

RMN de *H (& DMSO-ds; 200 MHz): 8,27 (s; 1H; H-7"); 7,65 (d; 2H; J3 2. 5.6 8,6 Hz; H-3' e H-5);
7,06 (d; 2H; J» 3. ¢ 5 8,6 Hz; H-2' e H-6'); 5,19 (d; 1H; J 5,0 Hz; O-H); 4,90-4,86 (m; 2H; H-1 e
O-H); 4,66 (d; 1H; J 5,4 Hz; O-H); 4,51 (d; 1H; J 4,5 Hz; O-H); 3,70-3,41 (m; 7H); 1,17 (s; 1H;
CHj3); 1,14 (s; 1H; CHy)

RMN de *C (§ DMSO-ds; 50 MHz): 159,15 (C-1'); 157,21 (C-7’); 130,05 (C-4’); 129,16 (C-3’ e
C-5%); 116,13 (C-2' e C-6"); 100,60 (C-1); 75,52 (C-3); 73,25 (C-5); 70,24 (C-2); 68,09 (C-4); 60,43
(C-6 ou C-8'); 60,29 (C-6 ou C-8'); 24,31 (2 X CHs)

4.2.3.2.2 Reducéo das bases de Schiff aos derivados 44 e 45

4.2.3.2.2.1 Por hidrogenacéo catalitica

A um baldo de 50 mL foram adicionados 20 mL de metanol e 15 mg de paladio-
carvao 10 %. O baldo foi vedado com septo de borracha e a suspensédo foi agitada a
temperatura ambiente sob atmosfera de hidrogénio por 15 minutos. Em seguida
adicionou-se, via seringa, uma solucéao de 0,14 g de 48 em 2 mL de metanol. Deixou-se a
mistura sob agitacdo e atmosfera de hidrogénio por 3 horas, quando foi detectado o fim
da reacao por CCD (MeOH/EtOAc 1:1). A mistura foi filtrada para remocéo do catalisador
e o solvente eliminado em evaporador rotatério. Foi obtido produto oleoso que, por adigdo
de éter etilico, resultou em 0,1 g (0,35 mmol; 95%) de um sélido branco-amarelado,

caracterizado como o produto de hidrogendlise (52), conforme mostrado a seguir.
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F.M.: ClnggOGN
M.M.: 285 g.mol™

6 @) ,
4 2
5 2 1 0O 1 - P.F.: 199,5-200,4 < ({literatura: 206-208 <T
HO 3
3 OH . '
6 4 NH2
5 7

OH OH

(HELFERICH et al., 1934)}

IV (V max, cm™): 3294 (N-H e O-H), 1610, 1592, 1508 (C=C), 1229 (C-O), 1064 (C-O-C)

RMN de H (& DMSO-dg; 200 MHz): 7,23 (d; 2H; J3. 2. 5¢ 7,82 Hz; H-3' e H-5), 6,96 (d; 2H; J 3.
o5 8,12 Hz; H-2' e H-6"), 4,78 (d; 1H; J;, 7,18 Hz; H-1), 4,04 (sl; 6H), 3,70-3,38 (m; 8H)

RMN de *C (§ DMSO-ds; 50 MHz): 156,26 (C-1'), 136,38 (C-4’), 128,31 (C-3' e C-5'), 116,09
(C-2" e C-6"), 101,19 (C-1), 75,50 (C-3), 73,41 (C-5), 70,41 (C-2), 68,18 (C-4), 60,43 (C-6),
44,75 (C-7')

4.2.3.2.2.2 Por reacdo com boridreto de sédio

A base de Schiff correspondente foi adicionada em 25 mL de etanol, contidos em
um baldo de 50 mL, sob agitacdo magnética e banho de gelo e agua. Adicionaram-se a
mistura 2 equivalentes de boridreto de sédio, em pequenas porcdes. A mistura reagente
foi entdo aquecida sob refluxo e agitacdo até que, por CCD (MeOH 100%), foi constatado
o fim da reac&o. A mistura foi resfriada até a temperatura ambiente e, entdo, adicionou-se
0,5 mL de solucdo de HCl a 1 mol.L* & mesma e deixou-se agitar por mais 10 minutos.
Em seguida o pH do meio foi elevado a 7 com solucdo de NaHCO3; a 10% p/v. O solvente
foi eliminado em evaporador rotatorio e o residuo formado purificado por filtracdo em uma
coluna (1 x 15 cm) de silica (1,5 g) com EtOAc/MeOH 8:2. O filtrado obtido foi evaporado

sob ar comprimido, o que levou aos produtos desejados.
4.2.3.2.2.2.1 Dados de (3-D-galactopiranosideo de 4-(benzilaminometil)fenila (  44)
Obteve-se 0,092 g (0,24 mmol; 46 %) deste produto a partir de 0,2 g (0,53 mmol) de 48.

4.2.3.2.2.2.2 Dados de caracterizacdo de [-D-galactopiranosideo de 4-( n-butilamino-
metil)fenila (45)




Parte experimental

Solido branco [0,07 g (0,21 mmol;
39 %) a partir de 0,18 g (0,53 mmol) de

; 11" 49
1 3' 10' CH3 F.M.: C]_7H27O6N
. 4 N\)/gl M.M.: 341 g.mol*
5 7 8 P.F.: 186,2-187,9 T

IV (V max, cm™): 3514-3315 (N-H e O-H), 111615, 1588, 1515, 1440 (C=C), 1230 (C-O), 1055
(C-0-C)

RMN de H (& CD30D; 200 MHz): 7,27 (d; 2H; J3 2. 56 8,56 Hz; H-3' e H-5%), 7,02 (d; 2H; J2 3- 65
8,52 Hz; H-2' e H-6"), 4,78 (d; 1H; J;, 7,65 Hz; H-1), 3,99-3,46 (m; 8H), 2,81-2,73 (m; 2H; H-
8), 1,52 (qt; 2H; Jgg. 910 7,41 Hz; H-9'), 1,25 (sx; 2H; Jio9: 1011 7,35 Hz; H-10"), 0,82 (t; 3H;
Jivao 7,19 Hz: H-11")

RMN de **C (dCD50D; 50 MHz): 159,80 (C-1'), 132,32 (C-4'), 127,70 (C-3' e C-5), 118,21 (C-2’
e C-6'), 102,77 (C-1), 77,04 (C-3), 74,89 (C-5), 72,34 (C-2), 70,27 (C-4), 62,46 (C-6), 51,98
(C-7"), 29,73 (C-8), 24,39 (C-9), 21,13 (C-10’), 14,12 (C-11))

4.2.3.2.2.2.3 Dados de B-D-galactopiranosideo de 4-( n-hexilaminometil)fenila (46)

Obteve-se 0,47 g (1,2 mmol; 93 %) deste produto a partir de 0,5 g (1,36 mmol) de 50

4.2.3.2.2.2.4 Dados de [B-D-galactopiranosideo de 4-isopropilaminometilfenila 47)

Obteve-se 0,45 g (1,37 mmol; 90 %) deste produto a partir de 0,5 g (1,5 mmol) de 51

4.2.4 Sintese de derivados de 29 por modificacbese m C-6

4.2.4.1 Sintese de 6-azido-6-desoxi- [B-D-galactopiranosideo do 4-metoxicarbonilfe-
nila (62)
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4.2.4.1.1 Sintese de 6-O-(4-metilbenzenossulfonil)-  A-D-galactopiranosideo de 4-meto-

xicarbonilfenila (54)

