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RESUMO

Lectinas vegetais sdo especialmente utilizadas @stema modelo para o estudo das bases
moleculares do reconhecimento lectina-carboidrasdectinas sao proteinas, desprovidas de
atividade enzimatica, que se ligam de maneira séwar e especifica a mono- e
oligossacarideos. Distinguem-se das imunoglobylirase eventualmente reconhecem
especificamente antigenos sacaridicos, seja eastimignte, seja porque estas Ultimas
dependem de estimulo antigénico para serem sedieiz Reconhecidamente, as interagdes
entre lectinas e carboidratos desempenham impertgaipel em diversos processos
biologicos. No presente trabalho, descreve-se tesgirde vinte e um derivados da lactose,
dentre os quais, quatro séo lactosilamidas (ldatetamida e -benzamida) e sulfonamidas
(lactosilmetanossulfonamida e -benzenossulfonamidétp s&o lactosideos aromaticos
(lactosideos de benzila, de 2-feniletila, de fenitle 4-metoxicarbonilfenila, de 4-
carboxifenila, de 4-metoxicarbonil-2-nitrofenilag ®-amino-4-metoxicarbonilfenila, de 2-
acetilamino-4-metoxicarbonilfenila), e nove saoid®tos resiultantes da modificacdo do
lactosideo de 4-metoxicarbonilfenila nas posicdes6(6-desoxi-6-iodo, -6-azido, -6-amino,
-6-acetilamino, 6’-desoxi-6’-azido, -6’-amino, -&tetilamino, 6- e 6’-desoxi)A afinidade
relativa dos derivados sintetizados pela lectiotada das sementes Beythrina cristagalli

foi avaliada por ensaio de inibicdo da hemagluinapediada pela referida lecti?ddenhuma
das modificacOes realizadas na estrutura da lacéss#tou em aumento da afinidade destes
compostos pela lectina, sendo que para os lactssledesoxi foi observada diminuicdo da

afinidade.

Palavras-chave: carboidratos, derivados da lactodectina, ensaio de inibicdo da

hemaglutinacédo, sintese.



ABSTRACT

Plant lectins are especially well suited as a ma@ystem to study the molecular basis of
protein-carbohydrate recognition. Lectins are chyoate binding proteins other than
immunoglobulins that display no enzymatic activibyvards the recognized sugars. Lectin-
carbohydrate interactions play an important roleaomiriad of biological processes. In this
work, it is reported the synthesis of twenty oneidae derivatives. Four of them are lactosyl
amides (acetamide and benzamide) and sulfonamidegthénesulfonamide and
benzenesulfonamide) and eight are aromatic laass{benzyl, 2-phenylethyl, phenyl, 4-
methoxycarbonylphenyl, 4-carboxylphenyl, 4-meth@tponylphenyl-2-nitrophenyl, 2-
amino-4-methoxycarbonylphenylphenyl, 2-acetylamdnmethoxycarbonylphenylphenyl
lactosides). Two other series were obtained by fivadion of 6 and 6’ positions of 4-
methoxycarbonylphenyl lactoside (6-deoxy-6-iodosazédo, -6-amino, -6-acetylamino, 6'-
deoxy-6’-azido, -6’-amino, -6’-acetylamino, 6- e-@oxy). The relative affinity of the
synthesized derivatives towards the lectin frondsesf Erythrina cristagalliwas evaluated
by hemagglutination inhibition assay. None of thietketic derivatives were better inhibitors

than lactose.

Key-words: carbohydrate, lactose derivatives, kecthemagglutination inhibition assay,

synthesis.
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1 INTRODUCAO

As lectinas sdo proteinas desprovidas de atividadematica, que se ligam de maneira
reversivel e especifica a mono- e oligossacarid@istinguem-se das imunoglobulinas, que
eventualmente reconhecem especificamente antigawasidicos, seja estruturalmente, seja
porque estas Ultimas dependem de estimulo ant@méraca serem sintetizadd®ossuem a
capacidade de aglutinar células e glicoconjugaiaa. origem primitiva na escala evolutiva
levou a ampla distribuicdo na natureza. Podemrsmngradas em organismos com diversos
graus de complexidade, tendo sido isoladas de,\bactérias, protozoarios, plantas, animais
invertebrados e vertebrados, nos quais desempefumades variadas. As lectinas vegetais
foram primeiramente descobertas e, por serem @®lawhm maior facilidade, quando
comparadas as de outras fontes, sédo ainda hojesesxtmente estudadas e caracterizadas em
maior nimero (LIS; SHARON, 1998; RUDIGER; GABIUS)®; LORIS, 2002).

O conceito para lectinas foi proposto em meadossémlo XX, apds sete décadas das
primeiras evidéncias das propriedades biologicde eatureza protéica das lectinas presentes
nas sementes débrus precatoriuse de Ricinus communjs cujas toxicidades eram
reconhecidas. A descoberta da propriedade henraayhiéi da ricina, em 1888, marca o inicio
do estudo desta classe de proteinas. Esta casticierdas lectinas explica a utilizacdo do
termo hemaglutinina para designa-las (LIENERal., 1986; SHARON; LIS, 2004). Em
meados da década de 1930, foi sugerido que a hatinagEo induzida pela concanavalina A,
lectina isolada das sementes @anavalia ensiformispoderia ser consequéncia de reacao
entre a lectina vegetal e carboidratos presentesupaficie dos eritrécitos (SUMNER,;
HOWELL, 1936). Na década de 1950, foi constatadaletividade de certas hemaglutininas
pelos grupos sanguineos humanos, a partir de astono uma série de extratos de sementes
de fabaceas (BOYD; SHAPLEIGH, 1954; MAKELA, 1957kstas lectinas foram
fundamentais em investigacbes subseqientes queribodratm para elucidagdo da
especificidade dos antigenos associados ao sistemgiiineo ABO (MORGAN; WATKINS,
2000). Nos anos seguintes, o emprego das lectioas fimitado a avaliagdo da atividade
hemaglutinante dessas proteinas semi-purificada®pientes, principalmente, de extratos de
sementes de espécies vegetais (LIENERI., 1986; SHARON; LIS, 2004). As primeiras
demonstracdes do papel biologico das interacdes Eutinas e carboidratos contaram com

descobertas importantes que datam do inicio daddéda 1960. S&o elas, a propriedade de
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induzir mitose em linhagens de linfécitos, encatdraem lectinas vegetais, seguida da
constatacdo de que este evento pode ser inibiggoesanca de monossacarideos (NOWELL,
1960), e a capacidade de lectinas deste tipo deireayl preferencialmente células tumorais,
que forneceu a evidéncia de que mudancas na edprdescarboidratos da superficie celular
estdo associadas ao desenvolvimento do cancer @WB, 1963; AUBet al., 1965). No
entanto, até o comeco da década de 1970, o papéjibo das lectinas foi pouco explorado,
uma vez que ainda se encontravam dificuldades paisolamento destas proteinas. O
desenvolvimento da cromatografia de afinidade fes®n intensamente esta area de
conhecimento, ao possibilitar o isolamento de msulétinas, em sua maioria de origem
vegetal, permitir caracterizacbes ao nivel molecelinvestigacdes das suas aplicacdes em
biologia (LIENERetal., 1986; TAYLOR; DRICKAMER, 2003). A partir de o, comegou-

se a especular sobre o reconhecimento celular deegbar interacdes lectina-carboidrato.
Nesta época, ficou bem estabelecido que quase &sdaslulas apresentam carboidratos em
sua superficie na forma de glicoproteinas, glitdigs e polissacarideos. Ao mesmo tempo,
foi admitido o grande potencial biolégico dos cadbatos na codificacdo de informagdes
bioldgicas. Nos peptideos e nos oligonucleotidegsortantes chaves para o reconhecimento,
a informacdo contida € baseada apenas no numera seqiléncia das suas unidades
monomericas. Nos carboidratos uma maior diversideskeutural € possivel. Neles, a
informacdo também pode ser codificada na posicAadilades sacaridicas, na configuracao
anomérica e no arranjo das ramificagdes. Aindagpodcorrer ligagbes a grupos fosfato,
sulfatos e acetila (SHARON; LIS, 1989; RUDIGER; GAB, 2001). A partir da década de
1980, o refinamento de algumas técnicas analidaaslesenvolvimento de outras, trouxeram
importantes ferramentas para a elucidacdo esttutigaproteinas, o que permitiu a
compreensao de particularidades da interacdo dec#éirboidrato. A cristalografia de raios X
e a ressonancia magnética nuclear de lectinas egagds com seus ligantes permitiram a
identificacdo dos grupos quimicos nas proteina®® aarboidratos que participam desta
interacdo. Experimentos de mutagénese direcionpdos 0 sitio ativo e de modelagem
molecular trouxeram outras informacdes a respe#tocontribuicdo de cada residuo de
aminodacido para atividade de lectinas (SHARON; 12@)4; NILSSON, 2003). Atualmente,
as lectinas séo tidas como ferramentas poderosigara em solucdo ou na superficie de
células, para o desenvolvimento da glicobiologidasEtém sido usadas em analises
bioguimicas, em biologia celular, extensivamenteiraomologia e &reas relacionadas. Foram

propostas como alternativas de carreadores de déasma mantém aplicacdes clinicas na
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distingdo de grupos sangiiineos (RUDIG&RI., 2000; BREWERetal. 2002; BOETNERet
al., 2002).

A seletividade das interacdes de lectinas com nsamwasideos constitui uma caracteristica
geral e, devido a isto, elas sdo comumente cleadds de acordo com 0 monossacarideo pelo
qual exibem maior afinidade (LIS; SHARON, 1998). &ltanto, estas interacdes, apesar de
seletivas sao intrinsecamente fracas. Tipicamestéo envolvidas duas a cinco ligacdes de
hidrogénio além de interacdes hidrofébicas e de demWaals complementares, que lhes
conferem constantes de dissociacdo na escala dé¢In{®ORME etal., 2005). A afinidade é
potencializada nas interagbes com oligossacarig@na,as quais os valores de constantes de
dissociacdo sdo até mil vezes maiores que paraco®ssacarideos. Do ponto de vista
funcional, isto pode ser explicado pela proximidadtrutural que aqueles tém com o0s
ligantes polissacaridicos naturais das lectinaS;(EHARON, 1998). A semelhanca estrutural
com os ligantes naturais também explica a razdasdmteracdes naturais entre lectinas e
glicodendrimeros, glicopolimeros ou alguns glicgagados, serem consideravelmente mais
fortes. A natureza compensou a baixa afinidadénseca das interagcdes lectina-carboidrato
ao dispor de multiplas copias de carboidratos,esgms em glicoproteinas de superficie, e de
proteinas oligoméricas capazes de apresentar foglt§itios de interacdo a carboidratos. O
aumento da afinidade resulta do efeito de multh@ée (POLIZZOTTI; KIICK, 2006). A
multivaléncia proporciona um fenbmeno sinérgicgaswbases fisico-quimicas ainda néo
estdo bem elucidadas, que aumenta acentuadamefité€acia das interacdes com lectinas,
quando comparadas as interac6es com o ligante ralemd® correspondente (LUNDQUIST;
TOONE, 2002; VON DER LIETHet al., 2002). De uma maneira geral, os ligantes
multivalentes séo constituidos por um nucleo cemémaificado, em cujas terminacdes sao
ligados epitopos sacaridicos que se ligam seleam#gna lectinas. O aumento linear do
namero de epitopos sacaridicos exposto em um éganidtivalente pode levar ao aumento
logaritmico da afinidade pela lectina. As constartte dissociacdo destas interacfes podem
alcancar a escala de pmol/L (LEE; LEE, 1995; BEZ&WS2002; VON DER LIETHetal.,
2002; BOAS; HEEGAARD, 2004).

A importancia biologica das interacfes entre ledtie carboidratos foi reconhecida em
diversos processos, dentre os quais, podem sdosjta controle do trafego intracelular de
glicoproteinas, a adesédo de agentes infecciosoéluda chospedeira, o recrutamento de

leucdcitos aos sitios inflamatodrios, a depuracédopaeeinas do sistema circulatério e a
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metastase de tumores (LIS; SHARON, 1998; NILSSO0032 ANDRE et al., 2006). O
entendimento do papel dos carboidratos no recomieeto celular e de como eles interagem
com as lectinas, bem como o desenvolvimento dedmriés de lectinas, derivados ou
miméticos de carboidratos tém sido argumento pdrasaa de novas terapias para doengas
humanas (RUDIGERet al., 2000; SVENSSONet al., 2002; SHRIVERet al, 2004;
SHARON, 2006).

A proposta da terapia anti-adeséo, que conta cdesenvolvimento de inibidores de lectinas,
vem sendo considerada como alternativa no combatfeecdes de diversas etiologias. Em
sua maioria, doencas causadas por virus, baceépagasitas sdo desencadeadas apos a etapa
de adesao do microorganismo ao tecido hospedei®m,pqde ser mediada por interacdes
lectina-carboidrato (OFEletal., 2003; PACHECCetal., 2004; COLTRIetal., 2006; YAO

et al., 2007). A partir de estudos iniciados ainda dégada de 1980x-D-manosideos
aromaticos foram reconhecidos como bons inibiddegimbria tipo 1 dé=scherichia colia-
D-manose especifica. As frimbrias (ou pili) sdo @ras de forma alongada presentes na
superficie de microorganismos Gram-negativos, quana na etapa de adesdo da bactéria a
célula hospedeira, pela interagdo com carboidrdtosupericie desta. Elas atuam como
fatores de viruléncia e estdo entre os determinatdeseletividade bacteriana pelos tecidos e
orgaos. Osi-D-manosideos aromatictg eV (Figura 1.1) mostraram-se potentes inibidores
da agregacdo de levedura mediada por badir@li. Em ensaio de inibicdo da bactéria a
células intestinais de cobaia, foram até mil vemass ativos que o-D-manopiranosideo de

metila (), apresentando afinidades na escala de nmol/L EBbMy 2006).
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H H H
HO ~0 HO 0, HO 0,
HO HO HO
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%ensaio de inibicdo da agregacdo de levedura (FIRON
et al., 1983; 1984)’ensaio de inibicdo da adesdo a
células intestinais de cobaia RON et al., 1987)

Figura 1.1 — Inibicdo da agegacédo de levedura addado a células intestinais de cobaiaopor
manosideos aromaticos (FIRON et al., 1983; 19847198

Na fimbria tipo 1 déE. coli, 0 componente que se caracteriza propriamente éectinoa, por
apresentar sitio de ligagdo a carboidratos, é ansddde denominada FimH (SHARON,
2006). Em ensaio de ressonancia plasmonica defiigeo a-D-manopiranosideo de heptila
(XI, Figura 1.2) foi o melhor ligante da subunidadetfi(por apresentar menor valor de
constante de dissociacdod)Kdentre uma série debD-manosideos que incluia os derivados
aromaticoslll eV anteriormente avaliados (Figura 1.1) nos estudoadiksao celular. As
altas afinidades destes derivados pela fimbria fipde E. coli foram justificadas pela
identificacdo de uma regido hidrofébica vizinhasé® de interacdo com a por¢ao sacaridica,
de acordo com os dados de cristalografia de raide omplexo de FimH colll , e com
estudos de modelagem molecular cammanosideos aromaticos. Estas promissoras
constatacbes podem contribuir para a inovacdo denal terapéutico para infecgbes
bacterianas, especialmente as do trato urinarisackas por cepas @e coli (BOUCKAERT
etal., 2005).



Introducao
21

OH
H
HO —0,
HO
O
|
! |

Derivado I* In* V* VI VI VI IX X Xl Xl

n=1 n=2 n=3 n=4 n=5 n==6 n=7

Kd

(nmol/L) 2200 44 20 1200 300 151 25 10 5 22

*Estruturas apresentadas na Figura 1.1
Kd: constante de dissociacao

Figura 1.2 —a-Manosideos inibidores da adeséo da subunidade Herfiinbria tipo 1 dé&. coliem
ensaio de ressonancia de plama de superficie pttage Bouckaesdtal. (2005)].

Outra classe de inibidores da fimbria tipo 1 He coli foi explorada, a dos ligantes
multivalentes derivados de-manose. Dentre estes, encontram-se ligantes afijadades
pela lectina sdo relativamente mais altas. Comaonpb® podem ser citados os derivados
trivalentesXIll e XIV (Figura 1.3), que em ensaio de inibicdo da adesédimbria a
neutrofilos humanos por experimento de citometafldxo, apresentaram concentracao
inibitoria relativa, considerando-se a relacdo eemttimero de mols do monossacarideo,
superior a mil vezes a dm-D-manopiranosideo de metild).( Ressalta-se que no mesmo
ensaio, 0 manosideo aromatitio mostrou-se quase 500 vezes mais ativolgiORST et

al., 2001).
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Figura 1.3 — Derivados trivalentes potentes initedada fimbria tipo 1 dE. coli [adaptado de Horst
etal. (2001)].

Em geral, as altas afinidades por lectinas alcascgqobr ligantes multivalentes, os fazem
agentes terapéuticos promissores (MAMMENI., 1998; RUDIGERetal., 2000; SHRIVER
etal., 2004). No entanto, em casos especificos agdesémento de inibidores monovalentes
potentes pode ser conveniente (SORMEAI., 2005; SALAMEHet al., 2005; GIGUEREet
al., 2006; SALAMEHet al., 2006).

O potencial antitumoral de derivados plgalactose e da lactose vem sendo explorado em
estudos de inibicdo da galectina-3. As galectidaslactinas animais citosolicas especificas
parap-D-galactose, cujo papel bioldgico ndo foi completaraeslucidado. Fortes evidéncias
sugerem que elas estdo envolvidas na inflamacawm @¢esenvolvimento do cancer. Para a
galectina-3 s&o atribuidas atividades bioldgicagmdis. E conhecido seu envolvimento na
metéstase do cancer de colon, na progressédo do tarebral e na formacdo da imunidade
inata (GIGUEREetal., 2006). Ao contrario de grande parte das lastiela se apresenta em
solucéo principalmente na forma monomérica. Cone lesta caracteristica, explicou-se a
razao de as interacoes entre ligantes divalentesades daN-acetilactosamina e esta lectina,
em ensaios de inibicdo da hemaglutinacdo e de cailtnametria de titulacdo isotérmica, ndo
revelarem afinidade diferente do dissacarideo f@eé&ecia (AHMADetal., 2004).
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Dentre diversos derivados monovalentes planejadosdnibidores de galectina-3, foram
encontradas para as amidas aromadas$-XIX derivadas d&l-acetilactosamina e, para os
triaz6is XX-XXIl derivados da-galactose, as maiores poténcias de inibicdo eaaigdio da
galectina no ensaio de polarizagéo de fluoresc@uergetitiva (Figura 1.4). As modificagoes
na posicdo 3 da unidade galactosidica foram pldagjeom base nos estudos de cristalografia
de raios X (SORMEtal., 2005; SALAMEHet al., 2005).

W OH W OH o LM W OH
HAC
OH
0 0  Ho O  HoO
HO HO o d HO 0 d
OH ™o, OH 3 OH
OH

OH
p-galactose lactose N-acetilactosamina

H OH
c H
Ho OCH3
R R OCH3
OH

HA
0
OH
R

Derivado Kd (umol/L) Derivado R Kd (umol/L)

OH OH
XV 67 XV 4400

F —
XVII °’"ﬁ\(~f 0,88 XX @/&)\; 147
F [¢]
XVl b 0,48 XX 1= 107

XIX :y 0,32 XXII \/R \='t\§ 124

Figura 1.4 — Inibidores monovalentes da galecti(@83RMEetal., 2005; SALAMEHet al., 2005).

A citada propriedade hemaglutinante das lectimasstatada ja nas origens de sua descoberta,
resulta das estruturas oligoméricas e multivaler@siuns entre elas. As lectinas vegetais e
algumas galectinas, sao particularmente capazemldénar células, por apresentarem 0s
sitios de interacdo com carboidratos posicionadssextremidades opostas dos mondémeros
(LIS; SHARON, 1998; RUDIGER; GABIUS, 2001) (Figufa5). Estudos com objetivos
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especificos aproveitam a propriedade aglutinangelelztinas para a obtencdo de dados da
composicao sacaridica da superficie de outros tiphgdares, como por exemplo, de células
tumorais (LIENERetal., 1986; LIS; SHARON, 1998; TAYLOR; DRICKAMER, PG).

Figura 1.5 — Representacdo das estruturas tridioveis de lectinas vegetais complexadas com
oligossacarideos (A. Complexo da lectinaEdgthrina cristagalli dimérica, comu-L-Fug-(1—2)-3-
D-Galp-(1—4)-D-Glcp (setas); B. Complexo de concanavalina A, @anavalia ensiformis
tetramérica, com a-D-Manp-(1—2)-a-D-ManpOMe (setas) (Fonte:__ http://www.rcsb.org/pdb/
acessada em 07/07, imagens retiradas dos arquirosa@digo PDB 1gz9 e 1bxh, respectivamente).

De outra maneira, esta propriedade é exploradaneaie de inibicdo da hemaglutinacéo,
também denominado ensaio de inibicdo do haptenbaddsteiner (PUSZTAI, 1992), que
permite a avaliagdo de interacOes entre lectinearlgoidratos de maneira semiquantitativa.
Este € classicamente empregado na caracterizac8elataridade de lectinas por mono- e
oligossacarideos (GALBRAITH; GOLDSTEIN, 1972; HSE al.,, 1992; HUANGet al.,
2007; SINGHAet al., 2007). E um ensaio simples que se apresemt@ cona alternativa,
dentre muitas, para deteccdo das interacbes caatmidctina (RUDIGER; GABIUS, 2001;
AHMAD et al., 2004). Este ensaio encontra subsidios na ¢defacil dos eritrécitos do
tecido sangiineo e na riqueza qualitativa dos wesidacaridicos que sao presentes em suas
superficies. Seu emprego limita-se a avaliacadmt@aacado de ligantes solaveis, e tem melhor
expressao quando estes ligantes apresentam deem@mtens de afinidade (CORBEELal.,
2000; LUNDQUIST; TOONE, 2002).
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Como dito anteriormente, as lectinas vegetais sditonestudadas e uma colecédo delas tem
sido isolada e caracterizada ao longo dos anokecfisas sao particularmente abundantes nas
sementes de muitas plantas, nas quais elas podestitwo mais de 10% da composi¢céo de
nitrogénio das sementes (LIS; SHARON, 1989). Asinas de fabaceas sdo especialmente
utilizadas como sistema modelo para o estudo dasshmoleculares do reconhecimento
lectina-carboidrato pois, apesar da semelhancastlat@wa primaria destas proteinas, suas
especificidades a carboidratos podem ser diferef®8DIGER; GABIUS, 2001;
SVENSSONetal., 2002).

Apesar da aparente relevancia do papel das lectlieaplantas, devido a sua ampla
distribuicdo no reino vegetal, ainda se especukspeito de seu significado fisiol6gico. Nas
tltimas décadas, muitas propostas tém sido inzekigy tais como a participacdo em
processos de defesa da planta, no reconhecimeamnsporte e imobilizacdo celular, ou de
armazenamento de carboidratos (BERING&RI., 1979, BARONDES, 1981; MARTINEZ
etal., 2004; SHARON; LIS, 2004).

As espécies derythrina (Fabaceae) se apresentam distribuidas em arepisatso e
subtropicais. Este género é composto por cercal@eespécies arbdreas. Lectinas com
especificidade para-galactose eéN-acetilD-galactosamina séo isoladas principalmente das
sementes (LISt al., 1985). Outras lectinas foram detectadas engrexs quantidades em
outros tecidos como nas raizes, no caule e naasfollgumas delas parecem ter grande
similaridade estrutural com as lectinas das seragwoigtras tém especificidades diferentes
(KONOZY etal., 2002). Seis lectinas de semente€nghrina (E. caffrg E. cristagalli E.
flabelliformis E. lysistemomE. rubrinervae E. vespertili) foram estudadas para que suas
sequéncias homélogas fossem estabelecidas e paraihacdo dos sitios de ligagdo com
carboidratos. Os dados obtidos foram comparadosatprales conhecidos para a lectina de
E. corallodendronBONNEIL etal., 2004). Pequenas diferencas foram encontrates &s
sequénciasdestas lectinas, tanto na por¢cao praoféardo sacaridica. Portanto, a partir deste e
de outros relatos tem sido constatado que, apesaantpla distribuicdo geografica das
espécies deerythrina, suas lectinas apresentam grandes similaridadesarasteristicas
estruturais e bioldgicas (LISt al., 1985; KONOZYet al., 2002; 2003; BONNElILet al.,
2004). Varios residuos de aminoacidos que saoaisugara interacdo com carboidratos séo
conservados nos sitios ativos destas lectinasetetivedade destas € mantida provavelmente

porgue estes residuos se mantém proximos ao sifistelacdo dos ions calcio, comumente
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presente nestas lectinas. A complexacdo com estanialico € essencial para que a
conformacado do sitio de interacdo com carboidragya mantida. O sitio de ligacdo das
lectinas apresenta-se como uma depressdo na sigedésta proteina (ELGAVIS;
SHAANAN, 1998; TURTONet al., 2004). Dentre as lectinas Heythrina apenas as dE.
corallodendron e E. cristagalli foram bem investigadas no nivel molecular por dado
cristalograficos de suas estruturas complexadas wmmo- e dissacarideos (ELGAVIS;
SHAANAN, 1998; SVENSSONetal., 2002).

A lectina deE. cristagalli foi isolada na forma dimérica e mostra uma tog@a@omum a
outras lectinas de fabaceas. Cada mondémero conténion C4" e um Mi*, ambos
necessarios para a interacdo com carboidratosisaeatios dados cristalogréficos de alta
resolucdo e de interacdo termodinamica apontam gangoortante papel de moléculas de
agua no sitio de interacdo da cristagalli (SVENSSON et al., 2002). Foram ainda
identificadas moléculas de 4gua que possivelmeetteiam as interacdes entre os residuos
Gly107, Asnl133, Ala218, GIn219 e as hidroxilas & 8 do anel galactopiranosidico e 2 do
glicopiranosidico da lactose (Figura 1.6). Conteioupara interacdo, além das ligacbes de
hidrogénio, mediadas muitas vezes por moleculaggde, interacdes hidrofobicas entre os

anéis aromaticos dos residuos Phel3l e a TyrlGftidode ligacdo da lectina com o anel

galactopiranosidico da lactose ligada (TURTE&XEI., 2004).

Figura 1.6 — Representacdo do sitio de interacApazoboidratos da lectina @ythrina cristagalli

(A) InteracBes entre a proteina e a lactose meslipda moléculas de agua (esferas claras); (B)
InteracBes hidrofobicas entre os residuos TyrlGthel3l da lectina e o anel galactopiranosidico
(Fonte:_http://www.rcsb.org/pdbacessada em 02/03, imagens retiradas do arqoivacédigo PDB
1gzc).




Objetivos
27

2 OBJETIVOS

No presente trabalho, tivemos como objetivo ingestias diferencas nas interacbes de
derivados da lactos@-p-galactopiranosil-(3>4)-D-glicopiranose) com a lectina @gythrina
cristagalli, ao considerarmos este um sistema modelo de gbtsalectina-carboidrato.
Visamos a identificacdo de ligantes sintéticos, ovatentes, com alta afinidade, com vistas
ao desenvolvimento de inibidores da interacdo dénke com ligantes naturais. Prop6s-se
avaliar as afinidades relativas a partir de endaitnibicdo da hemaglutinacdo mediada pela
lectina, em relagdo@galactose e a lactose.

H OH
OH <OH
o]
1
HO HO o
OH *o4 6
OH
p-galactose lactose

Foram planejadas modificacbes na estrutura da skactmas posicbes 1, 6 e 6. As
modificagdes na posicao 1 levariam a uma sérienddas e sulfonamida®\{-A4) e a outra
série deD-lactosideosR1-B8) (Figura 2.1).

Al Z=COCHg

H JOH
o OH
go NHZ A2 Z=COCgHg
HO on o) A3 Z=SO,CHj
OH

A4 Z=SO,CgHs

N -

oH JOH
OH 0
O Ho o B1 n
0

HO o /H\Q B2 n

OH

OH

B3 z=H,Z=H

z
H OH oH ' B4 Z=COCHy Z,=H
o o o B5 2 = COH, Z, = H
HO. 0\%\ B6 Z = CO,CHs, Z, = NO,
OH Z
OH

B7 Z]_ = COZCH3, 22 = NH2
B8 Z, = CO,CHa, Z» = NHCOCH;

Figura 2.1 — Derivados da lactose na posicdo hejados para o estudo de suas interacdes com
lectina deErythrina cristagalli
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Duas outras séries planejadas seriam resultante®diéicacdes nas posicdes 6 (série C) e 6’
(série D) (Figura 2.2) de um dos derivados em @Qtle seria selecionado a partir dos

resultados preliminares do ensaio de afinidade gmduas primeiras séries.

Série C Série D

Z; = NHR ouOR Z; = NHR ouOR

Z5 = N3, NH,, NHCOCH3 ouH Z,=0H

Z3=OH Z3 = Ng, NH,, NHCOCH3 ouH

Figura 2.2 — Derivados da lactose nas posi¢cbesel6’6 planejados para o estudo de suas interacdes
com lectina dérythrina cristagalli

O planejamento de ligantes com maior afinidadduindamentado na manutencdo de pontos
importantes para as interacdes entre carboidratestiaa, e na criacdo de novos pontos de
interacdo, pela introducdo de grupos polares, edpemmte de grupos que possam formar
ligacBes de hidrogénio, e de grupos hidrofébicasigionados de maneira adequada, que
poderiam promover interacées no proprio sitio deratdo e em sitios adicionais. A
introducéo de grupos hidrofébicos poderia aindafer@r caracteristicas que favorecessem os
processos de solvatacdo e dessolvatacdo dos Hgantie seu sitio de interacdo, e assim
aumentassem a afinidade da interacdo carboidretiode(GABIUS, 1998). A posicdo 1,
anomerica, € de facil manipulacdo quimica, alénsaiebastante utilizada para a sintese de
ligantes mono- e polivalentes de lectinas. Os ddogAl-A4 planejados apresentam 0s
grupos amido e sulfonamido, que preservam a capdeidle formacdo de ligagdo de
hidrogénio no sitio de interacdo. Nesta série, paaeser comparadas as influéncias nas
interacbes dos grupos aromaticos ou metilicosddeaenca de hidrossolubilidade entre os
grupos amido e sulfonamido, relacionada com osrdateentropicos da interacdo. A
funcionalizacdo do anel aromatico com grupos psjammapazes de formar ligagdo de
hidrogénio, bem como a construgcdo de uma série loga@oderia trazer novas informacdes
a respeito da influéncia da aglicona na interag@lelctinas de fabaceas com os lactosideos

B1-B8. As modificacdes nas posicoes 6 e 6’ de derivadtosidico sdo favorecidas pela
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regiosseletividade de reacdes de hidroxilas presaAs modificacbes na estrutura sacaridica
poderiam permitir 0 acesso a pontos de interacaoed®es mais profundas do sitio de
interacdo. As modificacdes planejadas em C-6 e €b8Sistiram na substituicdo da hidroxila
correspondente por grupos polares como azido, aeaxetilamino, dentre os quais, os dois
altimos possibilitam a formacao de ligacao de hgéroo com o sitio de interacdo da lectina,
como também na remocdo destas, que levaria a @lotede derivados desoxi nao

substituidos.
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3 PLANO DE SINTESE

3.1 Sintese de lactosilamidas e sulfonamidas (A1-)A4

H ,OH
o oH Al Z = COCHg
H owm*z A2 Z = COCqHs
0 A3 Z = SO,CHs4

OH
OH A4 Z = SO,CgHsg

A sintese dos derivados da lactose propostos dniejada com base em reacdes classicas da
quimica de carboidratos. Para a obtencédo das amidasonamida#\1-A4 foram propostas
reacdes entre os agentes acilantes e sulfoniladeguados e o derivado lactosilamino, que
poderia ser obtido pela hidrogenacdo de precursigstxi-1-azido (SAHAet al., 1995;
SABESAN; NEIRA, 1992).

OH oP oP
0] (0] (0]
GO GO GO
mwz — mwz — mr«s
OH oP oP

G = B-D-galactopiranosil
Z=COR ou SOR
P=Ac

O derivado 1-desoxi-1-azido de configura@gapoderia ser obtido por reagéo de substituicao
nucleofilica a partir do brometo delactosila pem©-acetilado (CONCHIEet al., 1957;
TROPPERet al., 1992), produto da reacéo da lactose peradaticom &cido bromidrico.

Esta poderia ser obtida por reacdo de peracetildgadissacarideo comercial (HUDSON;
KUNS, 1925).

oSy = =y =y

G = B-D-galactopiranosil
P =Ac
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Considerando-se que as derivatizacdes em C-1 séitam nos intermediariads-acetilados,
os derivados finais seriam obtidos apds a desg@otetas hidroxilas por reacdo de
transesterificacdo (CZIFRAKt al., 2006).

p OP H OH
o op 0 OH
&@ e — &
PO o HO o
op OH
op OH

Z=COR ou SGQR
P=Ac

3.2 Sintese de lactosideos de arila e alquilarilB1-B8)

H OH W ,OH R1
OH
o n o OH
0 HO 0

HO o o HO o d

OH OH R2

OH OH
H

_ B3 Rl = H, Rz =
e B4 R, = CO,CHg, R, = H
B5 Rl = COzH, R2 =H
B6 Rl = COchS, Rz = NOZ
B7 Rl = C02CH3, R2 = NH2
B8 R, = CO,CHa, Ry = NHCOCH3

Os lactosideoB1-B4 e B6, poderiam ser obtidos a partir da reacédo de tstersiecacdo dos
respectivos precursores protegidos, estes forneqido glicosilacbes de alcoois e fendis
adequados com o brometo ddactosila (HELFERICH; GRIEBEL, 1940; JUN@t al.,
1989).

OH opP op
0
0 0 GO
GO —> 6o —
OH opP Br

G = B-D-galactopiranosil
R = arila ou aquilarila
P =Ac

A obtencdo do lactosideB5 seria possivel pela hidrélise basica do grupor &iteB4
(COREYet al., 1977).
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OCHy; —» OH
LO LO

L = B-lactosil

A hidrogenacdo do grupo nitro d&, poderia fornecer o lactosidd®/, cuja acetilacao
quimiosseletiva do grupo amino forneceBid(ONODERA; KITAOKA, 1960).

0] 0]
OCH3 OCH3 OCH3
—_— —_—
LO LO LO
NO; NH>

NHCOCH;3
L = B-lactosil

3.3 Sintese de derivados lactosidicos modificados €-6 e C-6’ (séries C e D)

H 23 Série C Série D
OH
&/ngl Z; = NHR ouOR Z; =NHR ouOR
HO 0 Zz = N3, NH2, Zz = OH
NHCOCH; ouH  Zg = Ng, NHy,
Z; Z3=OH NHCOCH; ouH

As derivatizacdes nos carbonos 6 e 6’, foram pélas a partir de um precursor comum,
cujas hidroxilas 4’ e 6’ estariam protegidas narf@arde acetal benzilidénico. Este precursor

poderia ser obtido pela reacdo de um dos derivdadactose em C-1 e benzaldeido (HALL,
1980).

CeHs

H OH
o OH o OH
HO 2 HO 2
o ow — ow
OH OH
OH OH
Z=NHR ou OR

A substituicdo regiosseletiva da hidroxila prima&té&aC-6 por iodo seria possivel uma vez que

a hidroxila da posicéo 6’ estivesse protegida (ZKAMAGNUSSON, 1996a). A remocao
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do grupo acetal benzilidénico, por hidrélise aqiB&LL; LORBER, 1940), bastaria para a
obtencéo de derivado 6-iodo desprotegido.

€H5 U €H5
o OH o OH
HO HO
4 4
0 OH
I OH

Z=NHR ou OR

A substituicdo do iodo pelo grupo azido (HANSEN; BNUSSON, 1999), seguida da
reducao deste e acetilagcdo do grupo amino obtiO@ERA; KITAOKA, 1960) forneceria
os derivados 6-azido, 6-amino e 6-acetilamino,gesgpamente. A hidrogenacgao catalitica do

derivado halogenado forneceria o derivado 6-desortespondente (WESTERLINBt al.,

2005).
OH
oo 60
o — —
NHCOCH;
o
G = B-p-galactopiranosil Go o _— ¢
Z=NHR ou OR H3C

As modificacbes na posicdo 6, poderiam ser redéigade maneira analoga sendo que o
derivado halogenado desta vez poderia ser obtida pmacdo de abertura do acetal
benzilidénico conN-bromossuccinimida (HANESSIAN; PLESSAS, 1969a).
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gHs
Bz Br
opP opP

0 po z —> 0 po 7
PO o o PO o o

op op

op op

P = H, Ac ou Bz
Z=NHR ou OR

A reducéo da azida do derivado 6’-azido e a ac@iilalo grupo amino obtido forneceriam os
derivados 6’-amino e 6’-acetilamino, respectivareei hidrogenacéao cataliltica do derivado
halogenado poderia fornecer o derivado 6-desogiatimente, se as hidroxilas tiverem sido

previamente desprotegidas. Alternativamenttapa de desprotecao decorreria seguida da de
hidrogenagéao para a obtencéo deste.

H NHCOCH3
0
HO 06 > 4o 06 > yo 06
OH
Br
op
G=e 0G :
o 2
op

Z=NHR ou OR
P=H, AcouBz
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Lactosilamidas e sulfonamidas (A1-A4)

A lactose monoidratada comercidl) (foi submetida a reacdo de peracetilacdo. O poodut
peracetilado2) foi convertido no brometo de lactosBgHUDSON; KUNS, 1925), que pela
reacdo com azida de sodio, em acetona e aguacéarimederivado azidé (CONCHIE etal.,
1957; TROPPERtal., 1992) (Figura 4.1.1).

R OR
OR OR
0 Ko
RO. o

OR
OR Ac JOAC r Ac OAC
) 1R=H o Ac o Ac
| i
2R =AC —> ASO i ASO Ns
AcO d ACO: o
OAC OAC
3 0AC 4 0AC

i. Ac,O, AcONa, refluxoii. HBr/AcOH, CF.Cl,, banho de geldii. NaNs, (CHs),CO, F,0.

Figura 4.1.1 — Esquema de sintese do derivaalridc 1-desoxi4 a partir da lactose.

A azida4 foi caracterizada pela sua faixa de fusédo, condlgacem a descrita na literatura
(QU etal., 2003), pelo seu espectro de absorcdo no erireiho, cuja banda em 2119tm

foi atribuida a deformacéo axial de grupo azidpeles seus espectros de RMN.