Em um baldo de 50 mL dissolveu-se 1 g (3,18 mmol) de 29 em 20 mL de piridina.
Em seguida, sob banho de gelo e agua e agitacdo adicionaram-se 1,8 g (9,41 mmol) de
cloreto de tosila. A mistura reagente foi mantida sob resfriamento a -4 C e o
desenvolvimento da reagdo acompanhado por CCD (cloroféormio/metanol 25%). Apos 24
horas, adicionou-se mais 0,6 g (3,14 mmol) de cloreto de tosila. Passadas novas 24
horas, detectou-se o fim da reacdo. A mistura reagente foi entdo vertida sobre gelo pilado
e acidificada com acido cloridrico concentrado até pH proximo de 1. A mistura foi extraida
com trés porgdes de 50 mL de diclorometano, as fases organicas reunidas e lavadas com
trés porgdes de 50 mL de solugéo saturada de bicarbonato de sédio, seguido de 4gua até
pH aproximadamente 7. Secou-se a fase organica com sulfato de sodio anidro e

elimonou-se o solvente em evaporador rotatério.

' Solido branco apés purificacdo do produto
o ' bruto em CCS com cloroférmio/MeOH 9,5:0,5
[1,2 g (2,6 mmol; 66%)]

F.M.: C21H24010S

M.M.: 467 g.mol™

P.F.: 107-108,4 °C

IV (V max, cm™): 3506-3227 (O-H), 1712 (C=0), 1605, 1508, 1435 (C=C), 1241 (C-O), 1079
(C-0-C)

RMN de 'H (& DMSO-ds; 200 MHz): 7,90 (d; 2H; Jz2. 5.6 8,75 Hz; H-3' e H-5"), 7,68 (d; 2H;
J 23 5 8,21 Hz; H-2 e H-6"), 7,29 (d; 2H; Jog. 1112 8,06 Hz; H-9' e H-11°), 7,08 (d; 2H;
Jg.o: 1211 8,0 Hz; H-8' e H-12"), 5,00 (d; 1H; J1, 7,37 Hz; H-1), 4,49 (sl; 2H); 4,23-3,97 (m; 3H);
3,84 (s; 3H; COOCHj), 3,69 (d; 1H; J 2,43 Hz; H-4), 3,55 (t; 1H; J,1. 25 7,35 Hz; H-2), 3,43 (dd;
1H; J3, 7,30 Hz; J34 2,75 Hz; H-3), 2,34 (s; 3H; Ar-CHy)

RMN de *C (§ DMSO-dg; 50 MHz): 165,81 (COOCHS,), 160,90 (C-1'), 144,83 (C-7’), 132,21
(C-10"), 130,97 (C-3’ e C-5), 129,97 (C-8 e C-12’), 127,49 (C9’ e C-11’), 123,03 (C-4)), 115,97
(C-2' e C-6"), 99,73 (C-1), 72,58 (C-3), 72,32 (C-5), 70,31 (C-6), 69,77 (C-4 ou C-2), 68,18 (C-2
ou C-4), 51,91 (COOCH;), 21,04 (Ar-CHs)
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Além desta substancia, foi obtido outro produto, menos polar, caracterizado como
3,6-di-O-(4-metilbenzenossulfonil)-B-p-galactopiranosideo de 4-metoxicarbonilfenila (55),

conforme dados de caracterizagdo mostrados a seguir.

Soélido branco [0,25 g (0,4 mmol,
27%)]

F.M.: C28H3001282
M.M.: 622 g.mol™

P.F.: 166 € dec.

IV (V max, cm™): 3586-3513 (O-H), 1693 (C=0), 1606, 1584, 1511, 1434 (C=C), 1359, 1173
(SOy), 1075 (C-0O-C), 817 (C-H de anel aromético 1,4-dissubstituido)

RMN de 'H (d DMSO-dg; 200 MHz): 7,90 (d; 2H; Js». 5.6 8,85 Hz; H-3' e H-5'), 7,82 (d; 2H;
Jis 14 1718 8,30 Hz; H-17'e H-15’), 7,68 (d; 2H; J» 3. ¢ 5 8,29 Hz; H-2' € H-6), 7,43 (d; 2H; Ji4 15
1817 8,21 Hz; H-14" e H-18"), 7,31 (d; 2H; Jg g 111> 8,02 Hz; H-9’ e H-11"), 7,04 (d; 2H; Jg o 1211
8,89 Hz; H-8' e H-12"), 5,70 (d; 1H; J 5,73 Hz; O-H), 5,52 (d; 1H; J 6,50 Hz; O-H), 5,11 (d; 1H; J;
7,6 Hz; H-1); 4,47 (dd; 1H; J3, 10 Hz; J34 3,2 Hz; H-3), 4,20 (dd; 1H; J¢:¢ 10 Hz; Js5 3,2 Hz; H-6b),
4,11 (dd; 1H; Js6 8,5 Hz; Js6 3,2 Hz; H-5), 4,0 (m; 1H; H-6a), 3,95-3,93 (m; 1H; H-4); 3,84 (s; 3H;
COOCHsy); 3,80-3,74 (m; 1H; H-2); 2,40 (s; 3H; Ar-CHs); 2,36 (s; 3H; Ar'-CHs).

RMN de *C (§ DMSO-dg; 50 MHz): 165,73 (COOCH;), 160,56 (C-1'), 144,48 (C-7' ou C-13),
133,43 (C-10’ ou C-16), 132,09 (C-10’ ou C-16’), 131,0 (C-3' e C-5’), 129,98 (C-8' e C-12' ou C-
2' e C-6'), 129,68 (C-8' e C-12' ou C-14’ e C-18), 127,81 (C-9' e C-11’ ou C-17' e C-14"), 127,49
(C-9' e C-11' ou C-17' e C-15'), 123,32 (C-4"), 115,94 (C-2' e C-6"), 99,03 (C-1), 82,42 (C-3),
71,66 (C-5), 69,55 (C-6), 66,97 (C-2), 66,49 (C-4), 51,92 (COOCHj3), 21,05 e 21,03 (2 x Ar-CHy).

4.2.4.1.2 Sintese de 2,3,4-tri-O-acetil-6-O-(4-metilbenzenoss ulfonil)- B-D-galactopira-

nosideo de 4-metoxicarbonilfenila (56)

Em um baldo de 50 mL foram solubilizados 1,6 g (0,257 mmol) de 54 em 10 mL de
piridina. Essa solucdo foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente e a ela
adicionados 2 mL (2,16 g; 21 mmol) de anidrido acético. Ao final da rea¢éo, detectado por
CCD (cloroférmio/metanol 10%) apds trés horas, verteu-se a mistura reagente sobre gelo

pilado e adicionou-se acido cloridrico concentrado até pH préximo de 1. Extraiu-se a
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mistura com trés por¢cdes de 30 mL de diclorometano. A fase organica foi entdo lavada
com trés porgcbes de 30 mL de solugcdo saturada de bicarbonato de sodio seguidas de
agua até pH aproximadamente 7. Secou-se a fase organica com sulfato de sédio anidro e

removeu-se o solvente em evaporador rotatério.

Oleo amarelo-claro [1,8 g (3 mmol; 85%)
F.M.: C21H270138

M.M.: 593 g.mol™
OCHj

IV (V max, cm™): 1750 (C=0 de éster alifatico), 1716 (C=O de éster aromatico), 1606, 1509, 1435
(C=C), 1366, 1175 (S0O,), 1212 (C-0), 1069 (C-O-C)

RMN de H (& CDCl3; 200 MHz): 7,97 (d; 2H; J32-56 8,76 Hz; H-3' e H-5), 7,73 (d; 2H; J 2 3.6 5
8,23 Hz; H-2' e H-6"), 7,27 (d; 2H; Jgg: 1112 7,93 Hz; H-9 e H-11"), 6,98 (d; 2H; J g9 1211
8,77 Hz; H-8 e H-12"), 5,51-5,41 (m; 2H); 5,17-5,09 (m; 2H); 4,21-4,11 (m; 3H); 3,90 (s; 3H;
COOCHy), 2,41 (s; 3H; Ar-CHy), 2,08-2,00 (3 x OCOCHs3)

RMN de C (& CDCls; 50 MHz): 170,07-169,47 (3 x OCOCH,), 166,57 (COOCH;), 160,23
(C-1)), 145,48 (C-7"), 132,35 (C-10), 131,75 (C-3' e C-5"), 130,11 (C-8' e C-12’), 128,11 (C9' e
C-11), 125,19 (C-4'), 116,25 (C-2' e C-6'), 98,71 (C-1), 71,41  (C-3), 70,64 (C-5), 68,46 (C-2),
66,92 (C-4 ou C-6), 66,59 (C-4 ou C-6), 52,19 (COOCH,), 21,77 (Ar-CH,), 20,82-20,66 (3 X
OCOCH;)

4.2.4.1.3 Sintese de 2,3,4-tri-O-acetil-6-azido-6-desoxi- 3D-galactopiranosideo de 4-

metoxicarbonilfenila (59)

Em um baldo de 50 mL foram solubilizados, em 20 mL de dimetilformamida, 1,8 g
(3 mmol) de 56. A solucéo formada adicionaram-se 4 g (60 mmol) de azida de sodio. A
mistura foi aquecida a cerca de 80 T, sob agitacdo, por 24 horas. Detectado o fim da
reacdo por CCD (hexano/EtOAc 1:1), a mistura foi transferida para uma capsula de
porcelana e o excesso de dimetilformamida evaporado sob corrente de ar quente. O

residuo obtido foi particionado em agua e éter etilico (30 mL de cada). Separou-se a fase
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organica e extraiu-se a aquosa com mais trés por¢coes de 30 mL de éter. Secou-se a fase

organica com sulfato de sddio anidro e eliminou-se o solvente no evaporador rotatorio.

Oleo incolor apés purificacdo do produto bruto
por CCS com hexano/EtOAc 7:3[0,73 g (1,5
mmol; 50 %)]

F.M.: CgoH23010N3

M.M.: 478 g.mol™

IV (V max, cm™): 2102 (N3), 1748 (C=0 de éster alifatico), 1717 (C=0 de éster aromatico), 1606,
1509, 1436 (C=C), 1212 (C-0), 1062 (C-0-C)

RMN de *H (J CDCl3; 200 MHz): 8,00 (d; 2H; Js - 5.¢ 8,85 Hz; H-3' e H-5'), 7,04 (d; 2H; J 2 3. 6.5
8,87 Hz; H-2' e H-6’), 5,51 (dd; 1H; J,3 10,44 Hz; J,; 7,88 Hz; H-2), 5,42 (d; 1H; J43 2,89 Hz;
H-4), 5,16 (d; 1H; Ji, 7,92 Hz; H-1), 5,12 (dd; 1H; J3, 10,37 Hz; J34 3,37; H-3), 3,99-3,95 (m;
1H), 3,88 (s; 3H; COOCHs,), 3,56 (dd; 1H; J 12,85 Hz; J 3,26 Hz), 2,19-2,01 (m; 9H; OCOCH>)

RMN de *C (4 CDCls; 50 MHz): 170,36-169,50 (3 x OCOCH5), 166,64 (COOCH;), 160,32 (C-
1'), 131,83 (C-3’ e C-5'), 125,30 (C-4), 116,36 (C-2' e C-6’), 99,00 (C-1), 73,21 (C-3), 70,84 (C-
5), 68,60 (C-2), 67,80 (C-4), 52,20 (COOCHS), 50,78 (C-6), 20,85-20,71 (3 x OCOCHS)

4.2.4.1.4 Sintese do 6-azido-6-desoxi- f-D-galactopiranosideo de 4-metoxicarbonilfe-
nila (62)

A uma solucdo de metdxido de sddio, preparada pela solubilizacdo de 30 mg de
sédio em 20 mL de metanol anidro, foi adicionado 0,33 g (0,69 mmol) de 59 e a mistura foi
mantida em agitacdo sob banho de gelo e agua por uma hora, quando detectou-se o fim
da reacédo por CCD (cloroférmio/metanol 25%). O meio foi neutralizado por adicdo de
resina Amberlite® IRA 120 e o solvente foi removido em evaporador rotatério, apés
separacao da resina por filtracao.

128



Parte experimental

Solido branco apos recristalizagdo do produto
bruto em isopropanol [0,15 g (0,44 mmol;
66%)]

F.M.: C14H1707N;

M.M.: 338 g.mol™

P.F.: 133,9-135 C

[a]p —154 (c 1, CH3;0H)

IV (V max, cm™): 3412 (O-H), 2110 (N3), 1720 (C=0 de éster aromatico), 1696 (C=0O de amida),
1607, 1585, 1509, 1436 (C=C)

RMN de 'H (§ DMSO-dg; 200 MHz): 7,90 (d; 2H; Jg5. 56 8,60 Hz; H-3' e H-5'), 7,13 (d; 2H;
J 2365 8,63 Hz; H-2" e H-6"), 5,32 (d; 1H; J 4,83 Hz; O-H), 5,07-5,01 (m; 2H), 4,84 (d; 1H;
J 4,44 Hz; O-H), 3,92-3,88 (m; 1H), 3,80 (s; 3H; COOCHj), 3,65-3,41 (m; 4H), 3,27 (dd; 1H;
J 12,86; J 3,18 Hz)

RMN de *C (4 DMSO-dg; 50 MHz): 165,89 (COOCHS,), 160,98 (C-1), 131,07 (C-3' e C-5),
123,04 (C-1"), 115,97 (C-2' e C-6'), 100,05 (C-1), 74,13 (C-3), 72,83 (C-5), 69,91 (C-2), 68,83
(C-4), 51,92 (COOCHzy), 51,12 (C-6)

4.2.4.2 Sintese de 6-acetilamino-6-desoxi- [B-D-galactopiranosideo de 4-metoxicarbo-
nilfenila (61)

4.2.4.2.1 Sintese de 2,3-di-O-acetil-6-acetilamino-6-desoxi- 3D-galactopiranosideo de

4-metoxicarbonilfenila (60)