A reducdo de dglicosilazidas seguida de acilacdo glsosilaminas resultantes foi
extensivamente descrita na literatura (SAldRal., 1995; SABESAN; NEIRA, 1992). A
condensacéao de glicosilaminas com derivados descarboxilicos € um método usual para
sintese de glicosilamidas (BIANCHI; BERNARDI, 2008) sintese das amid#sl e A2, e
das sulfonamida&3 e A4 foi efetuada conforme esses métodos (Figura 4.1.2)
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OAC

AC OAC
Q
NECTa
AcO o

OAcC

0AC 0AC OH
A
i 4Z=N; ) K 0 DAC H OH
52 =NH, ' o ACO g i o o ,
AcoO o HO ° 0

OAC OH
6-9 OAc Al-A4 OH
Acilante/sulfonilante (i) Produto 6 eAl 7eA2 8eA3 9eAd
Ac20 6 0\\ 0
(N 4
CsHsCOCI 7 NJ\ & N7 Sy
SN
CH350:C 8 z “‘\H CH3 N N cHs N
CeHsSO2CI 9

i. H,/Pd-C, CHOH; ii. acilante/sulfonilante, &N, banho de geldii. CH;ONa/CHOH.

Figura 4.1.2 — Esquema de sintese das amitla&4 a partir ded.
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A (glicosilamina 5 foi preparada a partir dd, por reacdo de hidrogenacdo catalitica

(TROPPER et al., 1992). Glicosilaminas sdo reconhecidamentdawess. Além de

susceptiveis a anomerizagdo, sao sensiveis asesead® hidrélise e dimerizacédo
(LIKHORSHESTOVetal., 1986; LUBINEAUetal., 1995; GABIUS, 1998). Em vista disto,

logo que obtida, a glicosilamirtafoi convertida nas amid#se 7, e sulfonamidas8 e 9, sem

purificagdo prévia, pela reacdo com os agentesrded e sulfonilantes adequados, em

piridina. Mesmo tomando-se o cuidado de se utileaglicosilamina logo que preparada,

foram observados como produtos destas reacdes rasisanomericas com proporcdes

variadas de amidas e sulfonamidas, sempre comrpieéocia do anémero de configuracao

. Na Tabela 4.1.1 estdo relacionados os rendimettiddos para os derivadés9, a partir

da azid&d.

Tabela 4.1.1 — Rendimentos obtidos para as amidafonamida$-9 a partir det

Produto Método de purificacao Rendimento a paei (P6)
6 - 97
7 CCS 60
8 CCS 30
9 CCS 19

"Mistura de6 e de seu andmepo12:1;” mistura de7 e de seu anémern6:1.
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Da reacao de acetilacao Bleque levaria a amidd de configuraca@, foi obtida uma mistura

de proporcdo aproximada dé&a de 12:1 (as proporgcbes entre os andmeros foram
determinadas por RMN déH). Mesmo sendo dificil a separacdo dos andmeras po
cromatografia, obteve-se uma pequena quantidadé plera, que foi empregada na sua
caracterizacdo. A amidafoi caracterizada pela comparacédo dos valoresdosgara faixa

de fusdo e poder rotatério especifico, com aquedtatados na literatura (PRIYA;
LOGANATHAN, 1999) e pelos dados de seus espectedlMN.

No espectro de RMN d&H de 6 (Figura 1.1, pagina 118 Apéndice 1), caracterizaram
formacéo da acetamidas sinais referentes ao hidrogénio amidico (dupt&ép26,J 9,3 Hz),

ao H-1 (tripleto,05,20,J 9,3 Hz) e aos hidrogénios metilicos do grupo kseino (simpleto,
02,15). No espectro de RMN d& (Figura 1.2), foram observados os sinais do cztia
carbonila emd 171,32 e do carbono metilico do grupo acetilaneimod 23,36. O anémera

de 6, foi isolado em quantidade suficiente paracswacterizacdo por RMN d#l (Figura 1.5,
pagina 120). Neste espectro sdo observados, arnts @s sinais do hidrogénio amidico em
06,41, e do H-1 emd5,79 (Figura 4.1.3).

Ac OAC NHCOCH c/ﬁ\ H
OA 3 H3 N~
0 Ac J8,5 He
ACO ACO
AcO Y o RS ™~H
OAC P 0
OAC oh
J 3,9 Hz
06,41 05,79
: J1 8,5 Hz
Juu1 8,5 Hz J;,39 Hz
NH © H-1

Figura 4.1.3 — Sinais referentes ao hidrogénio mmiela H-1 do espectro de RMN #edo andmero
o de6 (CDCl, 400 MHz).
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O produto bruto obtido da sintese da benzamidgatksg apos cromatografia em coluna de
silica-gel, conduziu a mistura dos andomeBo§’) e a na proporcdo 6:1, de acordo com o
observado no espectro de RMNte(Figura 1.6, pagina 120). Neste, dentre os sima&sos
intensos, foram atribuidos aos hidrogénios do andmele 7, o dupleto emd 7,02 (J 7,6 Hz)
referente ao hidrogénio amidico e o dupleto dupto 6,01 Jiny 7,6 Hz,J12 5,2 Hz)
referente a H-1. Os sinais dos hidrogénios arowstemo 7,74, 7,55-7,49 e 7,44 e do
hidrogénio amidic@ 6,98 (dupleto,) 9,0 Hz) foram atribuidos a benzamidao espectro de
RMN de *C (Figura 1.7, pagina 121), entre outros, forameobsdos o sinal carbono da
carbonila do grupo amido ehl171,75, os quatros sinais dos hidrogénios aronsgatred
133 ed127 e o sinal de C-1 eth/8,79.

Utilizando-se cromatografia em coluna de silica-tml possivel obter os andémers8 e 9.
Nos espectros de RMN dél das sulfonamida8 (Figura 1.8, pagina 121) @ (Figura 1.10,
pagina 122), foram observados, respectivamentesinagis referentes aos hidrogénios
sulfonamidicos end 5,53 (dupleto, 9,1 Hz) e enmY 5,68 (multipleto), e aos H-1 eth4,76
(dupleto, J 9,1 Hz) e emo 4,81-4,75 (sobreposto ao sinal de H-2). Além degste
caracterizaram a formagé&o das sulfonamidas a masis sinais referentes aos hidrogénios
metilicos do grupo metanossulfonamido8jem d 3,05 e, aos hidrogénios aromatico9dé
7,88-7,86,0 7,60-7,56 e 7,52-7,48). Nos espectros de RMN'dé das sulfonamida8
(Figura 1.9, pagina 122) @ (Figura 1.11, pagina 123), o sinal referente ab@ao anomérico

foi observado end 82,71 e 82,62, respectivamente.

As amidas6 e 7, bem como os seus andmermse as sulfonamida8 e 9, obtidas como
andmerog3 puros, foram submetidas a reacdo de transeségdiiccom metoxido de sbdio
em metanol (CZIFRAKetal., 2006). As amidas e sulfonamidas desprotegddad4, foram

obtidas com rendimentos de 49 a 76%, ap0s purdaor recristalizacao (Tabela 4.1.2)
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Tabela 4.1.2 — Rendimentos obtidos para as amidaglfenamidasAl-A4 na etapa de

desprotecao das hidroxilas por reagéo de trangestedio.

Produto Solvente de recristalizacao Rendimento (%)
Al Isopropanol/agua 4:1 60
A2 Metanol 76
A3 Metanol 49
A4 Metanol 53

A desprotecdo das hidroxilas foi evidenciada petsgnca de bandas largas atribuidas as
deformacdes axiais de grupo hidroxila na regidoeed00 a 3200 cih nos espectros de
absorcédo no infravermelho, pela presenca dos sohass hidrogénios das hidroxilas no
espectros de RMN di#H (solvente DMSQdg) e pela auséncia dos sinais dos carbonos dos
grupos acetila protetores no espectros de RMN’@e(Figuras 1.12 a 1.19, paginas 123 e
127). A atribuicdo dos sinais de RMN Yé e de'®C de6-9 e A1-A4, como dos demais
derivados abordados a seguir, foi realizada pelisenconjunta dos subespectros DEPT135 e
dos mapas de correlacdo COSY e HSQC. Os mapasitterocas COSY e HSQC d& estao

exemplificados nas Figuras 1.3 e 1.4 (pagina 119).

Assim que obtido, o produto resultante da hidroggoaatalitica dd foi submetido a RMN

de 'H. Neste espectro ndo foi evidenciada a formacaonidéura anomérica, tendo sido
observados apenas sinais de hidrogénio compatiseis a estrutura da amina de
configuracdof3 (5). Com a finalidade de avaliar se as amidas e rztfddas seriam
susceptiveis a anomerizacdo durante o processaadeldencado, a sulfonami@pura foi
colocada nas condicfes empregadas para sua p@pafaformacido do anémeronéo foi
observada enquanto a mistura reagente foi deixadba@ho de gelo, nem quando aquecida
até 60 °C por 24 horas.

0Ac OAC A 0Ac OAC AQIHS02CH3
Cc
0 Aco % 0 Aco
o NHSO,CH3 o
Aco o Aco o
OAC CeHsN, CH;SO.CI
8  “oac

OAC
60 °C, 24 h OAC
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Isto evidenciou que as amidas e sulfonamidas déigowacdo a foram, possivelmente,
formadas a partir da glicosilamina de mesma cordigio, resultante da anomerizacao parcial
da glicosilaminab, o que pode ter ocorrido durante as reacdes d&cacie sulfonilacdo
(Figura 4.1.4).

Ac OAC

DAC

0 AcO NH;

Aco o
oAc
0AC
0 OH 0
T e T =
H H NH2

Figura 4.1.4 — Anomerizacado parcial por mutarraiadai glicosilamin.

A afinidade das amidas e sulfonamida$-A4 pela lectina deErythrina cristagalli foi
avaliada em ensaio de inibicdo de hemaglutinacadiati@ por esta lectina. Os resultados
foram expressos em termos da poténcia relativpacaade de inibicdo promovida pela
galactose, dada pela relacdo entre as menoresnt@yd®es de cada derivado capazes de
promover a inibicdo da hemaglutinacdo e a do mamasileo de referéncia (Tabela 4.1.3). O
ensaio de inibicdo de hemaglutinacdo fornece cagsaltado a concentracdo minima dos
ligantes capaz de inibir a hemaglutinacdo promopiela lectina. No entanto, os resultados
sdo usualmente expressos em termos de poténcivagkendo em vista que, enquanto a
ordem da poténcia de inibicdo geralmente é menosive® a variagdes da composicao da
superficie dos eritrécitos, em consequéncia dedatoomo a idade e a fonte das células, os
valores de concentracdo inibitéria minima sdo béstaariaveis de ensaio para ensaio
(CORBELLetal., 2000; LUNDQUIST; TOONE, 2002).
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Tabela 4.1.3 — Poténcia relativa dos derivafltsA4 quanto a inibicdo da hemaglutinacéo

mediada por lectina derythrina cristagalli em relacdo a-galactose

Derivado

Poténcia Relativa

D-Galactose
Lactose
Al
A2
A3
A4

1

A A B W A

Tendo em vista que, de acordo com os resultadesemados, nenhum destes derivados

mostrou-se melhor ligante da lectina que a lactas®, nova série de derivados da lactose em

C-1 foi planejada. A avaliacdo da influéncia daicagia na interacdo com a lectina foi o

objetivo da sintese de uma série homolddB3) e de derivados funcionalizados no anel

aromatico com grupo polares, doadores e/ou reptierdigacao de hidrogéni@4-B3).

H OH H JOH OR;
OH o OH
0 uo o % Ho 0
0 0.
HO o HO (o]
OH OH R2
OH

Bl n=1
B2 n=2
B3 n=0

OH

B4 Rl = CH3, R2 =H

B5 R=H, R =H

B6 R, = CHs, R, = NO,

B7 Rl = CHS, R2 = NH2

B8 R, = CHs, R, = NHCOCH3
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4.2 Lactosideos de arila e alquilarila (B1-B8)

Os lactosideoB1-B4 e B6 foram obtidos a partir dos precursof@scetila protegidosl1(-
14), produtos da reacdo entre o brometo de lact8s#la alcool ou fenol adequado (Figura
4.2.1).

R ,OR Ac OAC r R OR
0 R o Ac o OR
RO OR' i Aco ii RO OR’
RO o o ~— Ac 0 J T Rro 0. d
OR OAC OR
OR 3 OAC OR

___|—_1>0—11 R = AcC ___|—_1>2—14 R = AcC
{11 1
B1-B2 R = H B3, B4, B6 R = H
Alcool/fenol Produto 10 ¢ Bl 11eB2 12¢83 13eB4 14 ¢ B6
CsHsCH20H 10
CsHsCH2CH20H "
'OCH3
CsHsOH 12 . ocH;
4-OH-C5H4CO2CH; 13
4-0OH-3-N0O-CsH4CO>CH3 14 Moz

i. Alcool, HgBr, HgO, CH,Cl,, refluxo;ii. Fenol, NaCO;, (CH,),CO, HO; iii. CH;ONa/CHOH.

Figura 4.2.1 — Esquema de sintese dos lactosiie&zl e B6 a partir des.

Os lactosideos0 e 11 foram obtidos pelo método de Koenigs-Knorr, edtyia classica para
a obtencdo de glicosideos de alquila, que emprega de prata ou mercurio como
catalisadores da reacéo entre alcoois e haletghadsila (IGARASHI, 1977; JACOBSSON
etal., 2006). A remocédo dos grupos acetildl@e 11, pela reacdo de transesterificacdo com
metoxido de sbdio forneceu os lactosid®&is e B2, com rendimentos de 24% e 44%,
respectivamente, a partir @& O procedimento empregado na sinteséBilee B2 ndo foi
otimizado. Este foi adapatado daquele descritalpnget al. (1989), que obtivera@1 com
83% de rendimento, a partir @& A sintese de lactosid&® foi anteriormente descrita por
Ma et al. (2001), que empregou em lugar de sal de mercar triflato de prata como

catalisador, e obtev@2 com 41% de rendimento, a partir da lactose.

Os lactosideod42-14 foram preparados a partir @epor reacdes de glicosilagdo dos fenois
adequados em meio aquoso alcalino (HELFERICH, 1886d FISHER et al., 1940;
HELFERICH; GRIEBEL, 1940). Os lactoside@2-14 foram desacetilados por reacdo de

transesterificacdo, com metoxido de sédio em metanidro. Os lactosided3, B4 e B6
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foram obtidos com rendimentos de 30%, 55% e 35%pewivamente, a partir d& no

entanto, os procedimentos empregados nas sineB&sedB6 ndo foram otimizados.

As técnicas de glicosilacdo que empregam haletagicizsila e fendxidos séo classicas para
preparacdo de glicosideos de arila, descritas desfleal do século XIX, quando foi
empregado cloreto de glicosila e hidréoxido de mitasa sintese do glicosideo de fenila
(MICHAEL, 1879 apud JACOBSSONet al., 2006). Posteriormente, a metodologia foi
modificada, com a utilizacdo de brometo de glieosil 0 emprego da acetona como co-
solvente (FISHERet al., 1940; MONTGOMERYet al., 1942). E comum encontrar para
reacdOes deste tipo, rendimentos inferiores a 6@&ntanto, a simplicidade do procedimento
faz com que este seja extensivamente empregaddBASON, 2006).

Os valores medidos para as faixas de fusdo e poidédrio especifico dB1-B3, assim como
seus dados de RMN d¥H e °C, foram comparados com os descritos na literatura
(HELFERICH; GRIEBEL, 1940; JUNG@tal., 1989; MAetal., 2001).

No espectro de RMN d# de 13 (Figura 1.20, pagina 127), a aglicona foi carazteta pela
presenca dos sinais dos hidrogénios do sistemaatiommpara-dissubstituido ¢ 7,98 e 6,98,
Jorto 8,8 Hz) e pelo simpleto referente aos hidrogénmgmipo metoxila do éster aromatico
em 9 3,89. O sinal atribuido a H-1 foi observado é816-5,11, sobreposto ao sinal de H-2'.
No espectro de RMN d&C (Figura 1.21, pagina 128), foram observados osisidos
carbonos da carbonila do éster aromaticodeh66,40 e da metoxila e@ 52,00, além dos
sinais dos carbonos arométic@sl60,16,0131,52,0125,02 ed116,14). O sinal de C-1 foi
observado end97,91.

Nos espectros de RMN d#l de 14 (Figura 1.22, pagina 128), os sinais dos hidrogénio
aromaticos end 8,45 (meta2,0 Hz),0 8,18 (Ometa 2,0 HZ €Joro 8,8 Hz) € 7,32X10 8,8 HZz)
caracterizaram o anel 1,2 4-trissubstituido. Olstrgbuido a H-1 foi observado et5,31-
5,25, sobreposto ao sinal de H-3, pouco mais des@dm sinal do tetrametilsilano (TMS) que
o sinal correspondente dg, tal como o sinal de C-1, observado 8r88,37. A desativacao
do anel aromatico promovida pelo grupo nitro, emsigimorto a ligacao glicosidica, ocasiona
a desblindagem por efeito indutivo retirador ddrelés observada para os nucleos de H-1 e
C-1 del4, em relacéo aos d&. No espectro de RMN déC del4 (Figura 1.23, pagina 129),
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foram ainda observados, além de outros, cincossiedierentes aos carbonos aromatiabs (
152,27,0 140,61, carbono ligado ao grupo nitdo134,74,0 126,66,0 125,30).

Nos espectros de RMN diH de B4 e B6 (Figuras 1.26 e 1.31, paginas 130 e 133,
respectivamente) foram observados os sinais deshs#togénios de hidroxilas, além dos
sinais referentes aos hidrogénios das unidadesdiaea e aos da aglicona. A configuragao
da ligacao glicosidica de foi confirmada pela obsgdio dos dupletos referentes a H-1,&m
5,11, comJi» 7,8 Hz, no espectro d&, e emd 5,34, coml; » 7,7 Hz, no dé86. O mapa de
contornos HSQC dB4, empregado na atribuicdo dos sinais de hidrog€crbono-13, esta
ilustrado na Figura 1.28 (pagina 131).

O lactosided7 foi obtido a partir dd6 pela reducdo do grupo nitro-aromatico a amino por
hidrogenacgéo catalitica com paladio-carvdo, com 8&6rendimento (Figura 4.2.2). O
lactosided8, derivadoN-acetil deB7, foi obtido em trés etapas a partir e com 71% de
rendimento. A reducdo do grupo nitro ©ié a amino foi realizada nas mesmas condicdes
empregadas para a sinteseB¥e O grupo amino foi acetilado pela reacdo com &odr
acético, em piridina. O derivadib obtido nesta etapa foi purificado por cromatografim
coluna de silica-gel e caracterizado antes deumnetido a reacdo de tranterificacdo com

metoxido de sodio em metanol (Figura 4.2.2).

Ac OAC OCH3 H JOH OCH3
Ac : o OH
ACO o E— do 0
Aco o H 0
OAC 14 NO2 OH gg N0z
OAC OH

ii l iiil
H OH OCH3 H OH 0CH3
0 H o H
H o HO o
HO o o H o d
OH B8 “N\n/c“3 OH g7 NH2

OH 1 OH

i. CH;ONa/CHOH; ii. 1) H/Pd-C, CHOH, 2) AcO, 3) CHONa/CHOH; iii. HJ/Pd-C, CHOH.

Figura 4.2.2 — Esquema de sintes®8a partir del5 e deB7 a partir deB6.
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Os lactosideoB7 e B8, foram caracterizados pelos sinais dos hidrogé&moasaticos do anel
trissubstituido, observados eh?,29 (mnetal,9 Hz), 7,13 dmetal,9 Hz,Joro 8,4 HZz), 7,04 Joro
8,4 Hz) no espectro de RMN de deB7 e emd 8,74, 7,66 Jort0 8,6 Hz), 7,28 Jort0 8,6 Hz)
no deB8. Os sinais dos hidrogénios anoméricos foram obsesyemd 4,81 (0 7,1 Hz) e em
04,97 0 7,6 Hz), respectivamente. Nos espectros de RMR’@eforam observados para
cada um dos derivados, seis sinais referentesaabsros aromaticos, tendo sido o sinald&m
139,13 atribuido ao carbono ligado ao grupo amaspéctro dé37) e o sinal enY 125,73
atribuido ao carbono ligado ao grupo acetilamingpéetro deB8). O efeito doador de
elétrons dos grupos amino e acetilamino no anehatioo, oposto ao do grupo nitro Bé,
ficou evidenciado pela aproximacdo dos sinais dodanos do anel e dos hidrogénios
anomericos (C-1) do TMS. Adicionalmente, nos espsctle RMN deB8 (Figura 1.35), o
grupo acetilamino foi caracterizado pela presergsasinais dos hidrogénios amidicos ém
9,16 e metilicos end 2,14 e dos carbonos ednl169,16 (carbonila) e e 24,58 (metila)
(Figuras 1.33 a 1.36).

O lactosidedB5 foi obtido pela da hidrélise do grupo ésterRB em solucdo aquosa de
hidroxido de litio (COREYetal., 1977), com 95% de rendimento (Figura 4.2.8jn#@134 e
135).

I—_B>4 R = CH3
1
B5 R = H

i. LIOH, CH;OH, H;0.

Figura 4.2.3 — Esquema de sintes®8a partir deB4.

Nos espectros de RMN dél e de’*C os deslocamentos quimicos dos hidrogénios e dos
carbonos aromaticos foram semelhantes aquelesvalssr nos espectros do precurBdr

No espectro déH n&o foi observado o sinal dos hidrogénios do gmnetoxicarbonila e no
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de3C foi observado o sinal do carbono carbonilicoaddicarboxilico end 166,94 (Figuras
1.29 e 1.30, pagina 132).

Os lactosideoB1-B7 foram avaliados em ensaio de inibicdo de hemagigio mediada pela
lectina deE. cristagalli, com a finalidade de se eleger dentre estes umdtpo para as
modificacdes nas posicdes 6 e 6’. O derivB@nao foi testado por ser pouco solavel em
agua (< 0,02 mmol/mL). As poténcias relativas &igdio promovida pela-galactose, para

cada um dos derivados e para lactose, estdo mastnadl abela 4.2.1.

Tabela 4.2.1 — Poténcia relativa dos derivad@sB7 quanto a inibicdo da hemaglutinacao

mediada por lectina derythrina cristagalli em relacédo a-galactose

Derivado Poténcia Relativa Derivado Poténcia Redati
D-Galactose 1 B4 4
Lactose {) 4 B5 4
Bl 4 B6 5
B2 4 B7 4
B3 4 B8 nao testado

Assim como as amidas e sulfonamidasl-A4), os lactosideoB1-B7 apresentaram,
praticamente, a mesma afinidade pela lectina daetase. Tendo em vista que, em geral, 0s
sitios de interacdo de carboidratos das lectinafalficeas se apresentam como cavidades
relativamente rasas na superficie da proteina (S88&DNet al., 2002), concluiu-se que os
grupos adicionados em C-1 se posicionaram foratgode interacéo e ainda, ndo alcancaram
sitios de intera¢des adicionais. Em vista disstrasunodificagfes nesta posicdo ndo foram
propostas. Novos derivado€X-C5 e D1-D4), que poderiam permitir 0 acesso a pontos de
interacdo de regibes mais profundas do sitio deragéo,foram obtidos a partir de

modificacdes nas posicdes 6 e 6’ da porcéo dissirado lactosideB4.



Resultados e discussao
47

OCH3 Cl1 Z =1, Z,=0H

H 22
% o oH C2 Z,=Ns, Z,= OH D1 Z =OH, Z, = Ng
"o ow0 C3 7, = NH,, Z,= OH D2 7, = OH, Z, = NH,
C4 7, =NHCOCH3, Z, = OH D3 Z = OH, Z, = NHCOCH;
z C5 7, =H, Z, = OH D4 7,=OH, Z, = H

A escolha dé4, dentre os componentes das séries de derivad@s Enfoi feita pela relativa
facilidade em obté-lo. Optou-se por realizar asifitadtdes na estrutura de um dos derivados
em C-1, mesmo sem ter evidéncias da importanci@oddiguracdo deste centro para a
interacdo com a lectina de. cristagalli pois considerou-se que, ao manter em estudo
derivados resistentes a anomerizagdo, com a coafio anomérica definida, o ensaio

permaneceria isento das possiveis variagcdes teagatanisturas de anémeros.
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4.3 Derivados de B4 em C-6 e C-6' (C1-C5 e D1-D4)

A sintese dos derivados &d nas posi¢coes @C(Q1-C5) e 6’ (D1-D4) foi efetuada a partir de
um intermediério comum, o lactosideo protegido’4Q&benzilidenol6 (Figura 4.3.1)

W OH . OCH3
o u
0. O
H o
OH
OH B4
li
0, g o
HO-: o
OH
OH 16

OCH3 OCH3
OH 0Bz
HO BzO
0 0
0. 0.
H o BzO 0
OH
I 17

a 0Bz 18

l iii lix
H OH " /@/ﬂ\ocHa R1 Ry Q /©/ﬂ\0CH3
1
Q, 0,
; o R0 o
HO. o R10 0

OH OR3

R OR1

Vi Vii, X

=I — C5 R =H ) 19R1=BZ,R2=Br—>D4R1=H,R2=H
iv, X

= N3 D1 R; = H, Ry = N3

L,
= NH; ) D2 R; = H, Ry = NH;

il
= NHCOCH3 D3 R; = H, Rz = NHCOCH3

_ c1
'V|:>c2
V|:> c3
V'|:>c4

i. CsHsCHO, ZnCl; ii. (GHs)3P, b, imidazol, GHsCHs, CH;CN, 60 °C;iii . HCI, (CHy)3sCO/H,0, 75 °C;iv. NaN;, DMF;
v. Hy/Pd-C, THFyi. Ac,0, CH,OH; vii. Hy/Pd-C, THF, 1,4 atmyiii. BzCl, GHsN; ix. NBS, BaCQ, CCl,, refluxo;x.
CH;ONa/CHOH.

A ™ AR

Figura 4.3.1 — Esquema planejado para a sintesgédasC1-C5 e D1-D4 a partir deB4.



Resultados e discussao
49

Acetais ciclicos sdo grupos protetores versatdidas a partir de didis, amplamente
empregados na derivatizacdo de carboidratos. &giotdas hidroxilas em 4’ e 6’ viabiliza a
substituicdo regiosseletiva da hidroxila priméana & por iodo, em reagdo com trifenilfosfina,
iodo e imidazol (GAREGG; SAMUELSSON, 1980; ZHANG;AGNUSSON, 1996a). Por
outro lado, a obtencéo do derivado bromado emigidesivel pelo tratamento d& comN-
bromosuccinimida (NBS) em tetracloreto de carbomopcedimento classico para
funcionalizacéo regiosseletiva de carboidratos (HSSIAN; PLESSAS, 1969a). Derivados
halogenados sdo bons substratos para reacdo détustdis e hidrogendlise, e portanto

possibilitaram o acesso as modificacdes planejadas.

O derivadol6, produto da reacdo entBl e benzaldeido, em presenca de cloreto de zinco
(HALL, 1980), obtido com 76% de rendimento, foiaeterizado pela presenca dos sinais do
grupo protetor em seus espectros de RMN. No espeettH (Figura 1.37, pagina 136),
foram observados o sinais dos hidrogénios arons&oo 7,48-7,46 e end 7,41-7,34, além
daqueles do sistenpara-dissubstituido (end 7,92 e 7,15), e o sinal referente ao hidrogénio
do acetal benzilidénico edi5,58 (simpleto). No espectro de RMN'd€ (Figura 1.38, pagina
136), foram observados, além de outros sinais,uasr@ sinais de carbonos aromaticos e o
sinal do carbono metinic@09,82) do grupo protetor. Ainda, foram observaa®sinais dos
carbonos em 4’ e 6’ e@d 75,77 e 68,14, respectivamente, mais distantesnddo TMS que
em B4 (C-4 em 0 68,14 e C-6 emd 60,42 ou 59,99) e dos hidrogénios respectivos
sobrepostos em 4,12-4,01. Estes sinais foram atribuidos pelaism&onjunta do mapa de
contornos HSQC (Figura 1.39, pagina 137).

A substituicdo da hidroxila de C-6 por iodo foi seguida pela reacdo d& com iodo,
trifenilfosfina e imidazol (ZHANG; MAGNUSSON, 199%bA trifenilfosfina e o iodo
formam um aduto pouco sollivel no meio de reacaauaaem geral, € empregado tolueno
como solvente. A adicdo de imidazol permite a fa@oade outro aduto mais soluvel, o que
viabiliza a reacao (Figura 4.3.2). A substituic@&bopodeto ocorre com a inversao do centro
assimétrico quando a reacdo acontece em hidroséaindarias de carboidratos. A
regiosseletividade para as hidroxilas primariakc@&ngada quando a reacdo se desenvolve em
temperaturas até 70 °C (GAREGG; SAMUELSSON, 1980).
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"
—N

N

+ B
(CeHs5I3P + I, —» CgH5)3P—I I~ — » (C5H5)3'I'5—\/:, I- + HI
—

R
A
(C6H5)3ﬁ_\//\’ I-+ HO/\R —_ (CsHs)gE‘l’(\)/{.—gI- —» (CgHs) 3P=0 + I/\R

N

Figura 4.3.2 — Esquema proposto para reagdo entréloool primario e o aduto formado por
trifenilfosfina, iodo e imidazol [adaptado de GayegSamuelson (1980)].

O derivadol7afoi obtido a partir dd.6 com 63% de rendimento (Figura 4.3.3). A blindagem

de C-6 pelo efeito de atomo pesado do iodo caiactera formacdo do produto, ao se

observar-se a presenca do sinal #M25, no espectro de RMN &€ (Figura 1.41, pagina

138). Do residuo bruto desta reacdo foi ainda dsolb/b,

com 9% de rendimento. O

subproduto foi identificado como o derivado 3,6do de configuracaallo, produto da

substituicdo da hidroxila de C-3 pelo iodo (Figdra.4).

HO
OH

OH 16

17a Rz
17b R;

0
0
0CH3
OH _
i 0
HO —_—
0 0 HO 0
o
OH

[o]

R3 OCH3
OH
R2 0
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R3 = H (63%)
R3 = I (9%)

I,
I,

R2
R2

OH,
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Figura 4.3.3 — Esquema de sintesé t@e 17b a partir del8.
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HO
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17a RO (o) b

+ (CgHs)P=0

R = 4,6-O-benziidenoB-D-galactopiranosil

Figura 4.3.4 — Mecanismo proposto para a obtened@laa partir del7a

Durante o curso da reacao, acompanhada por cromatografia edacdelgada (CCD), néo
se observou a formacao de outros produtos. O deriVadéoi caracterizado pela anélise dos
seus espectros de RMN. No espectrd®@e(Figura 1.43, pagina 139), o sinal eh8,68 é
compativel com a presenca de carbono secundario ligado a iodo. No meapatateos
HSQC (Figura 1.45, pagina 140), observou-se a correlacdo deste@mad tripleto emo
5,05 0 3,1 Hz). Pela analise do mapa de contornos COSY (Figura 1.44, d&$heo sinal
foi atribuido a H-3 (Figura 4.3.5). A constante de acoplamento de Jtithncia a inversao

de configuracdo de C-3 (Espectro de RMNHtdgeFigura 1.42, pagina 138).
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Figura 4.3.5 — Mapas de contornos COSY e HSQC7the

O grupo acetal benzilidénico dera foi removido por hidrolise acida (BELL; LORBER,
1940). O derivadc1 foi obtido com 75% de rendimento e caracterizagla puséncia dos
sinais do grupo protetor nos seus espectros de EWNras 1.46 e .47, paginas 140 e 141).
Os demais derivados da séfi-C5, foram obtidos a partir dél (Figura 4.3.6).

OCH3 H JOH OCH3
o OH i OH
HO o — o Ho
0. o (o}
HO o HO )
OH OH
I 17a R

\

— ClR=I—>» C5R=H
ﬂ-_—»CZ R = N3

'_”-_—>c3 R = NH;

L acanr = NHCOCH3

i. HCI, (CHs),CO/H,0, 75 °C;ii. NaNs, DMF, 50 °C;iii. Hy/Pd-C, THF/CHOH; iv. Ac,0, CHOH;
v. H, (1,4 atm), Pd-C, peneira molecular 4 A, THFAOH/ACOEt.

Figura 4.3.6 — Esquema de sintese da §HIHES a partir del7a
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A sintese de carboidratos 6-azido-6-desoxi pordesmgle substituicdo de haletosOe
sulfonatos com azida de sodio ahyN-dimetilformamida (DMF) s@o extensivamente dessrita
(HANESSIAN; PLESSAS, 1969b; JEZO, 1978; HANSEN; MMNGSSON, 1999;
MAUNIER etal., 1997; Lletal., 2006). A substituicdo do iodo @4 pelo ion azida, pela da
reacdo com azida de s6dio em DMF forne€@wcom 87% de rendimento. A banda em 2098
cm’ presente no espectro de absorcdo no infraverneethsinal emy 50,51 referente a C-6,
no espectro de RMN dEC caracterizou a formacéo do derivado az@ (Figura 1.49,
pagina 142).

O produto da reacédo de reducédo do grupo azidé?de derivado 6-amin@3, foi convertido

no sal de aménio correspondente, pela reacdo cdmido para-toluenossulfénico. Tal
procedimento foi requerido como alternativa papaudficacdo do derivado 6-amino, que nao
foi bem sucedida nas tentativas feitas a partprdduto bruto ndo tratado previamente com o
acido. A formacdo do sulfonato conferiu ao derivgmopriedades fisico-quimicas que
viabilizaram sua purificacdo. O sal de amo@i8s foi obtido por precipitacdo com 58% de

rendimento a partir dé2.

NH;.TSOH

No espectros de RMN d#l (Figura 1.50, pagina 142), os sinais dos hidrag@nomaticos do
para-toluenossulfonato foram observados env,51 e 7,14 J 7,6 Hz), com integracéo
proporcional a dos hidrogénios anoméricos do ddavaacaridico, o que evidenciou a
formacao do sal. O sinal dos hidrogénios ligadomigmgénio foi observado erd 7,88
(simpleto largo referente a trés hidrogénios). Sjpeetro dé>C (Figura 1.51, pagina 143) foi
observado o sinal end 39,78, referente ao C-6, e o0s sinais dos carbawpara
toluenossulfonato (carbonos aromaticos ém45,40, 138,03, 128,79, 125,61 e carbono
metilico emo20,88).

A reducdo deC2 seguida daN-acetilagdo, por reacdo com anidrido acético emamnoét
(ONODERA; KITAOKA, 1960), forneceu o derivad®4, com 61% de rendimento. O grupo
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acetilamino deC4 foi caracterizado pelos sinais dos hidrogéniosdamie metilicos end
7,88 (dupleto duplo] 4,5 e 6,8 Hz) e emd 1,81 (simpleto), respectivamente, observados no
seu espectro de RMN d#l (Figura 1.52, pagina 143) e pelos dos carbondsocdlico emd
169,41 e metilico erd 22,48, presentes no espectro de RMN@eg(Figura 1.53, pagina 144).

O sinal referente a C-6 foi observado é80,78.

A remocéo do iodo d€1, por hidrogenacao catalitica, com pressao de thdde gas
hidrogénio, forneceu o derivado 6-desd@®b com 73% de rendimento. O produto de
hidrogendliseC5 foi caracterizado pela presenca dos sinais doogmagtila formado nos seus
espectros de RMN. No espectro’te(Figura 1.54, pagina 144), foi observado um dtgoim
01,30 (s53,5 Hz) e, no d&°C (Figura .55, pagina 145), o sinal referente @ &nJ17,39.

A preparacdo da séries de derivados enD@-[D4) foi inicialmente conduzida, de acordo
com o plano de sintese, a partir de derivado Grbré’-desoxil9, obtido da reacdo do
derivado benzoiladd8 com NBS, em tetracloreto de carbono (Figura 484abina 48). O
derivado18 foi obtido pela reacdo dk5 com cloreto de benzoila em piridina, com 84% de
rendimento. A esterificacdo das hidroxilas I foi evidenciada pela presenca dos sinais
referentes aos grupos benzoila protetores, nostespele RMN del8 (Figuras 1.56 e 1.57,
paginas 145 e 146). No espectro de RMN3ede 19 (Figura 1.58, pagina 146), o carbono
em 6’ ligado ao bromo foi caracterizado pelo serald 27,70, e no d&H (Figura 1.59, pagina
147), pelos sinais ed2,92 (0 6,2 e 10,6 Hz) e e 2,70 J 7,0 e 10,6 Hz), referentes aos

hidrogénios em 6'.

A obtencao de derivado 6-bromo-6-desoxi a partit@eado foi conveniente, uma vez que a
reacao ocorreu muito lentamente. A baixa soluldikdem tetracloreto de carbono do material
de partida muito polar, reconhecidamente comproneetelesenvolvimento da reacao
(HANESSIAN; PLESSAS, 1969a). Além disso, com a @céb das hidroxilas livres na forma
de benzoatos buscou-se aumentar a seletividadeagaa para a formacao do produto 6-
bromo, com base no que foi relatado paraGHéezilidenop-galactopiranosideos. De acordo
com Hanessian e Plessas (1969a), a reacdo a partiacetal benzilidénico d@-

galactopiranosideo de metila, forneceu misturad:tlerivado 6-bromo correspondente (A) e
de um isébmero 3-bromo de configuragfdo (B), cuja formacéo foi justificada por Criet

al. (2006) (Figura 4.3.7). No entanto, a reacaoggrgu do derivado 2,3-dd-benzoil-4,60-



Resultados e discussao
55

bezilidenoB-D-galactopiranosideo de metila, forneceu apenasivad® 6-bromo-6-desoxi,

com 65% de rendimento (Figura 4.3.8).

CeHs

S .

NBS Bz _Br CH3
BaCoO3 H
0 _— 0 - ~0
HO OCH3 CCl,4 H OCH3 =~ Bz
OH

ref. OH (A) o

“-m
Bz OH HO CH3 CH3

(0] <o
OCH pr— (0] pr—
3 BzO HBr Bz
Br OH Br OH
(B) OH

A/B 1:1

Figura 4.3.7 — Mecanismo proposto para formacagpdogutos da reacdo do 4BbenzilidenoB-D-
galactopiranosideo de metila com NBS (CRI€lidl., 2006).