A um baldo de 100 mL foram adicionados 10 mL de tetraidrofurano e 50 mg de
paladio-carvdo 10 %. O baléo foi vedado com septo de borracha e a suspensdo mantida
sob agitacao e atmosfera de hidrogénio por 15 minutos. Em seguida, a esta suspensao foi
adicionada solucédo de 0,365 g (0,76 mmol) de 59 em 10 mL de tetraidrofurano por meio
de seringa. Deixou-se a mistura reagente sob agitacdo, temperatura ambiente e
atmosfera de hidrogénio até que se detectou, por CCD (hexano/EtOAc 1:1), o fim da

reacdo. A mistura foi entéo filtrada em coluna de silica com tetraidrofurano para remocéao

do catalisador e o solvente eliminado em evaporador rotatorio.
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9) Solido branco ap6s purificagdo por CCS com
EtOAc 100% [0,31 g (89%)]

F.M.: CyoH2509N

M.M.: 452 g.mol™

P.F.: 201-203 C

IV (V max, cm™): 3367-3291 (N-H e O-H), 1734 (C=0 de éster alifatico), 1713 (C=0 de éster
aromatico), 1652 (C=0 de amida), 1605, 1585, 1547, 1508 (C=C), 1223 (C-0), 852 (C-H de
anel aromatico 1,4-dissubstituido)

RMN de 'H (& DMSO-dg; 200 MHz): 8,03 (t; J 5,35 Hz, 1H; N-H), 7,91 (d; 2H; J3 > 5 ¢ 8,83 Hz;
H-3' e H-57), 7,08 (d; 2H; J 2 3. ¢ 5 8,83 Hz; H-2' e H-67), 5,46-5,30 (m; 3H); 4,96 (dd; 1H; J3,
8,48 Hz; J34 2,92 Hz; H-3); 2,03-2,00 (2 x OCOCHz3), 1,83 (s; 3H; NHCOCHs)

RMN de *C (5 DMSO-ds; 50 MHz): 169,95-169,76 (2 x OCOCHs), 169,27 (NHCOCHj), 165,69
(COOCHj3), 160,31 (C-17), 131,13 (C-3' e C-5'), 123,68 (C-4"), 116,16 (C-2' e C-6'), 97,40 (C-1),
73,14 (C-3), 72,93 (C-5), 68,48 (C-2), 65,78 (C-4), 51,93 (COOCHs), 39,12 (C-6), 22,4
(NHCOCHs), 20,74-20,47 (2 x OCOCHj)

4.2.4.2.2 Sintese de 6-acetilamino-6-desoxi- D-galactopiranosideo de 4-metoxicar-
bonilfenila (61)

A uma solucdo de metdxido de sodio, em um baldo de 50 mL, munido de tubo
secante, foi adicionado 0,15 g (0,33 mmol) de 60 e deixou-se agitar nas mesmas
condi¢cBes. Apds 20 minutos, foi detectado por CCD (EtOAc 100%) o término da reacéao.
Neutralizou-se o meio reacional com resina Amberlite® IRA 120 e eliminou-se o solvente

no evaporador rotatorio.
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o:< Sélido branco [0,12 g (0,326 mmol; 98%]
F.M.: C1sH2,07N

M.M.: 368 g.mol™

P.F.: 202-205 < dec.

IV (V max, cm™Y): 3401-3274 (N-H e O-H), 1718 (C=0 de éster), 1655 (C=O de amida), 1607,
1563, 1509 (C=C), 1083 (C-O-C)

RMN de *H (& DMSO-dg; 200 MHz): 7,90 (d; 2H; J3»- 56 8,11 Hz; H-3' e H-5), 7,10 (d; 2H;
Jos.es 7,96 Hz; H-2' € H-6'), 5,24 (d; 1H; J 4,0 Hz; O-H), 4,91 (sl; 2H), 4,69 (sl; 1H; O-H), 3,81
(s; 3H; COOCHs,), 3,70-3,62 (m; 3H); 3,21 (sl; 2H); 1,82 (s; 3H; NHCOCHS,)

RMN de **C (& DMSO-dg; 50 MHz): 169,73 (NHCOCH), 165,84 (COOCH,), 161,16 (C-1)),
131,02 (C-3' e C-5'), 122,93 (C-4"), 116,02 (C-2' e C-6'), 100,35 (C-1), 73,03 (C-3 e C-5), 70,05
(C-2), 68,57(C-4), 51,91 (COOCHs), 39,54 (C-6), 22,53 (NHCOCH,)

4.2.4.3 Sintese do 6-amino-6-desoxi- B-D-galactopiranosideo de 4-metoxicarbonilfe-
nila (63)

Em um baldo de 50 mL foram suspensos 15 mg de paladio-carvdo 10 % em 10 mL
de tetraidrofurano. Vedou-se o baldo com septo de borracha e a mistura foi mantida sob
agitacdo, temperatura ambiente e atmosfera de hidrogénio por 15 minutos. Entéo, foi
adicionada, via seringa, solucéo de 0,1 g (0,28 mmol) de 62 em 5 mL de tetraidrofurano. A
mistura foi mantida sob as mesmas condicfes por oito horas, quando foi detectado por
CCD (cloroféormio/metanol 25%) o consumo de todo o material de partida. Separou-se o
catalisador por filtracdo em papel e o solvente foi eliminado sob ar comprimido. O produto
foi utilizado de imediato nas reagfes de sintese de 64, 65 e 66.

Semi-solido branco apoés adicao de éter etilico
OH NH»
6 o) . ao produto bruto [0,64 g (2 mmol; 69%)]

4 > 1

HO\ _>

F.M.: C14H1907N

M.M.:313 g.mol™
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IV (7 max, cm™Y): 3364 (N-H e O-H), 2879 (C-H), 1710 (C=0), 1605, 1508, 1435 (C=C), 1050 (C-O-C)
RMN de 'H (& DMSO-ds; 400 MHz): 7,91 (d; 2H; Js»- 5.6 8,8 Hz; H-3' e H-5); 7,11 (d; 2H;
Jor 365 8,8 Hz; H-2 e H-6'); 4,93 (d; 1H; J;., 7,6 Hz; H-1); 3,81 (s; 3H; COOCHj); 3,73-3,28 (m).

RMN de *C (§ DMSO-dg; 100 MHz): 165,71 (COOCHS,), 161,04 (C-1’), 130,98 (C-3' e C-5),
122,73 (C-4'), 115,82 (C-2' e C-6’), 100,24 (C-1), 76,01 (C-3), 73,22 (C-5), 70,06 (C-2), 68,54
(C-4), 51,76 (COOCHs), 41,88 (C-6)

4.2.4.4 Sintese do 6-benzoilamino-6-desoxi- [B-D-galactopiranosideo de 4-metoxicar-
bonilfenila (64)

Foi dissolvido, em um baldo de 50 mL, 0,37 g (1,13 mmol) de 63 em 35 mL de
metanol, sob agitacdo e banho de gelo e dgua. Em seguida, juntou-se a solugéo 0,28 g
(1,23 mmol) de anidrido benzdico e deixou-se reagir sob as mesmas condicfes. Ao final
da reacao, detectada por CCD (metanol 100%), separou-se o solido formado por filtracdo

a vacuo.