Bz _Br
o NBS, BaCQ o
_—m

0Bz refluxo 0Bz 65%

Figura 4.3.8 — Produto da reacdo do 2,®dienzoil-4,60-benzilidenoB-D-galactopiranosideo de
metila com NBS (HANESSIAN; PLESSAS, 1969a).

Na Figura 4.3.9, a reacao entre o derivadoCGtgenzilidenoB-D-glicopiranosideo de metila
e o radical bromo, gerado pela cisdo homoliticagig@io N-Br do NBS, induzida por luz ou

aquecimento, ilustra 0 mecanismo proposto para esta reacao.
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Figura 4.3.9 — Mecanismo proposto para reacado dead® 4,60-benzilidenop-D-glicopiranosideo
de metila em presenca de NBS [adaptado de Hanes§imssas (1969a)].

Na reacdo do derivado 6-bromo-6-des@ficom azida de sodio, em DMF, a 80 °C, foi
formado, além do produto de substituic®®a a olefina 20b, na proporcdo de

aproximadamente 2:1 (Figura 4.3.10). Os produteanfoisolados por cromatografia em
coluna de silica-gel com 21% e 10% de rendimendpedivamente. A propor¢ao entre 0s

produtos na mistura e suas caracterizacoes fongas t®m base nos seus espectros de RMN.
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20b (10%) 20a (21%)

i. NBS, BaCQ, CCl,, refluxo;ii. NaN;, DMF, 80 °C.

Figura 4.3.10 — Produtos da reacdd @leom azida de sédio, em DMF.

Caracterizaram fundamentalmente o derivado a2{ip a banda em 2104 émpresente no
seu espectro de absor¢éo no infravermelho, refegedeformacao axial do grupo azido, e o
sinal emJ 49,21 referente a C-6’, observado em seu esp&ibl de °C (Figura 1.61,
pagina 148). Além de outros, foram observados pteths duplos referentes aos hidrogénios
metilénicos em 6’, end 2,73 (o5 5,3 Hz, Jgem 12,9 Hz) € emd 2,64 (o5 7,2 Hz), no
espectro déH (Figura 1.60, pagina 147). A olefir20b, cuja formac&o foi observada durante
o desenvolvimento da reacédo pelo monitoramentoQ6D, foi caracterizada pela presenca
dos simpletos end 4,63 e em 0 4,58, referentes aos H-6" e do sinal de carbontiénieo
insaturado caracteristico de sistema endlico®t®2,86, no espectro d&l (Figura 1.63,
pagina 149) e no subespectro DEPT 135 (Figura t€ghectivamente. Neste ultimo, ainda,

nao foi observado o sinal referente ao carbonddogenado C-5'.

O procedimento empregado para a purificacdo daimisie20a e 20b, por cromatografia em

coluna de silica-gel, levou ao isolamento 2@ com baixo rendimento. Em busca de
rendimentos melhores para obtencdo do derivadad&,aforam empregadas, em novas
tentativas, condicbes de reacdo que visavam a alef@ar a formacdo do produto de

eliminacdo. Em uma reacado desenvolvida a temperatais baixa (60 °C), monitorada por
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CCD, néao se observou o consumo completo do matiiglartida 19), durante o tempo de
uma semana. O emprego do éter 5-coroa-15, em temti@iva (desenvolvida a 80 °C), nao
desfavoreceu significativamente a formacaa2@b. A reacdo desenvolvida com adi¢céo de
10% de agua, em sentido de aumentar a solubilidadeida de sédio no meio, procedimento
tido como vantajoso em reacdes de substituicaosilatos em C-6 de galactosideos €Lal,
2006), forneceu predominantemef@b, de acordo com a analise do produto bruto por CCD.

A formacao de0afoi inexpressiva.

Foi investigada a hipdtese de que os grupos benpoilessem conferir alguma tendéncia
conformacional que favorecesse a reagcao de elidonako se partir do derivado bromado
obtido de21 (por procedimento andlogo ao da obten¢cdd 9e entretanto, a formacdo do
produto de eliminacdo foi observada em extencacelbemte a mencionda para reacédo a
partir del9. O produto bruto desta reacéo foi submetido a atognafia em coluna de silica-
gel. Os produtos de substituicdo e eliminacao né&mnf isolados, sendo que uma mistura de
ambos, de proporcéo de 1:1, de acordo com a ap@iseMN de'H.

OCH3
0 AcO 0
AcO o
OAC

E uma cosideracdo geral que o bloqueio estéricongrimlo pelo substituinte em C-4
implique na notdria dificuldade encontrada parag@ea de substituicdo nucleofilica na
posicdo 6 de derivados de galactose (RICHARDSOMNII®INEV et al., 2007). Em
consequéncia, a formacéo de produtos indesejado®) derivados 3,6-anidro, provenientes
de ciclizacéo intramolecular, e produtos de elig@imaé comum nas reacdes que requerem
temperaturas mais altas (&t al., 2006; DINEVet al., 2007). Em vista disso, nas reagdes de
substituicdo a partir d&9, especulou-se que a presenca do grupo benzoil@a-émpoderia
contribuir para o bloqueio estérico e desfavoradaimais o ataque nucleofilico do grupo
azido. Assim, uma nova rota de sintese foi proppata a sintese dos derivados em 6’. A
partir de22, obtido pela remoc¢ao do grupo acetal benzilidédiet8 (64% de rendimento),
pela reacdo de iodacdo com trifenilfosfina, iodamédazol, anteriormente empregada na
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sintese del7a obteve-se o derivado 6’-iod23, produto possivelmente mais reativo para
reacdo de substituicdo nucleofilica pelo grupo azidor ser o iodo melhor grupo
abandonador que o bromo, e cuja hidroxila em Qw#é Ipode facilitar o acesso ao ataque
nucleofilico em C-6’ (Figura 4.3.11).

/©/ﬂ\OCH3 " R OCH3
0Bz _ 0Bz
0 Bzo . 0  BzO
o o Y
BzO d BZ0 )

0

0Bz 0Bz
OBz

0Bz 18
22 R = OH
ii
P

i. CFaCOH, CH,Cly, HyO: ii. (CHs)sP, b, imidazol, GHsCHs, CH:CN, 60 °C.

Figura 4.3.11 — Esquema de sintes@3la partir del8.

Nos espectros de RMN d#l (Figura 1.68, pagina 151) &2 foram observados os sinais das
hidroxilas livres em 4’ e 6’ em5,22 (0 5,4 Hz) ed4,48 (J 5,0 Hz). O tripleto largo, referente
a H-4’, foi observado e 4,06 e os sinais dos hidrogénios em 6’, edtB09-3,06 e end
2,95 Os.on 5,0 Hz). No espectro de RMN dé&C (Figura 1.69, pagina 152), os sinais
referentes a C-4’ e a C-6’ foram observados &64,59 e 58,25, respectivamente, mais

préximos do sinal do TMS que 0s sinais correspotederio precursdk8.

Uma amostra do intermediario 6’-io@83 foi purificada e caracterizada pelos seus espectro
de RMN. No subespectro DEPT 135 2@ (Figura 1.72, pagina 153), entre outros, o sinal

caracteristico de C-6’ ligado a iodo foi observadod 0,49. Foram observados no espectro
de RMN de'H (Figura 1.71, pagina 153), os sinais em 2,88(6,8 Hz, 10,1 Hz) e erd2,58
(Js5 6,8 Hz) referentes aos H-6’, e o sinal do hidroag&la hidroxila em 4’, end 2,42 (

7,0), blindado possivelmente por compresséo elepuaada pela repulsdo entre as nuvens

eletrénicas de O-4’ e do halogénio.

O derivado23 foi empregado nas reagdes subsequentes, serddgursiviamente purificado.

Durante o desenvolvimento da reacao28ecom azida de sédio em DMF, foi observada a
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formacdo de dois produtos com fatores de retengdxinpos, de acordo com a analise do
produto bruto por CCD. Estes, no entanto, ao sergymetidos a reacao de transesterificacéo,
monitorada por CCD, forneceram essencialmente duppadesprotegid®1. E possivel que

0s produtos formados na reacao de substituicamsegalerivados 6-azida e seu isbmero

de posicad?4b (Figura 4.3.12). A migracdo do grupo benzoila d&8 @ara O-4’ pode ter
ocorrido tanto no produto de substituicds, como no material de parti@3 previamente a
reacdo de substituicdo (Figura 4.3.13), de acovdo@ que foi relatado para reacdo anéloga a
partir de 2,3-di©-benzoil-6O-para-toluenossulfonilB-p-galactopiranosil-(1. 4)-2,3,6-tri-O-
benzoil3-D-glucopiranosideo de 2-trimetilsililetia (HANSENMAGNUSSON, 1999).
Todavia, ndo foram encontradas evidéncias da fdmalg produto de eliminacdo pelo

tratamento d23 com azida de sodio nas condi¢cfes de reacdo empiegad

0
OH _I OCH3 OR; N3 OCH3
o
BzO
0Bz

OBz 23

24a Ry
24b R;

= Bz
Bz, Rz=H

lll

H

N3 . oH /O/ﬁ\ocm
i. NaNs;, DMF, 60 °C;ii. CH;ONa/CHOH. OH o o1

Figura 4.3.12 — Esquema de sintes®ile partir de23.
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Figura 4.3.13 — Mecanismo proposto para migracagrdpo benzoila de O-3' para O-4’ a partir de
23o0u24a

O produto bruto obtido da reacdo @8 com azida de sodio foi submetido a reacédo de
transesterificacdo, com metéxido de sédio em mewmmtdo purificado por cromatografia
em coluna de silica-gel. O derivaBd foi obtido com 36% de rendimento a partir2ie A
reducdo, por hidrogenacéao catalitica, do grupoocade&D1 forneceu diretamente derivado
6’-amino D2, com 95% de rendimento. O derivado 6’-acetilamid® foi obtido pelaN-
acetilacdo ded2, com anidrido acético em metanol (ONODERA; KITAOK2960), com

70% de rendimento a partir @, apos purificacdo por recristalizacdo (FiguralB.

H R OCH3
o OH
i 0
HO o
OH
OH
1R =N

= 3
i )
|_—> D2 R = NH; ——» D3 R = NHCOCH;

i. H/Pd-C, MeOHji. (CH;CO),0, CH;OH.

Figura 4.3.14 — Esquema de sintes®8e D3 a partir deD1.

O derivado 6’-iodo23 foi também submetido sem purificagdo prévia asdigdes de
hidrogenacéo catalitica, com presséo de 1,4 atmadehidrogénio. O produto bruto desta

reacao foi tratado com metoxido de sodio em metarmlresiduo obtido foi purificado por
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cromatografia em coluna de silica-gel. O derivadde8oxi D4 foi obtido com 37% de
rendimento, a partir d22 (Figura 4.3.15).
H _I OCH3
0

BZO
OBz
23

OBZ
) R = Bz
1
l__. o4 x =

i. H,(1,4 atm), P-C, peneira molecular 4 A, AcOEii. CH;ONa/CF;0H.

Figura 4.3.15 — Esquema de sintes®dea partir d&23.

Os derivados finais desta sériBl-D4, foram caracterizados pelo conjunto de dados
fornecidos pelos seus espectros de RMN. Os simaiS-8' evidenciaram as modificagbes
guimicas decorrentes. Os sinas dos carbonos meti$édeD1, D2 e D3 foram observados
em 0 52,55, 42,92, e 39,26, respectivamente, e do oarlmoetilico deD4 em 6 16,40
(Figuras 1.74, 1.77, 1.79, 1.81, paginas 154, 158)Y A banda em 2105 c¢hreferente a
deformacédo axial de grupo azido, no espectro neavafmelho, contribuiu para a
identificacdo deD1. O tripleto referente ao hidrogénio amidico &nv,86, o sinal dos
hidrogénios metilicos er11,86, no espectro de RMN 4 deD3 (Figura 1.78, pagina 156),
e os sinais de carbono carbonilico, 869,92, e metilico end 22,54, no espectro déC
(Figura 1.79, péagina 157), evidenciaram a presaf@arupo acetilamino. No espectro de
RMN de 'H de D4 (Figuras 1.80, pagina 157) foi observado um dupletferente aos
hidrogénios em 6’ emd1,17 (6,2 Hz).

Finalmente, os derivadd32-C5 e D1-D4 e, novamente as amidAd e A2, a sulfonamida
A4, e os lactosideoB2, B4-B6, foram avaliados em ensaio de inibicdo de hemagitdo
mediada pela lectina de. cristagalli (Tabela 4.3.1). O derivadB81 né&o foi testado por ser
pouco soluvel em agua (< 0,02 mmol/mL).
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Tabela 4.3.1 — Poténcia relativa dos derivadosidade quanto a inibicdo da hemaglutinagéo
mediada por lectina derythrina cristagalli em relacdo a-galactose.

Derivado Poténcia Relativa Derivado Poténcia Redati
D-Galactose 1 C2 4
Lactose 0 4 C3s 4
Al 4 C4 4
A2 8 C5 6
A4 8 D1 2
B2 8 D2 <0,1
B4 8 D3 <0,1
B5 8 D4 1
B6 8

Pelo ensaio de inibicdo de hemaglutinacédo ter dekenvolvido a partir de solucdes dos
carboidratos em diluicdes seriadas 1:2, a variaggovalores de poténcia relativa encontrada
para os representantes das séries avaliadas pestgntom excecao d&l, é inerente ao
procedimento empregado, que tem erro de, no minimdator de dois (ou seja, um poco) e,
por isso nao foi tida como relevante (LUNDQUIST; ORE, 2002).

Diante dos resultados apresentados, tanto as wexghes em C-1, quanto as em C-6 néo
pareceram afetar significantemente os modos deagée dos derivados da lactose com a
lectina. Tendo em vista que a hidroxila de C-6, a@ranomeérica, nos complexos da lactose
com a lectina d&. cristagallidescritos (SVENSSOMtal., 2002; TURTONetal., 2004), se
posicionam em regido externa ao sitio de interfé@mra 1.6, pagina 26), ao que parece, 0s
grupos adicionados nesta posicdo ndo alcancararagdes adicionais que pudessem ser
evidenciadas pelo ensaio de inibicdo da hemagh#imaAs poténcias relativas apresentadas
pela série de derivados em CB1-D4, entretanto, evidenciaram que a remogéo da hidroxi
desta posi¢cdo ndo foi compensada por possiveia@des com 0s grupos azido, amino ou
acetamido adicionados. A perda da afinidade deut@réa remocao do grupo hidroxila, de
acordo com o resultado apresentado para o derbdddenota a importancia da interacéo da

hidroxila de 6’ com o sitio de ligacdo, que ocgome meio de uma ligacdo de hidrogénio
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mediada por agua (SVENSSQ@al., 2002; TURTONetal., 2004), que ndo se manteve com
a substituicdo da hidroxila pelo grupos doadoreplaces de ligacdo de hidrogénio, como

amino (derivadd?2) e acetilamino (derivadD3).

Na Figura 4.3.16 estdo apresentadas as estrutnsadetivados da lactose (séries A, B, C e

D) sintetizados para o estudo de suas interac@esdectina dé&. cristagalli

SérieAl-A4
H OH
OH Al Z=COCH,
0 H NHZ A2 Z=COCeHs
H o A3 Z=SOCHj
OH oH A4 Z= SQC6H5
SérieB1-B8

N

H OH
OH n
O u o Bl n
H 0 o B2 n
OH
OH
B3 Ry=H,R=H

R
H OH oH /Q/ ' B4 R, = CO,CHs, Ry = H
0 n o B5 R, = COH, R, = H
H OW\ B6 R, = CO,CHg R, =NO,
OH R>
OH

B7 R;=CO,CH3, R, = NH,
B8 R; = CO,CH3, R, = NHCOCH;

SérieC1-C5
C1z=1
H OH oH OCH3 C2Z=N;
o o C3 Z=NH,
H o o C4 Z=1, NHCOCH;,
OH C5 Z=H
z
SérieD1-D4

D1 Z=N,

H Z OCH3
0 OH D2 Z=NH,
Iy 0 D3 Z=NHCOCH;
H o o D4 Z=H
OH

Figura 4.3.16 — Derivados da lactose sintetizadoa p estudo de suas interacdes com a lectina de
Erythrina cristagalli
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Sintese
5.1.1 Métodos gerais

As reac0Oes foram realizadas em baldes de fundmdedocom exce¢cao daquelas descritas nos
subitens 5.1.18 e 5.1.28, nas quais foram empregadeasco do aparato de hidrogenacéo
com agitacdo mecanica, modelo 3911 da Parr. Ngdasaensiveis a umidade, os balées de
reacdo ou os condensadores de refluxo acopladsses, éoram conectados a tubos com
cloreto de calcio anidro.

Os solventes anidros empregados nas reacOes fooido® a partir da purificagdo de
similares comerciais. O metanol foi tratado com méagp ativado pelo iodo, sob refluxo. Foi
destilado e acondicionado em frasco com peneiracutalr de 4 A. O diclorometano foi
tratado com &acido sulfarico concentrado e, em skeguiom solucdo de hidroxido de soédio
30% m/v. Foi acondicionado em frasco com cloretacéleio por 24 horas e destilado. O
tolueno e acetonitrila empregados nas reacdes espassm grau de pureza para

cromatografia liquida de alta eficiéncia. O tetaelo de carbono empregado era da Merck.

Nas reacdes de hidrogenacao catalitica (descritasubitens 5.1.3, 5.1.10, 5.1.16, 5.1.18,
5.1.26, 5.1.28), antes que as misturas reagens=erno submetidas a atmosfera de gas
hidrogénio, o sistema foi fechado com septos deabba e, sob agitacdo, gas nitrogénio
corrente foi passado durante dez minutos. Ao té@ndas reagbes, 0 gas hidrogénio
remanescente foi removido do recipiente de reagBogassagem de gés nitrogénio.

Nas reacOes de transesterificacdo (subitens 1.3, 5.1.6, 5.1.7, 5.1.11, 5.1.25, 5.1.28),
foram empregadas solu¢des metandlicas de metoridddio preparadas pela dissolu¢gdo um
pedaco de sédio metélico de aproximadamente 3pana cada 20 mL de metanol anidro, em

banho de gelo. As soluc¢des foram usadas imediatarapds o preparo.

O desenvolvimento das reacdes foi acompanhado noonatografia em camada delgada
(CCD). Foram empregadas placas confeccionadas itioengel 60 G da Merck. Os sistemas

de eluentes empregados estdo especificados enpamalimento. Como reveladores foram
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empregados vapores de iodo, solucdo etandlicaide sulfurico 15% v/v (com aguecimento
a 100 °C) e, eventualmente, para identificacdo rdaas primarias, solucdo etanodlica de

ninidrina 2% m/v (com aquecimento a 100 °C).

Para cromatografia em coluna (CCS), realizada corétbdo de purificacdo de misturas,
utilizaram-se silica-gel 60, 0,063 a 0,200 mmdaild) e silica-gel 0,040 a 0,063 mm (silica
B), da Merck. Estao especificados em cada procedona dimensao da coluna, o suporte e 0

sistema de eluentes empregados.

As faixas de fusao foram determinadas em apareliccoifuimica MQAPF 301 e nao foram
corrigidos. O poder rotatério especifico foi mediglm polarimetros Perkin-Elmer 341 ou
ADP220 Bellinghan + Stanley Ltd. Os espectros rfeawermelho (IV) foram obtidos em
espectrdmetro Spectrum One da Perkin-Elmer, acomadacessorio de reflectancia difusa.
Os espectros de ressonancia magnética nucleadag@nio e carbono-13 (RMN de e de
3C) foram obtidos em espectrometrd¥ ANCE DPX200 eAVANCE DRX400, ambos da
Bruker. Foram empregados como padrédo interno antetilsilano ou o proprio solvente
deuterado. Para as atribuicdes dos sinais nos tespete RMN, adotou-se a seguinte
convencdo: o residuo deglicose foi numerado de 1 a 6, o degalactose de 1’ a 6’. A
numeracao dos substituintes dos anéis piranosjdsaggliram a sequéncia do respectivo
residuo. Os substituintes em C-1, foram numerado$’da 9” (0os anéis aromaticos foram

numerados de 1” a 6”).

Os derivados2 e 3 (estruturas na Figura 4.1.1, pagina 35) foram gragos conforme

procedimentos descritos por Hudson e Kuns (1925).

5.1.2 2,3,4,6-TetraO-acetil-B-D-galactopiranosil-(1—4)-1-azido-1-desoxi-2,3,6-tro-

acetil3-p-glicopiranose (4)

A uma solucdo de acetobromolacto8g (10 g, 14,30

AC OAC
. .. - . 6' 3 AC
mmol) em acetona (70 mL) foi adicionada uma solucdo ‘%gwmg
AcO 2 o
. =7

aquosa de azida de sédio 10% m/v (40 mL). A mistura ¥ oAc A
. ~ L ° ~ 4
permaneceu sob agitacdo magnética, a 45 °C, por tré CocHaN;Ous
661,57 g/mol

horas. Ao término da reacao (CCD,
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diclorometano/metanol 98:2 v/v), evaporou-se a aa@etsob ventilacdo. O residuo foi

extraido com diclorometano (3 x 25 mL). A fase oiga foi extraida com agua destilada (2 x
30 mL) e secada com sulfato de sédio anidro. Oestdvfoi destilado a presséo reduzida. O
residuo foi purificado por CCS (silica A, 29 x 4 ,chexano/acetato de etila 1:1 v/v). O

derivado4 foi obtido com 70% de rendimento (6,6 g, 9,97 mragbartir des.

Caracterizacao dé
Faixa de fusdo: 63-64 °C; literatura: 69-70 °C (€dl., 2003).

[a]¥-91,6 € 0,52, CHCY); literatura: fi], -26,8 € 1,13, CHC)) (KAMITAKAHARA,;
NAKATSUBO, 2005)]a], -18 (c 0,64, CHCY) (PETOetal., 1991).

Dados do espectro de IV (cm?): 2119, 1740, 1211, 1043.

5.1.3 Procedimento geral para sintese de Al a A4

Foram adicionados 4 (1 g, 1,51 mmol), paladio-carvao 10% p/p (50 mghetanol anidro

(15 mL). A mistura permaneceu sob agitacdo magné&tisob atmosfera de gas hidrogénio
por 2 horas. Ao término da reacdo (CCD, hexandszete etila 7:3 v/v), o catalisador foi
separado por filtracdo e o solvente foi destilagoeEsao reduzida, a 40 °C. A glicosilamina
obtida foi dissolvida em piridina (5 mL) e, em barde gelo, o agente acilante ou sulfonilante
foi adicionado gota a gota. A mistura reagente pesueu a temperatura ambiente por 60-
180 minutos, sob agitacdo magnética. Ao términmedgdo, a solucéo reagente foi vertida em
gelo pilado e extraida com diclorometano (3 x 15).nA fase organica foi lavada com
solucao de &cido cloridrico 1 mol/L (5 x 10 mL)atédgua destilada até que a fase aquosa da
altima extracdo permaneceu neutra. A fase orgdoicgecada com sulfato de sodio anidro e
o solvente foi destilado a presséo reduzida. Adues foram purificados, quando necessario,
por cromatografia em coluna de silica-gel. Os neaggeempregados, o tempo de cada reagéo
e os rendimentos obtidos estao especificados neldaldl.3.1.
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Tabela 5.1.3.1 — Dados das reacfes de obten¢éia de

Agente ~ . Produto . ) .
acilante/sulfonilante 1 €MPO de reacéo (min) desejado Rendimento a partir de 4 (%)
(CHsCO)0 *
(3,5 mL, 34,28 mmol) 180 6 97
CeHsCOCI )
(0,7 mL, 6,04 mmol) 90 7 60
CH:SOCI
(0,35 mL, 4,53 mmol) 60 8 30
CsHsSOCI 50 o L6

(0,35 mL, 2,73 mmol)

"Mistura de6 e de seu andmerno12:1;" mistura de7 e de seu andmemn6:1.

Os derivados peB-acetilados foram adicionados a solucdo de metéédsodio gelada (20
mL. A mistura reagente foi deixada a temperaturbiante e sob agitacdo magnética por 60-
90 minutos. O desenvolvimento da reacdo ocorreamgératura ambiente. Ao término das
reacdes (CCD, acetato de etila/metanol 2:1 v/iviet reagente foi neutralizado com resina
de troca catibnica Amberlite IRA 120. A resina f@iparada por filtracdo e o solvente foi
destilado a pressdo reduzida. Os produtos obtidoamf recristalizados em solventes
apropriados. Os procedimentos empregados parafeeg@ggio de6 a9 e deAl a A4, como
também os rendimentos obtidos e os dados parateazacdo destes derivados, estédo

relatados adiante, nos subitens especificos (5.4.3.1.3.4).

5.1.3.1 B-p-Galactopiranosil-(1—4)-1-acetilamino-1-desox{-D-glicopiranose (Al)

A acetamida6 (anémerof3) foi obtida em mistura

R OR
oA - , 6' 3 OR J\"
com seu isdbmera, na proporcdo de 12:1 (0,99 g, | ‘S—9 . ro7 32 N CHs

RO A0 0
1,47 mmol, 97% de rendimento a partir 4)e Esta ooorR or
mistura foi utilizada na reacdo de transesterificac
6 R=Ac Al R=H
seguinte, sem purificacdo prévia. Para fins de| CesHzNOs,s C14H2sNO1;
677,61 g/mol 383,35 g/mol

caracterizagao, a mistura de anémeros (400 mg, 0,5
mmol) foi purificada por CCS (silica B, 22 x 1,5 chexano/acetato de etila 4:6 v/v). Foram
obtidos 124 mg dé puro (0,18 mmol, 30% de rendimento a part#)aA partir de6 (680
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mg, 1 mmol), A1 foi obtido com 60% de rendimento (213 mg, 0,55 mmapos

recristalizacdo com isopropanol/agua 4:1 v/v.
Caracterizacao d&
Faixa de fusdo: 100-102 °C,; literatura: 131-13ZPRIYA; LOGANATHAN, 1999).

[a]5 +11,9 € 1, CHCB); literatura: pi]p +11,7,c 1, CHCl, (PRIYA; LOGANATHAN,
1999).

Dados do espectro de IV (cm?): 3323, 1744, 1368, 1681, 1214, 1038.

Dados do espectro de RMN de (6, CDCk 400 MHz): 6,26 (dJwn1 9,3 Hz, NB;
5,35 (dd,Jrs 0,9 Hz,Jy3 3,4 Hz, H-4); 5,29 (tJ3=J34 9,3 Hz, H-3); 5,20 (t,
Jing=d12 9,3 Hz, H-1); 5,10 (dd)» 3 10,4 Hz,J» 1+ 7,8 Hz, H-2); 4,95 (ddJs 4 3,4
Hz, J3 > 10,4 Hz, H-3'); 4,82 (t)21= 323 9,3 Hz, H-2); 4,47 (d)1 > 7,8 Hz, H-1’); 4,43
(dd, Jeas1,3 Hz,Jsa6012,1 Hz, H-6a); 4,17-4,12 (m, 2H, H-6b e H-6a’ )07 (dd,Jsv 5
7,3 Hz,Jsp 62 11,1 Hz, H-6b"); 3,87 (tJ)5.6=J5 4 7,3 Hz, H-5"); 3,79-3,72 (m, 2H, H-4
e H-5); 2,15 (s, H-1"); 2,11 (s, OCOG}H 2,07 (s, OCOCE); 2,05 (s, OCOCH); 2,04
(s, OCOCH); 1,98 (s, OCOCH); 1,96 (s, OCOCE).

Dados do espectro de RMN H€ (5, CDCk, 100 MHz): 171,32 (NHOCH;); 170,37,
170,30, 170,16, 170,09, 169,34, 169,00 (7C,C0EL); 100,89 (C-1’); 78,09 (C-1);
75,97 (C-4); 74,50 (C-5); 72,42 (C-3); 71,02, 71(@12 e C-3’); 70,76 (C-5); 69,05
(C-2); 66,68 (C-4"); 62,03 (C-6); 60,89 (C-6"); BB (C-1"); 20,86, 20,77, 20,69,
20,63, 20,60, 20,50 (7C, sinais sobrepostos de QGPC

Caracterizacao dél

Faixa de fusdo: 238-241 °C, com decomposicaditeratura: 246-248 °C, com
decomposigdo (KUHN, KRUUGER, 1954).

[a]® +1,0 € 2,49, HOY; literatura: f]p +1,5,c 1, HO (KUHN, KRUUGER, 1954).

1 O cristal funde a 15861 °C, solidifica a 167 °C e volta a fundir, coecdmposicéo, entre 23841 °C.
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Dados do espectro de IV (cm?): 3336, 3278, 1642, 1543.

Dados do espectro de RMN t¢ (6, DMSO-ds, 400 MHz): 8,40 (dJnw.1 9,0 Hz, NH;
5,08 (d,J 4,0 Hz, QH; 5,00 (d,J 5,3 Hz, QB; 4,75-4,70 (m, Ol 4,71 (d,Jinv=d12
9,0 Hz, H-1); 4,64 (1) 4,9 Hz, QB; 4,52 (t,J 5,9 Hz, QB; 4,49 (d,J 4,5 Hz, QH; 4,20
(d, Jy2 7,0 Hz, H-1%); 3,70 (ddlJsa5 5,4 Hz,J6a6b 11,4 Hz, H-63); 3,61-3,44 (m, 5H);
3,31 (sl, 1H); 3,11 (dt),,04 5,60 Hz,J, 1=J33 8,8 Hz, H-2); 1,84 (s, H-1").

Dados do espectro de RMN d& (6, DMSO-ds, 100 MHz): 169,86 (NHOCH);
103,79 (C-1'); 80,56 (C-4); 79,23 (C-1); 76,41, 75, 75,54 (C-3, C-5 e C-5); 73,23
(C-2’ ou C-3'); 72,13 (C-2); 70,58 (C-2’ ou C-398,18 (C-4); 60,45 e 60,36 (C-6 e C-
6'); 22,85 (C-1").

5.1.3.2 B-b-Galactopiranosil-(1—4)-1-benzoilamino-1-desoxpB-D-glicopiranose (A2)

O material bruto obtido da sintese da benzamida

R OR
| <& OR G
7 (0,90 g)foi submetido & CCS (silica A, 20 x 1 | ‘SY—%  Ro7~Z7 LAy
RO 0 H
5 Tort 4 {0 ° z 4
OR 3

cm, hexano/acetato de etila 4:6 v/v). A partir de

R , 7 R=Ac A2 R =H
300 mg do produto bruto, foi obtida uma mistura | ¢ _n, N0, CogHsNO,
739,68 g/mol 575,61 g/mol

de 7 (anbmerof3) e seu isbmeror na proporgao
de 6:1 (224 mg, 0,30 mmol, 60% de rendimento airpd&t4). A atribuicdo dos sinais de
RMN de'H e **C do produto predominante na mistura, possibiliaaracterizacdo de A
partir de7 (410 mg, 0,55 mmol)A2 foi obtido com 76% de rendimento (185 mg, 0,42

mmol), apos recristalizacdo com metanol.
Caracterizacao dé

Dados do espectro de RMN 8¢ (3 CDCk, 400 MHz): 7,74 (dJ» 3 =J¢ 5 7,4 Hz,
H-2" e H-6"); 7,55-7,49 (m, H-4"); 7,44 (tJs 2 =J57 ¢ =J3 4" =J5" 4 7,4 Hz, H-3" €
H-5"); 6,98 (d, Jnn19,0 Hz, NH); 5,45-5,36 (m, H-1, H-3 e H-4'); 5,1@d( J> 1 7,8
Hz,J» 3 10,4 Hz, H-2); 4,99-4,94 (m, H-2 e H-3'); 4,48 (| » 7,8 Hz, H-1'); 4,46 (d,
Jea b 12,4 Hz, H-6a); 4,19-4,13 (m, H-6b e H-6a"); 4(@9, Jop 5 7,1 HZ,Jsp 6o 11,1
Hz, H-6b"); 3,89 (t,J56=Js4+ 7,1 Hz, H-5); 3,84-3,80 (m, H-4 e H-5); 2,17 (s,
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OCOCHy); 2,16 (s, OCOCH; 2,15 (s, OCOCH; 2,11 (s, OCOCH:; 2,10 (s,
OCOCH); 2,09 (s, OCOCH; 2,08 (s, OCOCH; 2,07 (s, OCOCH: 2,05 (s,
OCOCH;); 2,03 (s, OCOCEH); 2,02 (s, OCOCH).

Dados do espectro de RMN € (J CDCk, 100 MHz):171,75 (NH@®CgHs); 170,34,
170,15, 170,07, 169,32, 168,99, 167,04 (7CQOQEL); 132,89 (C-1"); 132,37 (C-4™);
128,75 (C-2" e C-6"); 127,21 (C-3” e C-5"); 10380 (C-1’); 78,79 (C-1); 76,04 (C-4);
74,55 (C-5); 72,25 (C-3); 71,20, 71,04 (C-2 e G-30,94 (C-5'); 69,06 (C-2’); 66,69
(C-4"); 62,0 (C-6); 60,93 (C-6"); 20,86, 20,80, 20, 20,64, 20,62, 20,50 (7C,
OCOy).

Caracterizacao d&2
Decompde-se, sem fundir2al,7 °C.
[a]% +1,0 € 2,5, HOY-.
Dados do espectro de IV (cmi?): 3551, 3467, 3368, 3254, 1655, 1538, 1011, 695.

Dados do espectro de RMN t¢ (6, DMSO-dg, 400 MHz): 8,87 (dJnw.1 8,7 Hz, NH;
791 (d, J3 =5 7,4 Hz, H-2" e H-6"); 7,56 (m, H-10); 7,48 (t,
Jgv v =J57 67 =37 42 =J5» 4 7,4 Hz, H-3” e H-5"); 5,10 (dJ 4,3 Hz, QH; 5,07 (d,J 5,2
Hz, OH); 5,01 (tl,J; nw=J12 8,7 Hz, H-1); 4,76 (d, 2H, O4,66 (t,J 5,0 Hz, OBH; 4,55
(t, 6,0 Hz, QH; 4,50 (d,J 4,6 Hz, QH; 4,25 (dJ1'> 7,0 Hz, H-1"); 3,75 (ddlJsa,55,6,
Jsa6p11,0 Hz, H-6a); 3,65-3,35 (sinais encobertos pilal da agua do solvente, 11H).

Dados do espectro de RMN &€ (6 DMSO-ds, 100 MHz): 166,76 (NHOCsHs);
134,05 (C-1"); 131,51 (C-4"); 128,20 (C-2" e C3j 127,57 (C-3" e C-5"); 103,81
(C-1'); 80,69 (C-1); 80,09 (C-4); 76,66, 75,78,55(C-3, C-5 e C-5'); 73,23 (C-2’ ou
C-3'); 71,67 (C-2); 70,89 (C-2’ ou C-3'); 68,18 () 60,44 (C-6 e C-6").

2 Deferrarietal. (1973) descrevem a obtencdo desta benzamitiaa sspecificacdo de sua configuracdo
anomérica. A benzamida foi descrita como um sdichorfo higroscépico, conu]p +63,3 € 0,9, HO).
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5.1.3.3 B-p-Galactopiranosil-(1—4)-1-desoxi-1-metanossulfonilaming-D-glicopiranose

(A3)
O produto bruto obtido da sintese da sulfonamBida
R OR
(890 mg) foi purificado por CCS (silica A, 15 x 3 | (X o o322 :;\_((o
e , 5 1 CH3
cm, hexano/acetato de etila 4.6 v/v). A sulfonamida RO~ 0R1 y G © no
OR
8 foi obtida com 31% de rendimento a partir 4le 8 R=AcC A3 R=H
. (:27H39NOlE)S C13H25N0125
(337 mg, 0,47 mmol). A partir d& (350 mg, 0,49 713,66 g/mol 419,40 g/mol

mmol), A3 foi obtido com 49% de rendimento (101

mg, 0,24 mmol), apds recristalizagdo com metanol.
Caracterizacao dg
Faixa de fusdo: 99-103 °C.
[a]®+11,9 € 2,01, CHCY).
Dados do espectro de IV (cm?): 1740, 1368, 1333, 1212, 1038.

Dados do espectro de RMN &8¢ (3 CDCk, 400 MHz): 5,53 (dJnni 9,1 Hz, NH;
5,35 (d,Jr 3 3,2 Hz, H-4): 5,28 (tJs=Js.4 9,1 Hz, H-3); 5,11 (ddl».1 7,9 Hz, 5
10,4 Hz, H-2'): 4,98 (ddJs + 3,2 Hz,J3» 10,4 Hz, H-3"); 4,82 (t),1=J,3 9,1 Hz, H-
2); 4,76 (t,Jynw=d12 9,1 Hz, H-1); 4,59 (dd)sa51,7 Hz,J526,10,4 Hz, H-6a); 4,51 (d,
Ji 2> 7,9 Hz, H-1"); 4,14 (ddJsp 5 6,6 Hz,Jep 6o 11,1 Hz, H-6D’); 4,11-4,05 (m, H-6b e
H-6a’): 3,89 (t,Js.¢ 6,6 Hz, H-5); 3,76-3,67 (M, H-4 e H-5): 3,05 &:1"): 2,15 (s,
OCOCHy): 2,11 (s, OCOCH: 2,08 (s, OCOCH: 2,06 (s, OCOCH: 2,05 (s,
OCOCH); 2,04 (s, OCOCE); 1,97 (s, OCOCH).

Dados do espectro de RMN d&C (4 CDCk, 100 MHz): 170,99, 170,37, 170,186,
170,13, 170,09, 169,30, 168,95 (7C,QCH;); 100,89 (C-1); 82,71 (C-1); 75,99 (C-
4); 74,45 (C-5); 72,23 (C-3); 70,95, 70,82 (C-3Ce5); 70,23 (C-2); 69,13 (C-2Y);

66,66 (C-4'); 61,19 (C-6); 60,87 (C-6'); 43,55 (C)12,15, 2,11, 2,08, 2,06, 2,05, 2,04,
1,97 (7C, OCQOGEls).
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Caracterizacao d&3
Faixa de fusdo: 169-171 °C.
[a]5 +10,47 € 0,53, HO).
Dados do espectro de IV (cm?): 3359, 3246, 1462, 1317, 782.