Solido branco apds recristalizacdo em agua
[0,26 g ( 0,62 mmol; 55% de rendimento)

F.M.: C21H2308N
M.M.: 417 g.mol™

P.F.:117-118 T

IV (V max, CM™): 3468-3246 (N-H e O-H), 1699 (C=0 de éster), 1638 (C=O de amida), 1607,
1582, 1543, 1510 (C=C), 1081 (C-O-C)

RMN de H (& DMSO-dg; 200 MHz): 8,53 (sl; 1H; N-H); 7,84 (d; 2H; J3 2. 56 7,05 Hz; H-3" e H-
57, 7,70 (d; 2H; Jg ¢ 1211 8,5 Hz; H-8' e H-12"), 7,56-7,42 (m; 3H; H-9’, H-10" e H-11"), 7,06 (d;
2H; J2 3. ¢ 5 8,46 Hz; H-2' e H-6'), 5,26 (d; 1H; J 4,65 Hz; O-H), 4,97 (d; 1H; J 5,29 Hz; O-H),
4,91 (d; 1H; J1, 7,68 Hz; H-1), 3,93 (sl; 1H), 3,70-3,47 (m; 5H), 3,80 (s; 3H; COOCHs3)

RMN de *C (4 DMSO-ds; 50 MHz): 166,53 (NHCOCH,), 165,74 (COOCH,), 161,04 (C-1),
134,38 (C-7’), 131,21 (C-10’), 130,89 (C-3’ e C-5’), 128,22 (C-9’ e C-11’), 127,19 (C-8' e C-12),
122,81 (C-4"), 115,95 (C-2’ e C-6"), 100,29 (C-1), 73,19 (C-3), 72,73 (C-5), 70,11 (C-2), 68,76
(C-4), 51,86 (COOCH;), 40,31 (C-6)
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4.2.4.5 Procedimento geral de sintese de 65 e 66

Em um baldo de 25 mL foram adicionados o intermediario aminico 63, 15 mL de
metanol e trietilamina. A solucdo formada foi mantida sob agitacdo e banho de gelo e
agua até gue atingisse a temperatura de 0 C. Em se guida, juntou-se a mistura o cloreto
de sulfonila correspondente e deixou-se reagir sob as mesmas condi¢des. Ao final da
reacdo, detectada por CCD, a mistura reagente foi acidificada a pH 1 com HCI
concentrado ainda sob banho de gelo e agua. A solucao foi entdo transferida para capsula
de porcelana e o solvente evaporado com corrente de ar. O residuo obtido foi purificado
por CCS. Na Tabela 11 podem ser observados detalhes particulares de cada reacéo.

Tabela 11: CondicGes empregadas nas reacdes de sintese de 65 e 66

Agente

Eluente
Produto 63 _ Trietilamina Eluente da
sulfonilante da CCD CCs
p‘CH3C6H4SOZC| 0,065 mL
0,1¢g acetona/MeOH
65 0,062 g (0,048 g; 0,33 EtOAc 100%
(0,32 mmol) (0,32 mmol) 9,8:0,2
mmol)
CH3S0O.ClI 0,047 mL
66 0,074 9 0,02 mL (0,034 g; 0,33 acetona/MeOH  EtOAc/MeOH
(0,24 mmol) (0,03 g: 0,22 mmol) 9.9:0.1 9,9:0,1

mmol)
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4.2.4.5.1 Dados de caracterizagéo de 6-(4-metilbenz enossulfonil)amino-6-desoxi- -D-

galactopiranosideo de 4-metoxicarbonilfenila (65)

Soélido branco [0,082 g (0,18 mmol; 55%)]
F.M.: C21H2sNOgS
M.M.: 467 g.mol™*
P.F.: 182-184,5C

OCHj3

IV (V max, cm™): 3600-3266 (O-H e N-H), 2950 (C-H), 1714 (C=0), 1606, 1509, 1433 (C=C),
1058 (C-O-C)

RMN de 'H (§ DMSO-ds; 200 MHz): 7,91 (d; 2H; Js2. 56 8,70 Hz; H-3' e H-5"), 7,65 (d; 3H;
Jg.o: 1211 8,08 Hz; H-8", H-12" e N-H), 7,28 (d; 2H; Jo g- 1112 8,12 Hz; H-9' e H-11"), 7,13 (d; 2H;
J23.65 8,75 Hz; H-2" e H-6), 5,24 (d; 1H; J 5,12 Hz; O-H ), 4,96 (d; 1H; J 5,36 Hz; O-H), 4,89 (d;
1H; J., 7,48 Hz; H-1), 4,67 (d; 1H;J 4,65 Hz; O-H), 3,83 (s; 3H; COOCHs3), 3,73-3,40 (m; 4H),
2,94-2,89 (m; 2H), 2,33 (s; 3H; Ar-CHy)

RMN de C (d DMSO-dg; 50 MHz): 165,76 (COOCH,), 161,05 (C-1'), 142,46 (C-7'), 137,43
(C-10'), 130,95 (C-3' e C-5'), 129,44 (C-8' e C-12'), 126,48 (C-9’ e C-11’), 122,87 (C-4), 116,01
(C-2' e C-6'), 100,23 (C-1), 73,41 (C-3), 72,84 (C-5), 69,87 (C-2), 68,46 (C-4), 51,85 (COOCHs,),
43,38 (C-6), 20,87 (Ar-CHs)

4.2.4.5.2 Dados de caracterizacdo de 6-metanossulfonilamino-6-desoxi- [B-D-galacto-

piranosideo de 4-metoxicarbonilfenila (66)

O\\ CHj .
048\/ Sélido branco [0,017 g (0,43 mmol; 19%)]
HO N—H F.M.: C15HiNOgS
4 65 -© . 2 M.M.: 391 g.mol™*
HO P.F.: 108-109,5 C
3 OH

OCHj3

IV (7 max, M™Y): 3482-3223 (O-H e N-H), 2918 (C-H), 1715 (C=0), 1604, 1508, 1435 (C=C),1050
(C-0-C)
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RMN de 'H (& DMSO-dg; 200 MHz): 7,90 (d; 2H; Js». 56 8,74 Hz; H-3' e H-5)), 7,15 (d; 2H;
Jo g 65 8,72 Hz; H-2' e H-6'), 7,07 (t; 1H; Iy, v 5,48 Hz; N-H ), 5,25 (d; 1H; J 5,08 Hz; O-H),
4,98 (m; 3H; H-1 e O-H), 4,71 (d; 1H;J 4,46 Hz; O-H), 3,81 (s; 3H; COOCHS,), 3,77-3,40 (m; 5H),
3,15-3,12 (m; 2H), 2,77 (s; 3H; SO,CH5).