Dados do espectro de RMN t¢ (5, DMSO-ds, 400 MHz): 8,05 (dJnw.1 8,8 Hz, NH;
5,14 (d,J 5,8 Hz, OB; 5,07 (d,J 3,8 Hz, OH; 4,74 (s, 2H, Ol 4,64 (t,J 5,0 Hz, OBb;
4,54 (t,J 5,6 Hz, QH; 4,52 (d,J 4,5 Hz, QH; 4,28 (tl,J; nw=J12 8,8 Hz, H-1); 4,20 (d,
Ji2 6,6 Hz, H-1); 3,79 (ddlJsa5 4,5 Hz,Jsa 60 10,8 Hz, H-6a); 3,61 (sl, H-4"); 3,56-
3,40 (m, 4H); 3,20 (ddJs ;s 0uJs 5 4,5 Hz,Jyem 10,8 Hz, H-6b ou H-6a’); 3,12 (di;, on
6,2 Hz,J,1=J,3 8,6 Hz, H-2); 2,97 (s, H-1").

Dados do espectro de RMN &€ (4 DMSO-ds, 100 MHz): 103,77 (C-1'); 84,45 (C-
1); 80,66 (C-4); 76,25 (C-5): 75,68, 75,52 (C-3-6'C 73,24 (C-2' ou C-3); 72,00 (C-
2): 70,52 (C-2 ou C-3"); 68,15 (C-4'); 60,56, 60,4C-6 e C-6"); 43,32 (C-1").

5.1.3.4 B-p-Galactopiranosil-(1—4)-1-benzenossulfonilamino-1-desof-D-

glicopiranose (A4)

O produto bruto obtido da sintese da sulfonamida

R OR
9 (930 mg) foi purificado por CCS (silica A, 2 x R:)' :, - o, RO ; 2 00R1 Ho/\\s//\o‘@s
30 cm, cloroférmio/metanol 98:2 viv). A TR QL T
sulfonamida 9 foi obtida com 18% de 9 R = Ac A R=H
rendimento a partir dé (210 mg, 0,27 mmol). A ;3;25”;13'\'5;9% gé8f277’\‘$ﬁ)l

partir de9 (450 mg, 0,58 mmol)A4 foi obtido
com 53% de rendimento (200 mg, 0,31 mmol), apdasstatizacdo com metanol.

Caracterizacao de

Faixa de fusao: 105-106 °C.
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[a]y +14,8 € 2,02, CHC}).
Dados do espectro de IV (cm?): 1744, 1437, 1367, 1218, 1039.

Dados do espectro de RMN Ue (J, CDCk, 400 MHz): 7,88-7,86 (m, H-2" e H-6");
7,60-7,56 (m, H-4"); 7,52-7,48 (m, H-3" e H-5"5,68 (m, NH; 5,34 (dd Js5 0,9 Hz,
Jvs 3,4 Hz, H-4'); 5,25 (m, H-3); 5,09 (ddy 1 7,8 Hz,J 3 10,4 Hz, H-2'); 4,95 (dd,
Jya 3,4 Hz,Jd3 > 10,4 Hz, H-3'); 4,81-4,75 (m, H-1 e H-2); 4,44 (g 7,8 Hz, H-1");
4,30 (dd,Jsa5 1,9 Hz,Js26012,0 Hz, H-6a); 4,13 (ddsa 6 6,4 HZ,Jsa 6 11,1 Hz, H-
6a’); 4,07 (ddJep s 7,2 HZ,Jepy 6o 11,1 Hz, H-6b’); 4,00 (ddlsp 54,8 Hz,Jsp,6212,0 Hz,
H-6b); 3,86 (tl,Js.4 0,9 Hz,Js 6 7,2 Hz, H-5); 3,71 (t)s5=Jss 9,9 Hz, H-4); 3,62
(ddd, Js.621,9 Hz,Js5.60 4,8 Hz,J54 9,9 Hz, H-5); 2,15 (s, OCOGH 2,07 (s, OCOCH);
2,06 (s, OCOCH); 2,05 (s, OCOCE); 2,04 (s, OCOCEH); 1,99 (s, OCOCEH); 1,94 (s,
OCOCH)).

Dados do espectro de RMN d& (3 CDCk, 100 MHz): 170,87, 170,33, 170,12,
170,10, 170,04, 169,34, 168,95 (7C,QCH;); 141,28 (C-1"); 132,86 (C-4"); 128,94
(C-2” e C-6"); 126,96 (C-3” e C-5"); 100,81 (@-); 82,62 (C-1); 75,69 (C-4); 74,35
(C-5); 72,25 (C-3); 70,94, 70,75 (C-3' e C-5'); 49,(C-2); 69,06 (C-2'); 66,65 (C-4");
61,67 (C-6); 60,67 (C-6); 20,76, 20,68, 20,584%)7C, OCQEIs).

Caracterizacao de4
Faixa de fusdo: 245-246 °C.
[a]Z +37,7 € 1,25, BO).
Dados do espectro de IV (cmi?): 3458, 3338, 3247, 3204, 1738, 1466, 1450.

Dados do espectro de RMN dd (5, DMSO-ds, 400 MHz): 8,52 (sl, Ni 7,83 (d,

v 3n=Jgn 5 7,3 Hz, H-2" e H-6"); 7,57 (t,J43=d45"7,3 Hz, H-4"); 7,50 (t,
Jgv v =J5m g =37 42 =J57 4 7,3 Hz, H-3" e H-5"); 5,21-5,19 (m, 2H, OK4,84 (t,J 5,1

Hz, OH); 4,80 (s, OBt 4,78 (d,J 1,4 Hz, QbH; 4,57 (d,J 4,7 Hz, OB; 4,39-4,34 (m,
2H, OH); 4,17 (m, H-1); 3,81-3,68 (m, H-1"); 3,60 (@, 3 3,6 Hz, H-4’); 3,51-3,20 (m,
7H); 3,09 (m, H-2).
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Dados do espectro de RMN He (3, DMSO-ds, 100 MHz): 142,60 (C-1"); 133,76 (C-
4”); 129,96 (C-2” e C-6"); 127,66 (C-3” e C-5); 104,10 (C-1'); 85,17 (C-1); 79,74
(C-4); 76,44, 76,29, 73,64, 72,64, 71,54, 71,1@(C-3, C-5, C-2’, C-3' e C-5'); 69,20
(C-4%); 61,60 (C-6), 60,70 (C-6").

5.1.4 B-b-Galactopiranosil-(1—4)3-D-glicopiranosideo de benzila (B1) (JUNGt al.,

1989)

Foram adicionados alcool benzilico (19,5 mL, H OH on

. J 3 1 6"
184,2 mmol), 6xido de mercurio Il amarelo (1,70 H; T\ K0TS (}@5“

— 2 ; 0 " "

g, 7,8 mmol), brometo de mercurio 1l (115 mg, Poonm o SOH N
0,3 mmol), sulfato de sédio anidro (4,40 g, 31,0 | B!

C19H28011
mmol) e diclorometano anidro (20 mL). A mistura | 43242 9/mol

foi mantida, sob agitacdo magnética e protegidandielade. Apés 30 minutos, uma solugéo
de3 (5 g, 7,15 mmol) em diclorometano anidro (20 ml)adicionada gota a gota. A mistura
permaneceu sob refluxo por duas horas. Ao téermanedcao (CCD, hexano/acetato de etila
3:7 vlv), o material solido da mistura reagentestgparado por filtragdo. O filtrado recolhido
foi extraido com solucéo de iodeto de potassio 80%(3 x 30 mL). A camada organica foi
extraida com agua destilada (3 x 20 mL) e secantastidfato de sodio anidro. O solvente foi
destilado a presséao reduzida. O residuo foi padficpor CCS (silica A, hexano/acetato de
etila 3:7 v/v). O lactosidedO foi obtido com 30% de rendimento (1,55 g, 2,13 Mragartir

de 3. O lactosided 0 (1 g, 1,38 mmol) foi adicionado a solugédo de mieimxie sodio gelada
(20 mL). A mistura reagente foi deixada a tempesatumbiente e sob agitacdo magnética por
trés horas. Ao término da reacdo (CCD, acetatdildéneetanol 2:1 v/v), 0 meio reagente foi
neutralizado com resina de troca catibnica AmigeillRA 120. A resina foi separada por
filtracdo e o solvente foi destilado a presséo zetiu O lactosidedl foi obtido com
rendimento de 80% (470 mg, 1,10 mmol) em relacia a

Caracterizagao dgl
Faixa de fusdo: 165,5-167,5 °C; literatura: 17§ JANG etal., 1989).

[a]Z-16,5 € 1, HO); literatura: f]% -17,2, HO (JUNGetal., 1989).
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5.1.5 B-b-Galactopiranosil-(1—4)3-D-glicopiranosideo de 2-feniletila (B2) (JUNGet

al., 1989)
Foram adicionados 2-feniletanol (1,70 g, 7,8 . on A
mmol), éxido de mercuirio Il amarelo (1,70 g, | ¢ 6; o wo—r 5 oH o/\/1©3,,
HO > 0. z
7,8 mmol), brometo de mercurio Il (115 mg, 5 Zont + (0 °
OH
0,3 mmol), sulfato de sédio anidro (4,40 g, 31,0 | B2
C20H30011
mmol) e diclorometano anidro (20 mL). A | #46:45g/mol

mistura foi mantida, sob agitacdo magnética e gidéede umidade. Apdés 30 minutos, uma
solucéo de& (5 g, 7,15 mmol) em diclorometano anidro (20 ml)ddicionada gota a gota. A
mistura permaneceu sob refluxo por duas horaséhoino da reacao (CCD, hexano/acetato
de etila 3:7 v/v), o material sélido da misturageate foi separado por filtracdo. O filtrado
recolhido foi extraido com solucdo de iodeto déapsib 30% m/v (3 x 30 mL). A camada
organica foi extraida com agua destilada (3 x 20 enkecada com sulfato de sddio anidro. O
solvente foi destilado a pressédo reduzida. O resimhtido foi adicionado a solucdo de
metoxido de sodio gelada (20 mL). A mistura reagdai deixada a temperatura ambiente,
sob agitagcdo magnética por trés horas. Ao térmmeedcdo (CCD, acetato de etila/metanol
2:1 v/v), o meio reagente foi neutralizado comrmrasle troca catidbnica Amberlite IRA 120. A
resina foi separada por filtracdo e o solvental&sitilado a pressao reduzida. O produto bruto
foi lavado com acetona. O lactosidB@ foi obtido com 44% de rendimento (1,21 g, 2,71

mmol) a partir deé.
Caracterizacdo dg2*
Faixa de fusdo: 160-161,5 °C.

[a]3 +6,8 € 1, H:0).

30s dados do espectro de RMN 't foram comparados com os descritos por éflal. (2001) e, estdo de
acordo. Nesta referéncia ndo estdo mencionadosdas dle faixa de fusdo e poder rotatério especifico
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5.1.6 B-p-Galactopiranosil-(1—4)--D-glicopiranosideo de fenila (B3) [adaptado de
Fisher et al. (1940)]

A solucdo de3 (3 g, 4,29 mmol) em acetona (20 . on o
mL) foram adicionados fenol (1,88 g, 20 mmol), | ¢ 6'5 o o7 PR 0/1©3..
' 0. 2"
hidroxido de potassio (1,00 g, 17,9 mmol) e agua NS Py X O
OH

destilada (12 mL). A mistura reagente permaneceu| 23

C18H2601l

418,40 g/mol

sob agitacdo magnética por quatro horas e 30

minutos. Ao término da reacdo (CCD, diclorometatam/@ 98:2 v/v), evaporou-se a acetona
sob ventilagdo. O residuo foi extraido com diclogtano (3 x 20 mL). A fase organica foi
extraida com solucdo de hidroxido de sédio 0,5Im@l/x 20 mL) e com &gua destilada até
que a camada aquosa da ultima extracdo permaneaga.nA fase orgéanica foi secada com
sulfato de sddio anidro e o solvente foi destiladwesséao reduzida. O residuo foi purificado
por CCS (silica A, hexano/acetato de etila 4:6.\0)actosided 2 foi obtido com 33% de
rendimento (1,02 g, 1,41 mmol) a partir 8e O lactosideol2 (900 g, 1,26 mmol) foi
adicionado a solugédo de metoxido de sodio gela@dan(?. A mistura reagente foi deixada a
temperatura ambiente e sob agitagdo magnéticagmhbras. Ao término da reacdo (CCD,
acetato de etila/metanol 2:1 v/v), o meio reagdaoieneutralizado com resina de troca
cationica Amberlite IRA 120. A resina foi separgua filtracdo e o solvente foi destilado a
pressao reduzida. O lactosid®® foi obtido com rendimento de 92% (489 mg, 1,16 ®imo
em relacdo 42

Caracterizacao d83

Faixa de fusdo: 188-189 °C; literatura: 190,5-191C5 (HELFERICH; GRIEBEL,
1940).

[a]-35,5 € 1, HO); literatura: ]*° -36,3, BO (HELFERICH; GRIEBEL, 1940).



5.1.7
(B4) [adaptado de Fisheret al. (1940)]

Materais e métodos

[B-D-Galactopiranosil-(1—4)-B-D-glicopiranosideo de 4-metoxicarbonilfenila

A solucédo de3 (3 g, 4,29 mmol) em acetona

(20 mL) foram adicionados 4- R OR

hidroxibenzoato de metila (1,95 g, 12,8 R; £ A&7

mmol), carbonato de sddio (2,46 g, 23,2 A 6oR

mmol) e agua destilada (30 mL). A mistura gAHFL:OQC ?SjoHRz;OE
reagente permaneceu sob agitacdo magnética /%70 9/mol 476.43 gfmol

por trés horas. Ao término da reacédo (CCD, dicla@tamo/metanol 98:2 v/v), evaporou-se a
acetona sob ventilagdo. O residuo foi extraido clicitorometano (3 x 20 mL). A fase
organica foi extraida com solucéo de hidréxido @gics 0,5 mol/L (4 x 20 mL) e com agua
destilada até que a camada aquosa da Ultima extpae¢cihaneceu neutra. A fase orgéanica foi
secada com sulfato de sodio anidro e o solventefgtilado a presséao reduzida. O residuo foi
purificado por CCS (silica A, hexano/acetato diati6 v/v). O lactosided3 foi obtido com
26% de rendimento a partir &(0,86 g, 1,12 mmol). Quantidades adicionaisl8doram
preparadas (2 g, 2,6 mmol) e este foi adicionadoldcdo de metdxido de sédio gelada (20
mL). A mistura reagente foi deixada a temperaturhiante e sob agitacdo magnética por trés
horas. Ao término da reacdo (CCD, acetato de mgtanol 2:1 v/v), 0 meio reagente foi
neutralizado com resina de troca catibnica AmigeidlRA 120. A resina foi separada por
filtracdo e o solvente foi destilado a presséo zetiu O lactosided4 foi obtido com

rendimento de 97% (1,2 g, 2,5 mmol) a partid8e

Posteriormente, o procedimento para a preparaca®4ddoi otimizado. Na etapa de
glicosilacdo, para a reacdo de 15 g Idoram utilizados 7,35 g (48,31 mmol) de 4-
hidroxibenzoato de metila e 10 g ( 94,35 mmol) ddanato de sbédio. O residuo obtido foi
submetido a reacdo de tranterificacdo, com metoa@sodio em metanol, sem purificagdo
prévia. O residuo obtido da reacdo de desprotegdo hilroxilas foi recristalizado em
metanol. O lactosideB4 foi obtido com 55% de rendimento em relacd® ®,63 g, 11,83
mmol). Desta maneira, foram preparadas as quaesdadicionais dé&4 empregadas na

producao dos derivados modificados nas posicoe’.6 e
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Caracterizacao dE3
Faixa de fusdo: 87-89 °C.
[a]y -12,7 € 1; CHCE).

Dados do espectro de RMN 8¢ (J, CDChk, 400 MHz): 7,98 (dJs - =Js ¢ 8,8 Hz,
H-3” e H-5"); 6,98 (d,J," 3 =Js" 5 8,8 Hz, H-2" e H-6"); 5,36 (d,J+ 3 3,4 Hz, H-4’);
5,29 (t,J3=J34 8,2 Hz, H-3); 5,19 (t)21=J23 8,2 Hz, H-2); 5,16-5,11 (m, H-1 e H-2);
4,98 (ddJs 4 3,4 Hz,J3 » 10,4 Hz, H-3"); 4,53-4,48 (m, H-1" e H-6a); 4,16L@ (m, H-
6b, H-6a’ e H-6b"); 3,92-3,88 (m, H-4 e H-5'); 3,88 H-8"); 3,86-3,83 (m, H-5); 2,16
(s, OCOCH); 2,10 (s, OCOCE); 2,08 (s, OCOCEH); 2,07 (s, OCOCEH); 2,06 (s,
OCOCHj); 2,05 (s, OCOCEH); 1,97 (s, OCOCH).

Dados do espectro de RMN d&C (5 CDCk, 100 MHz): 170,80, 170,18, 170,07,
169,99, 169,64, 169,48, 169,06 (7GQCHs); 166,40 (C-7"); 160,16 (C-1"); 131,52
(C-3” e C-57); 125,02 (C-4”); 116,14 (C-2” e B"); 101,12 (C-1’); 97,91 (C-1);

76,12 (C-4); 72,97 (C-5); 72,73 (C-3); 71,37 (C-7);91 (C-3"); 70,79 (C-5); 69,11(C-
2"); 66,62 (C-4’); 61,99 (C-6); 60,82 (C-6'); 52,qC-8"); 20,73, 20,67, 20,58, 20,45
(7C, COMHy).

Caracterizacao d&4
Faixa de fusao: 232,5-233 °C.
[a]5 -37,5 € 1,01; DMSO).
Dados do espectro de IV (cmi?): 3308, 1704, 1608, 1513, 1434, 847, 767.

Dados do espectro de RMN 8¢ (4 DMSO-ds, 400 MHz): 7,92 (dJs» > =Js ¢ 8,9
Hz, H-3" e H-5"); 7,14 (d,J, 37 =Js»5» 8,9 Hz, H-2” e H-6"); 5,52 (d,J 5,3 Hz, OB;
5,11 (d,J12 7,8 Hz, H-1); 5,08 (d] 4,5 Hz, QH; 4,81 (d,J 1,8 Hz, QH; 4,78 (d,J 5,3
Hz, OH); 4,66 (t,J 5,1 Hz, QH; 4,61 (t,J 5,9 Hz, OH; 4,51 (d,J 4,6 Hz, OH; 4,25 (d,
Jr > 7,3 Hz, H-1'); 3,83 (s, H-8"); 3,79-3,74 (m, H-6a& H-6a"); 3,68-3,28 (m, 11H).
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Dados do espectro de RMN &€ (5, DMSO-ds, 100 MHz): 165,76 (C-7”); 160,97
(C-17); 131,03 (C-3" e C-5"); 123,02 (C-4"); 18,99 (C-2” e C- 6"); 103,76 (C-1');
99,28 (C-1); 79,96 (C-4); 75,53, 74,99, 74,73 (GB, C-5); 73,24, 72,89 (C-3', C-5');
70,53 (C-2); 68,14 (C-4"); 60,42, 59,99 (C-6 e §-61,86 (C-8").

5.1.8 B-b-Galactopiranosil-(1—4)3-D-glicopiranosideo de 4-carboxifenila (B5)
[adaptado de COREYet al., (1977)

O lactosideoB4 (400 mg, 0,84 mmol) e
hidréxido de litio monoidratado (260 mg, 6,19 H OH

. ~ 4 —0  Ho
mmol) foram adicionados a uma solucdo (o e o 2
3 OH T 4 (6
. ~ B5
' OH
metanol/agua 3:1 v/v (40 mL). A solucéo CagHaOns

462,41 g/mol

reagente foi deixada a temperatura ambiente e

sob agitacdo magnética por 24 horas. Ao términcededo (CCD, acetato de etila/metanol
2:1 vlv), foi adicionada a solucdo reagente redmaroca ibnica Amberlite IRA 120 que foi
filtrada assim que o pH do meio permaneceu 4. @este foi destilado a pressao reduzida. O
residuo foi recristalizado em metanol. O lactosiB&dfoi obtido com 95% de rendimento
(372 mg, 0,80 mmol) a partir dst.