RMN de *C (J DMSO-dg; 50 MHz): 165,72 (COOCH,), 161,05 (C-1’), 130,95 (C-3' e C-5),
122,88 (C-4’), 115,98 (C-2’ e C-6’), 100,15 (C-1), 73,58 (C-3), 72,89 (C-5), 69,87 (C-2), 68,36 (C-
4), 51,83 (COOCH,), 43,21 (C-6), 39,58 (SO,CHs)

4.2.4.5.3 Dados de caracterizacéo do subproduto 67

I

S Soélido branco [0,003 g (0,008 mmol; 4 %)]
HsC~ \\N

F.M.: Cl5H19N08S
M.M.: 373 g.mol*
P.F.: 126-127,3 C

IV (V ma, cm™): 3357 (O-H), 2931 (C-H), 1689 (C=0), 1605, 1584, 1508, 1446 (C=C), 1047
(C-0-C)

RMN de 'H (d DMSO-dg; 400 MHz): 7,91 (d; 2H; J3». 56 8,0 Hz; H-3' e H-5"), 7,15 (d; 2H;
J> 3. 65 8,8 Hz; H-2' e H-6), 5,12 (d; 1H; J 7,6 Hz; H-1), 4,23 (dd; 1H; Jeaep 16 Hz; Jsas 9,6 Hz;
H-6), 4,03 (dd; 1H; Js69,7 Hz; Js.4 2 Hz; H-5), 3,83 (s; 3H; COOCHy), 3,79-3,78 (m; 1H; 6a), 3,67-
3,63 (m; 2H; H-4 e H-2), 3,52-3,48 (m; 3H); 3,17 (s; 1H; SOCHy).

RMN de *C (4 DMSO-dg 100 MHz): 165,85 (COOCH), 160,87 (C-1'), 131,16 (C-3' e C-5),
123,24 (C-4’), 116,02 (C-2' e C-6"), 100,13 (C-1), 74,01 (C-3), 72,97 (C-5), 69,69 (C-2), 68,57
(C-4), 52,02 (COOCHs), 48,99 (C-6), 42,40 (SOCH)

4.2.4.6 Sintese do 6-desoxi-6-iodo- [(-D-galactopiranosideo de 4-metoxicarbonilfe-

nila (58)

4.2.4.6.1 Tentativa pelo método de Garegg e Samuels son (1980)

A um baldo de 250 mL foram adicionados 100 mL de uma mistura de tolueno e
acetonitrila (7:3) e 1 g (3,18 mmol) do 29. Aqueceu-se a mistura a 60 T sob agitacéo e

adicionaram-se 2,4 g (9,15 mmol) de trifenilfosfina, 1,2 g de imidazol (17,6 mmol) e 2,4 g
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de iodo (9,45 mmol). A mistura foi entdo aquecida a 120 T por um periodo de quatro
horas quando, por CCD (cloroférmio/metanol 20%), foi verificado o detectado o consumo
de todo material de partida. Deixou-se a mistura resfriar até a temperatura ambiente e a
ela foram adicionados 40 mL de solucdo saturada de bicarbonato de sédio seguidos de
solucdo saturada de tiossulfato de sédio em quantidade suficiente para o consumo do
iodo em excesso, detectado pelo desaparecimento de sua cor caracteristica. Em seguida,
a fase organica foi separada e a aquosa extraida com trés porcdes de 30 mL de acetato
de etila. As fases organicas foram reunidas, sulfato de sédio anidro adicionado para
secagem e o solvente eliminado em evaporador rotatorio. Ao residuo obtido da destilacédo
foi adicionado éter de petroleo para solidificagdo. O produto obtido proposto foi o derivado

3,6-anidro 53, conforme dados de caracterizacdo apresentados a seguir.

Solido branco apds purificacdo por CCS com
cloroférmio/MeOH 9,5:0,5 [0,471g (1,58 mmol;
35 %)]

F.M.: C14H1604

M.M.: 297 g.mol™

P.F.: 173,6-174,6 T

RMN de H (& DMSO-dg; 200 MHz): 7,91 (d; 2H; J3 2. 56 8,4 Hz; H-3' e H-5’), 7,07 (d; 2H; J» 3
o5 8,4 Hz; H-2" e H-6"), 5.77 (d; 1H; J 4,0 Hz; O-H), 5,36 (s; 1H; H-1), 5,35 (d; 1H; J 3,6 Hz;
O-H), 4,25 (d; 1H; J 3,6 Hz; H-4), 4,19 (sl; 1H; H-5), 4,07 (d; 1H; J 4,8 Hz; H-3), 4,02 (t; 1H;
J 4,4 Hz; H-2), 3,89-3,77 (m; 5H; H-6, H-6a e COOCHs)

RMN de *C (4 DMSO-dg; 50 MHz): 165,74 (COOCH,), 160,23 (C-1), 131,11 (C-3' e C-5),
122,59 (C-4’), 115,88 (C-2' e C-6'), 98,97 (C-1), 80,52 (C-3), 77,97 (C-5), 72,23 (C-2), 69,50
(C-6), 68,99 (C-4), 51,76 (COOCHj)

4.2.4.6.2 A partir do 2,3,4-tri-O-acetil-6-O-(4-metilbenzenos  sulfonil)- BD-galactopira-

nosideo de 4-metoxicarbonilfenila (56)

4.2.4.6.2.1 Sintese de 2,3,4-tri- O-acetil-6-desoxi-6-iodo- [B-D-galactopiranosideo de 4-

metoxicarbonilfenila (57)

Em um baldo de 50 mL solubilizaram-se 1,14 g (1,92 mmol) de 56 em 10 mL de

dimetilformamida. A essa solugao foram adicionados 2,89 g (19,2 mmol; 10 eq) de iodeto
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de sddio. Aqueceu-se a mistura sob agitagdo magnética a cerca de 80 T por 24 horas,
guando foi detectado o fim da reacdo por CCD (hexano/EtOAc 1:1). Transferiu-se a
mistura reagente para uma capsula de porcelana e evaporou-se 0 excesso de
dimetilformamida sob corrente de ar quente. O residuo obtido foi particionado em agua e
éter (30 mL de cada). A fase aquosa foi extraida com trés porcdes de 30 mL de éter etilico
e lavada com trés porcdes de solugdo saturada de tiossulfato de sodio. Em seguida, as
fases organicas foram reunidas, secadas com sulfato de sodio anidro e o solvente

destilado em evaporador rotatorio.

Solido branco ap6s purificacdo do produto

OAc
6' bruto por CCS com hexano/EtOAc 7:3 [0,521
N g (0,92 mmol: 48 %)]
AcO

F.M.: C20H23010|
M.M.: 563 g.mol™
P.F.. 68,6-70,3 C

IV (V max, €M™): 1746 (C=0O de éster alifatico), 1714 (C=0O de éster aromatico), 1605, 1586,
1509, 1434 (C=C), 1210 (C-0), 1051 (C-O-C)

RMN de H (& CDClj3; 200 MHz): 8,02 (d; 2H; Jz . 56 8,72 Hz; H-3' e H-5), 7,13 (d; 2H;
J 2365 8,78 Hz; H-2' e H-6"), 5,59-5,46 (m; 2H), 5,17-5,13 (m; 2H), 4,13-4,09 (m; 1H), 3,89 (s;
3H; COOCHzy), 3,25-3,22 (m; 2H), 2,20-2,02 (m; 9H; 3 x OCOCHS,)

RMN de C (J CDCl;; 50 MHz): 170,36-169,50 (3 x OCOCHjs), 166,63 (COOCH,), 160,31
(C-4"), 131,74 (C-3' e C-5'), 125,16 (C-2’ e C-6'), 116,52 (C-1'), 98,80 (C-1), 74,89 (C-3), 70,83
(C-5), 68,59 (C-2), 68,39 (C-4), 52,19 (COOCH;), 20,86-20,73 (3 x OCOCHj), -0,07 (C-6)

4.2.4.6.2.2 Sintese de 6-desoxi-6-iodo- B-D-galactopiranosideo de 4-metoxicarbonil-
fenila (58)

Trezentos miligramas (0,53 mmol) de 57 foram adicionados a uma solugcéo de
metoxido de sbédio em metanol em um baldo de 50 mL, munido de tubo secante,
preparada pela dissolu¢cdo de um cubo de sodio de cerca de 30 mg em 25 mL de metanol
anidro, sob agitacéo e banho de gelo e agua. Apés uma hora de reacao, detectou-se o fim
da mesma por CCD (hexano/EtOAc 1:1). Em seguida, a mistura reagente foi neutralizada

por adicdo de resina Amberlite® IRA 120 e o solvente eliminado em evaporador rotatrio.
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Solido branco [0,2 g (0,46 mmol; 86%)]

H
o 6| o) F.M.: C]_4H]_707|
4 s 2 \1 M.M.: 437 g.mol™*
HO
- OH P.F.: 175,6-176,8 C

IV (V max, cm™): 3408 (O-H), 1694 (C=0), 1606, 1584, 1509, 1436, (C=C), 1057 (C-O-C), 846
(C-H de anel aromatico 1,4-dissubstituido)

RMN de 'H (& DMSO-dg; 200 MHz): 7,91 (d; 2H; J3 2. 5656 8,58 Hz; H-3' e H-5’), 7,19 (d; 2H;
Jr3.65: 658,63 Hz; H-2' e H-6'), 5,27-4,72 (m; 2H), 4,99 (d; 1H; J,, 7,52 Hz; H-1), 3,94-3,88 (m;
1H), 3,81 (s; 3H; COOCHs,), 3,64-3,16 (m; 5H)

RMN de *C (4 DMSO-ds; 50 MHz): 165,81 (COOCH,), 160,97 (C-4"), 130,96 (C-3' e C-5),
122,98 (C-2' e C-6'), 116,19 (C-1’), 100,09 (C-1), 75,40 (C-3), 72,83 (C-5), 69,61 (C-2), 69,38
(C-4), 51,89 (COOCH;), 5,41 (C-6)

4.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.3.1 ENSAIO DE HEMAGLUTINACAO [adaptado de KONOZY et al. (2003)]

Os ensaios de hemaglutinacdo foram realizados, pelo autor do trabalho, no
Laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade de Farméacia da UFMG. Utilizou-se
lectina de E. cristagalli obtida de Sigma-Aldrich, na forma de po liofilizado. A determinacao
do titulo da LEC e os ensaios de inibicdo da hemaglutinacédo foram realizados em placas
de microtitulacdo de 96 pocos com volume final de 150 pL por poco. Para a lavagem do
sedimento de hemacias foi empregada solucdo salina a 0,9 % m/v. Foi empregada
solucédo aquosa a 0,15 mol.L™" de cloreto de sddio, 5 mmol.L™ de cloreto de célcio e 5
mmol.L™* de sulfato de manganés (solucdo salina Ca®**/Mn?*) no preparo das solucdes de

lectina, das substancias testadas e da suspensao de eritrocitos.
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4.3.1.1 Preparo da suspenséo de eritrécitos

Transferiram-se 10 mL de sangue do tipo O humano para tubo de centrifuga junto a
1 mL de solucao anticoagulante de citrato de sédio a 5% p/v. O sangue foi centrifugado, o
soro descartado e a papa de hemacias obtida lavada quatro vezes com porcbes de
10 mL de solucéo salina a 0,9 %. Em seguida, preparou-se uma suspensao com 2 mL do
sedimento de hemacias, resultante da ultima lavagem, em 48 mL de solu¢do salina

Ca*/Mn?*, de forma a se obter suspenséo na concentracdo de 4 % vi/v.

4.3.1.2 Determinacédo do titulo de hemaglutinacdo da  solucao estoque de LEC

Foi preparada solugcdo estoque da lectina na concentracdo de 0,2 % m/v em
solucdo salina Ca*/Mn?*. A 50 pL desta solucéo, em 12 diluicdes seriadas 1:2, foram
adicionados 100 pL da suspenséao de eritrocitos e a mistura foi incubada por uma hora a
temperatura ambiente. ApGs este tempo, foi feita a leitura da hemaglutinacdo e o titulo
encontrado foi de 64 UH (Unidades de Hemaglutinagdo). O experimento foi realizado em
triplicata. Segundo FARIA e colaboradores (2004) o titulo de hemaglutinacdo é dado
como o inverso da maior diluicdo na qual se constata aglutinacdo visivel a olho nu. A
solugcéo de LEC empregada no ensaio de hemaglutinacéo, descrito a seguir, foi preparada
pela diluicdo 1:128 v/v da solugéo estoque desta lectina.

4.3.1.3 Ensaio de inibicdo de hemaglutinagéo

Foram adicionados, em pocos diferentes, 50 pL de solucéo, em salina Ca®**/Mn?*,
de D-galactose, lactose e dos derivados da D-galactose em diluicdes seriadas 1:2 a partir
de concentra¢des de 0,02-0,2 mol.L™}, conforme mostrado na Figura 60 e na Tabela 12.
As concentrag0es iniciais diferem em fungéo da solubilidade relativa de cada substancia
na solucdo salina. Foram excluidos do ensaio aqueles derivados que se mostraram
insoliveis em até 15 mL de salina com 20% de DMSO (maior concentracdo nao-

hemolisante desse solvente).
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OH _OH OH _OH

0 o) R OH _OH
HO. HO.
OH OH HO on H
R e
5:R =Nj3 28: R=H, R'=COH 44: R = CH,CgHs
12: R = NHCOCH3 29: R=H, R"= COOCH3 45: R = CHy(CH,),CHs
13: R = NHCOCgH5 30: R=0CHg, R'=COH 46: R = CH»(CH,)4CHs
14: R = NHSO,CH3 31: R=H, R'=NO, A47: R= CH(CH3)2
15: R = NHSO,CgHs 32: R=NO,, R'= COOCH,4
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Figura 60: Substancias avaliadas no ensaio de inibicdo da hemaglutinagéo.

Tabela 12: Concentracgdes iniciais das solu¢des de D-galactose, lactose e derivados empregados no ensaio

de inibicdo da hemaglutinacdo

Concentracéo Concentragéo Concentragéo
Substéncia Substéancia Substéancia
(mol.L™) (mol.L™h (mol.L™)
D-galactose 0,2 31 0,1 47 0,067
lactose 0,2 32 0,1 53 0,1

5 0,2 33 0,2 54 0,02

12 0,2 35 0,1 58 0,01

13 0,2 36 0,1 61 0,1

14 0,2 37 0,05 62 0,1

15 0,2 38 0,067 63 0,066

16 0,2 39 0,1 65 0,004

28 0,2 44 0,033 66 0,02

29 0,1 45 0,067

30 0,1 46 0,067




Parte experimental

Em seguida, foram adicionados 50 pL de solugcéo de LEC em cada poco. Apds 30
minutos, a temperatura ambiente, foram adicionados 50 UL da suspensao de eritrécitos.
Apos uma hora a temperatura ambiente foi feita a leitura, a olho nu, da atividade inibitéria
da hemaglutinacdo, considerada como a menor concentracdo capaz de inibir a
aglutinacdo dos eritrocitos. O experimento foi realizado em triplicata. A atividade inibitoria
da hemaglutinacdo mediada por LEC foi expressa em valores de inibicdo relativa a

inibicdo promovida pela D-galactose.

4.3.2 ENSAIO DE INIBICAO DE ERITROFAGOCITOSE [adapatado de BOETTNER et al.
(2005)]

Este ensaio foi realizado no Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da UFMG, pelo Dr. Silvio Santana Dolabella. Para estes experimentos foi
utilizada a cepa HM1-IMSS axénica de E. histolytica. Ajustou-se o0 numero de trofozoitos
visando-se obter uma concentracdo de 1x10° tro-fozoitos/mL em meio de cultivo TYI-S-33
(DIAMOND, 1968). Foi também preparada uma suspensdo de eritrocitos humanos
(resultantes da diluicdo de sangue tipo B positivo heparinizado) em salina 0,9%, de forma
a se obter uma concentracéo de 1x10’ eritrécitos/mL.

4.3.2.1 Preparo do ensaio controle

Foram incubados, por 30 minutos a 37 T, mistura de 0,4 mL da suspensao de
trofozoitos com 0 mesmo volume da suspenséao de eritrécitos, obtendo-se uma relagcéo de

10:1 eritrocitos/trofozoito.

4.3.2.2 Preparo do ensaio de inibicdo da eritrofago  citose pelos carboidratos

Solucdes de D-galactose, lactose e dos diferentes derivados sacaridicos (Figura
61), preparadas por dissolucdo dessas substancias em meio de cultivo a fim de se obter
concentracdo de 55 mmol.L™, foram incubadas com suspens&o de trofozoitos em estufa a
37 T por 30 minutos. Apds esse tempo, foi adicionada a suspensao de eritrécitos e

incubou-se a mistura novamente por 30 minutos. O ensaio foi feito em triplicata.
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Parte experimental
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Figura 61: Substancias avaliadas no ensaio de inibicdo de eritrofagocitose.

4.3.2.3 Determinacao da porcentagem de trofozoitos  que fagocitaram eritrocitos

ApOs este tempo, a interacdo entre os trofozoitos e os eritrécitos foi interrompida,
tanto no controle quanto nos derivados em teste, pela adicdo de agua destilada, a fim de
lisar os eritrdcitos livres e aqueles aderidos a superficie das amebas. O material foi entao
centrifugado a 200g por trés minutos e os trofozoitos, juntamente com os eritrocitos
fagocitados, fixados com glutaraldeido 2,5% v/v em PBS por 30 minutos, a temperatura
ambiente. Retirou-se o excesso de glutaraldeido lavando-se os trofozoitos trés vezes com
PBS. Os eritrocitos ingeridos foram contrastados com diaminobenzidina a 25 mg/100mL
em PBS adicionados de 500uL de H,O, 40 volumes, seguido de incubag¢ao por cinco
minutos a temperatura ambiente. Os trofozoitos foram lavados novamente com PBS e
centrifugados a 200g por cinco minutos. Foram contadas, com auxilio de microscépio de
luz (aumento de 40 vezes), 100 amebas escolhidas ao acaso. Os resultados foram
expressos como a porcentagem dos trofozoitos que fagocitaram eritrocitos (comparados
pelo teste de Kruskal-Wallis).
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Concluséo

5 CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizados trinta derivados monoméricos da D-galactose,
obtidos por modificacbes em C-1 e C-6 desse monossacarideo. Os derivados obtidos pela
manipulacédo em C-1 foram um derivado azido (5), duas D-galactosilamidas (12 e 13), trés
D-galactosilsulfonamidas (14-16) e doze galactosideos aromaticos, dentre os quais sete
sd0 monossubstituidos na posicéo para do anel aromatico (28, 29, 31, 33, 34, 36 e 39) e
cinco sao 2,4-dissubstituidos (30, 32, 35, 37, 38). Um desses galactosideos (28) ainda
originou uma série de cinco aminas (44-47 e 52), e outro (29), um grupo de sete derivados
substituidos na posicdo 6 do anel piranosidico (58, 61-66). Dos trinta produtos finais
idealizados, dezenove sao inéditos (sulfonamidas 14-16, galactosideos 35-39, aminas 44-
47, e todos os derivados modificados em C-6). Duas substancias inéditas (53 e 67),
originadas de reacdes de ciclizacdo intramolecular, foram também obtidas, embora néo

tivessem sido planejadas.

Vérios dos derivados obtidos foram avaliados em testes de inibicdo de dois
processos de interagdo celular mediados por lectinas especificas para D-galactose e
D-galactose/N-acetil-D-galactosamina, a hemaglutinagdo promovida pela lectina de
Erythrina cristagalli e a eritrofagocitose por Entamoeba histolytica, respectivamente.
Algumas substéncias ndo foram testadas por limitacdes referentes a quantidade
disponivel ou a baixa solubilidade nos veiculos empregados nos testes. Pbdde-se
evidenciar, com os resultados obtidos do teste de hemaglutinacdo, que as unicas
modificacdes feitas em C-1 da D-galactose que levaram a produtos com melhorias
significativas na afinidade pela lectina de Erythrina cristagalli foram aquelas associadas
aos galactosideos arométicos, em especial os produtos 28-30, 32 e 37. As modificacdes
feitas em C-6 do galactosideo 29 levaram a obtencdo de derivados que apresentaram
atividades inibitorias de hemaglutinacéo inferior aquelas observadas com o protétipo e
mesmo com a D-galactose, o que pode confirmar a importancia da presenca da hidroxila
de C-6 para a interagdo com o sitio de ligacdo. Conclusbes semelhantes podem ser
tiradas em relacdo a inibicdo do processo de eritrofagocitose com a maioria dos derivados
avaliados. Entretanto, com uma dessas substancias testadas, a isopropilamina 47, foi
observada queda acentuada (65%) no numero de trofozoitos de Entamoeba histolytica
gue fagocitaram hemécias, 0 que talvez sugira um papel importante da cadeia
alquilaminica no aumento de afinidade pela lectina amebiana, o que deve ser comprovado

em estudos mais detalhados.
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Figura 62: Espectro de RMN de *H de 14 (200 MHz, DMSO-ds)
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Figura 87: Espectro de RMN de *H de 38 (200 MHz, DMSO-ds)
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Figura 88: Espectro de RMN de *3C de 38 (50 MHz, DMSO-ds)
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Figura 96: Espectro de RMN de *°C de 49 (50 MHz, DMSO-dg)
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Figura 103: Espectro de RMN de **C de 46 (100 MHz, CD;0D)
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Figura 104: Espectro de RMN de *H de 51 (200 MHz, DMSO-dg)
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Figura 105: Espectro de RMN de **C de 50 (50 MHz, DMSO-dp)
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Figura 106: Subespectro DEPT-135 de 51 (50 MHz, DMSO-dg)
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Figura 121: Espectro de RMN de *H de 55 (400 MHz, DMSO-dg)
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Figura 129: Espectro de RMN de **C de 64 (50 MHz, DMSO-dp)
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Figura 136: Espectro de RMN de *H de 66 (200 MHz, DMSO-ds)
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Figura 138: Espectro de RMN de **C de 65 (50 MHz, DMSO-dp)
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Figura 139: Subespectro DEPT-135 de 65 (50 MHz, DMSO-ds)
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