Caracterizacao d85
Faixa de fusdo: 245,5-246,5 °C, com decomposicao.
[a]®-17,9 € 1,01, DMSO).
Dados do espectro de IV (cm?): 3327, 1738, 1703, 1608, 1064, 1015.

Dados do espectro de RMN dd (5, DMSO-ds, 400 MHz): 7,89 (dJs o =Js- ¢~ 8,7
Hz, H-3” e H-5"); 7,11 (d,J2» 3 =Js»5» 8,7 Hz, H-2” e H-6"); 5,51 (sl, Okt 5,09 (d,
J127,7 Hz, H-1); 4,81 (sl, O} 4,61 (sl, OH; 4,25 (d,J; 2 6,9 Hz, H-1'); 3,76 (dJsaeb
11,1 Hz, H-6a); 3,65-3,31 (m, 11H).
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Dados do espectro de RMN H€ (8 DMSO-ds, 100 MHz):166,94 (C-7"); 160,68 (C-
1"); 131,16 (C-4"); 124,34 (C-3” e C-5"); 1158 (C-2" e C-6"); 103,79 (C-17;
99,35 (C-1); 80,00 (C-4); 75,56, 75,01, 74,77 (@23, C-5); 73,27, 72,93 (C-3' e C-
5"); 70,57 (C-2’); 68,18 (C-4"); 60,45 (C-6); 60,0a-6").

5.1.9 B-b-Galactopiranosil-(1—4)-3-D-glicopiranosideo de 4-metoxicarbonil-2-
nitrofenila (B6) [adaptado de Fisheret al. (1940)]

A solucéo de (3 g, 4,29 mmol) em acetona

(20 mL) foram adicionados 3-nitro-4- R OR .
4 0
hidroxibenzoato de metila (2,52 g, 12,8 |ro\ L 52
3 OR " 4
mmol), carbonato de sdédio (1,23 g (11,6
. , , 14 R=A B6 R=H
mmol) e agua destilada (30 mL). A mistura C34H41022|(\:1 CocHprOLeN
815,69 g/mol 512,43 g/mol

reagente permaneceu sob agitacdo magnéticg

por trés horas. Ao término da reacédo (CCD, diclatamo/metanol 98:2 v/v), evaporou-se a
acetona sob ventilacdo. O residuo foi extraido chcorometano (3 x 20 mL). A fase
organica foi extraida com solucdo de hidroxido @#ics 0,5 mol/L (4 x 20 mL) e com agua
destilada até que a camada aquosa da uUltima extpagéhaneceu neutra. A fase organica foi
secada com sulfato de sodio anidro e o solventdefgtilado a pressédo reduzida. O residuo foi
purificado por CCS (silica A, hexano/acetato dia&ti6 v/v). O lactosided4 foi obtido com
45% de rendimento a partir @&(1,57 g, 1,93 mmol). Quantidades adicionaislddoram
preparadas (2 g, 2,45 mmol) e este foi adicionasoldcido de metoxido de sodio gelada (20
mL). A mistura reagente foi deixada a temperaturhiante e sob agitagdo magnética por trés
horas. Ao término da reacdo (CCD, acetato de rtdtnol 2:1 v/v), 0 meio reagente foi
neutralizado com resina de troca cationica AmleeillRA 120. A resina foi separada por
filtracdo e o solvente foi destilado a presséao zethu O lactoside®6 foi obtido com 78%

de rendimento (0,98 g, 1,91 mmol) a partirlde
Caracterizacao d4
Faixa de fuséo: 84,5-85,5 °C.

[a]5 +8,9 € 1,01, CHCY)
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Dados do espectro de IV (cm?): 1744, 1367, 1212, 1041.

Dados do espectro de RMN Ye (5, CDCk, 400 MHz): 8,45 (dJs s+ 2,0 Hz, H-3");
8,18 (ddJs* 3> 2,0 Hz,Js» 6~ 8,8 Hz, H-5"); 7,32 (dJs»5» 8,8 Hz, H-6"); 5,36 (dJs 3
3,4 Hz, H-4); 5,31-5,25 (m, H-3 e H-1); 5,19 $§,:=J>3 7,4 Hz, H-2); 5,14 (dd)> 1
7,9 Hz,J, 3 10,4 Hz, H-2'); 4,99 (ddJs3 4 3,4 Hz,J3» 10,4 Hz, H-3); 4,56 (ddJsas
2,2 Hz,J6a6012,2 Hz, H-6a); 4,55 (d, sobreposto ao sinaldehb6,J; > 7,8 Hz, H-1');
4,16-4,07 (m, H-6b, H-6a’, H-6b’); 4,02 ,9,0 Hz, H-4 ou H-5’); 3,94 (s, H-8"); 3,93-
3,87 (m, H-4 ou H5’, e H-5); 2,18 (s,0C0OgH2,16 (s,0COCH); 2,12 (s,0COCHh);
2,10 (s,0COCH); 2,07 (s,0COCH); 2,03 (s,0COCHh); 2,00 (s,0COCHh).

Dados do espectro de RMN d&C (4 CDCk, 100 MHz): 170,37, 170,10, 170,01,
169,72, 169,37, 169,12, (7COCH); 164,51 (C-7"); 152,27 (C-1"); 140,61 (C-2");
134,74 (C-5"); 126,66, 125,30 (C-3" e C-4"); 1170 (C-6"); 101,21 (C-1"); 98,37 (C-
1); 75,66 (C-4); 72,93, 72,49 (C-3 e C-5); 70,8380, 70,75 (C-2, C-3' e C-5’); 69,05
(C-2); 66,61 (C-4'); 61,56 (C-6); 60,82 (C-6"); ®¥ (C-8"); 20,73, 20,67, 20,57,
20,44 (7C, COEy).

Caracterizacao de6
Faixa de fusdo: 203-206 °C.
[a]%-47,6 € 1,01, DMSO).
Dados do espectro de IV (cmi?): 3384, 1692, 1619, 1538.

Dados do espectro de RMN 4¢ (5, DMSO-ds, 400 MHz): 8,37 (dJs 5+ 2,1 Hz, H-
3"); 8,17 (dd,Js" 3+ 2,1 Hz,J5 6~ 8,9 Hz, H-5"); 7,52 (dJs5 8,9 Hz, H-6"); 5,57 (d,
J5,3 Hz, QbH; 5,34 (d,J; 2 7,7 Hz, H-1); 5,06 (d] 4,3 Hz, OH; 4,83 (d,J 1,3 Hz, QH;
4,78 (d,J 4,9 Hz, OH; 4,67-4,60 (m, 2H, OH 4,51 (d,J 4,6 Hz, B; 4,25 (d,J1» 7,1
Hz, H-1'); 3,88 (s, Ol 3,77 (dd, 1H, 5,2 Hz,J 9,8 Hz); 3,69-3,62 (m, 3H); 3,59-3,42
(m, 5H); 3,36-3,27 (m, 3H).

Dados do espectro de RMN H€ (5 DMSO-ds, 100 MHz):164,78 (C-7"); 153,30 (C-
1"); 140,09 (C-2"); 134,96 (C-5"); 126,30, 1234 (C-3"e C-4"); 117,57 (C-6");
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104,26 (C-1°); 100,17 (C-1); 80,15 (C-4); 76,50,78(C-3 e C-5); 75,29 (C-2); 73,73,
73,20 (C-3' e C-5)); 71,04 (C-2); 68,64 (C-4); &3 (C-6); 60,38 (C-6"); 52,99 (C-
8”).

5.1.10 PB-b-Galactopiranosil-(1—4)3-D-glicopiranosideo de 2-amino-4-

metoxicarbonilfenila (B7)

A solucéo deB6 (500 mg, 0,98 mmol) em

metanol (40 mL) foi adicionado paladio- OH OH .
. ) # —O  Ho
carvao 10% p/p (70 mg). A mistura |wo y 5 ~\ N
permaneceu sob agitacdo magnética e sob CooHagNOy
atmosfera de gas hidrogénio por uma hora. 491,45 g/mol

Ao término da reacdo (CCD, acetato de etila/metariol/v), foi adicionada dgua (5 mL) a
mistura reagente. O catalisador foi separado fteadéo e o solvente foi destilado a presséo
reduzida. O lactoside®7 foi obtidocom 80% de rendimento (386 mg, 0,78 mmol) a pdetir
B6.

Caracterizacao d&7
Faixa de fusédo: 149-151 °C.
[a]¥-42,7 € 1, BO); [0]%-23,8 € 0,21, DMSO).
Dados do espectro de IV (cm?): 3319, 1697, 1305, 1216.

Dados do espectro de RMN 8¢ (4 DMSO-ds, 400 MHz): 7,29 (dJs» 5+ 1,9 Hz, H-
3"); 7,13 (dd,Js» 3+ 1,9 Hz,J57 6> 8,4 Hz, H-5"); 7,04 (dJe 5 8,4 Hz, H-6"); 5,59
(sl, OH); 5,30 (sl, OB; 4,81 (d,J; 27,1 Hz, H-1); 4,50 (sl, O} 4,25 (d,Jr > 6,9 Hz, H-
1); 3,80-3,27 (m, 12H); 3,78 (s, H-8").

Dados do espectro de RMN € (3 DMSO-ds, 100 MHz):166,86 (C-7"); 148,30 (C-
17); 139,13 (C-2”); 124,35 (C-4”); 118,18, 1153% 115,16 (C-3", C-5" e C-6");
104,26 (C-1'); 101,66 (C-1); 80,63 (C-4); 76,02,54 74,61 (C-2, C-3 e C-5); 73,73,



73,45 (C-3' e C-5); 71,03 (C-2'); 68,63 (C-4’); 80, 60,63 (C-6 e C-6'); 52,16 (C-

8").

Materais e métodos

5.1.11 B-b-Galactopiranosil-(1—4)3-D-glicopiranosideo de 2-acetilamino-4-

metoxicarbonilfenila (B8)
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A solucdo del4 (1 g, 1,23 mmol) em
metanol (100 mL) foi adicionado paladio- R OR
. 4 0, 2
carvdo 10% p/p (70 mg). A mistura |go\ E 8/
. ~ L. 3 OR 1 s NHCOCH;3
permaneceu sob agitacdo magnética e sob oR
L A 15 R=Ac B8 R=H
atmosfera de gas hidrogénio por uma hora. | c,H,.0,N CooHa10uN
, i 827,75 g/mol 509,46 g/mol
Ao término da

reacao (CCD,
diclorometano/metanol 98:2 v/v), o catalisador $eparado por filtracdo e o solvente foi
destilado a pressédo reduzida. O residuo foi sdatabib em piridina (6 mL). A solucéo foi
resfriada em banho de gelo e, sob agitacdo magné&icadicionado anidrido acético (5 mL).
O sistema foi protegido de umidade e mantido enmdae gelo por 90 minutos. Ao término
da reacao, a solucao regente foi vertida em gédgie extraida com diclorometano (3 x 20
mL). A camada organica foi extraida com solucd@ado cloridrico 1 mol/L (5 x 30 mL) e
com agua destilada até que a camada aquosa da ekimacao permaneceu neutra. A fase
organica foi secada com sulfato de sédio anidroseleente foi removido por destilacdo a
pressédo reduzida. O residuo foi purificado por Q€lfikca A, 20 x 3 cm, hexano/acetato de
etila 3:7 v/v). O lactosided5 foi obtido com 82% (828 mg, 1 mmol) a partir @& O
lactosideal5 (820 g, 0,99 mmol) foi adicionado a solucado dedxidb de sddio gelada (20
mL). A mistura reagente foi deixada a temperaturhiante e sob agitagdo magnética por trés
horas. Ao término da reacdo (CCD, acetato de retdtnol 2:1 v/v), 0 meio reagente foi
neutralizado com resina de troca cationica AmleeillRA 120. A resina foi separada por
filtracdo e o solvente foi destilado a presséo zeliu O lactosided8 foi obtido com
rendimento de 87% (462 mg, 0,87 mmol) a partitble

Caracterizacao de8

Faixa de fusao: 210-212 °C.
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[a]Z-11 € 1, DMSO).
Dados do espectro de IV (cm?): 3338, 1696, 1673, 1272.

Dados do espectro de RMN 8¢ (6, DMSO-ds, 400 MHz): 9,16 (s, NM 8,74 (s, H-
3"); 7,66 (dd, Js-¢» 8,6 Hz, H-5"); 7,28 (dJe-5* 8,6 Hz, H-6"); 5,85 (s, OB 5,10 (d,
J 3,44 Hz, OH; 4,97 (d,J1 27,6 Hz, H-1); 4,85 (s] OH); 4,79 (dJ 4,3 Hz, QbH; 4,68
(t, J 4,8 Hz, OH: 4,63 (t,J 5,8 Hz, OB; 4,52 (d,J 4,3 Hz, QB: 4,26 (d.J » 6,9 Hz, H-
1'); 3,82 (s, H-8"): 3,78-3,44 (m, 12H): 2,14 (3;10").

Dados do espectro de RMN € (3 DMSO-ds, 100 MHz):169,16 (C-9”); 166,31 (C-
7"); 150,51 (C-17); 129,10 (C-5"); 125,73 (C-2) 124,07 (C-3"); 122,32 (C-4");
116,33 (C-6"); 104,27 (C-1'); 101,47 (C-1); 80,81-4); 76,03, 75,63, 74,46 (C-2, C-3
e C-5); 73,23 (C-3' e C-5’); 71,03 (C-2"); 68,64-40; 60,93 (C-6); 60,54 (C-6'); 52,49
(C-8"); 24,58 (C-10").

5.1.12 4,6-O-Benzilideno{3-D-galactopiranosil-(1—4)-3-D-glicopiranosideo de 4-
metoxicarbonilfenila (16) [adaptado de Hall (1980)]

Cloreto de zinco anidro (3,6 g, 26,41

16
C27H32013
564,54 g/mol

mmol) e benzaldeido (2,4 ml, 58,80 mmol)
foram homogeneizados por agitacdo
magnética, até que uma pasta branca
consistente foi formada. Foram adicionados ,
o lactosideoB4 (6 g, 12,59 mmol) e OH
quantidade adicional de benzaldeido (6 mL). A méspiermaneceu sob agitacdo magnética

por 20 horas. Durante todo o procedimento o sistah@rotegido de umidade. Apos o
equilibrio da reacéo ter sido alcancado, o excdssbenzaldeido foi extraido com éter de
petréleo (2 x 15 mL). O solvente foi separado pecahtacdo e a pasta formada foram
adicionados gelo pilado e acetato de etila em guedes suficientes para que se formasse um
sélido branco. O sélido foi separado por filtragddavado com agua fervente. O acetal
benzilidénicol6 foi obtido, sem grau pureza analitica, cé&% de rendimento a partir &

(5,43 g, 9,61 mmol) e, assim foi empregado em e=siibseqlentes.
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Caracterizacao dk6
Dados do espectro de IV (cm?): 3383, 1699, 1605, 1583, 1509, 1438, 770, 697.

Dados do espectro de RMN 8¢ (4 DMSO-ds, 400 MHz): 7,92 (dJs» - =Js ¢ 8,9
Hz, H-3” e H-5"); 7,48-7,46 e 7,41-7,34 (m, 5H-¥ a H-13"); 7,15 (dJ 3 =J¢" 5"
8,9 Hz, H-2" e H-6"); 5,58 (s, H-7"); 5,56 (d] 5,4 Hz, OH; 5,28 (d,J 4,5 Hz, QH;
5,13 (d,J1» 7,8 Hz, H-1); 5,02 (dJ 5,8 Hz, OH; 4,85 (s, OBt 4,60 (t,J 6,0 Hz, OH;
4,45 (d,Jy» 7,5 Hz, H-1'); 4,12-4,01 (m, H-4", H-6a’ e H-6b’8,82 (s, H-8"); 3,76-
3,50 (m, 7H); 3,40-3,47 (m, parcialmente sobrep@siocsinal emd 3,76-3,50, H-2);
3,40-3,35 (m, H-2)).

Dados do espectro de RMN € (5, DMSO-ds, 100 MHz): 165,84 (C-7"); 161,00 (C-
1"); 138,51 (C-8'); 131,10 (C-3" e C-5"); 128,69C-11"); 127,96, 126,26 (C-9' e C-
13’, C-10’ e C-127); 123,11 (C-4"); 116,04 (C-28 C-6"); 102,97 (C-1’); 99,82 (C-7");
99,38 (C-1); 78,26 (C-4); 75,77 (C-4’); 75,08, B (&-3 ou C-3’ ou C-5%); 73,07 (C-2);
71,68 (C-3 ou C-3' ou C-5); 69,89 (C-2); 68,53-6); 66,35 (C-5); 59,83 (C-6);
51,92 (C-8").

5.1.13 4,6-O-Benzilideno{3-D-galactopiranosil-(1—4)-6-desoxi-6-iodoB-D-
glicopiranosideo de 4-metoxicarbonilfenila (17a) [@aptado de Zhang e
Magnusson (1996b)]

A solucéo de trifenilfosfina (4,48 g, 17,08
mmol) e imidazol (2,32 g, 34,08 mmol) em

17a 17b
C27H31012| C27H30011I 2
674,44 g/mol 784,34 g/mol

tolueno/acetonitrila 2:1 v/v (360 mL) foi
adicionado iodo (3,84 g, 15,13 mmol), sob

agitacdo magnética. Apds a dissolucédo do

iodo e formagéo de precipitado branco, foi T 78 Ri= OM. R,= H
adicionado 16 (2,40 g, 4,25 mmol). A 17b Ry =H Ry =1

mistura foi aquecida até 60 °C. Durante todo primedto o sistema foi protegido de

umidade. O desenvolvimento da reacédo foi acompanpad CCD (diclorometano/metanol

92:8 v/v). Apés trés horas e 30 minutos, a mistoraestilada a pressao reduzida e o residuo
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obtido foi extraido com acetato de etila (5 x 100.w\ fase organica foi secada com sulfato
de magneésio e o solvente foi destilado a pressiiwiga. O residuo foi purificado por CCS
(silica A, 39 x 4 cm, diclorometano/metanol 95:8)vForam separados o derivado 6-iodo
17a(1,82 g, 2,70 mmol, 63% de rendimento a partit@ee 17b (310 mg, 0,39 mmol, 9% de
rendimento), este caracterizado como o derivadeO4eénzilidenoB-D-galactopiranosil-

(1—4)-3,6-didesoxi-3,6-diiod@-D-alopiranosideo de 4-metoxicarbonilfenila.
Caracterizacao de7a

Faixa de fusao: 222-223 °C, com decomposicao.

[a]5 -100,0 € 1, DMSO).

Dados do espectro de IV (cm?): 3403, 1687, 1604, 1583, 1507, 771, 686.

Dados do espectro de RMN 8¢ (4 DMSO-ds, 400 MHz): 7,94 (dJs» - =Js ¢ 8,9
Hz, H-3" e H-5"); 7,49-7,47 e 7,42-7,36 (m, 5H-¥ a H-13’); 7,22 (d,J>" 3" =Js" 5

8,9 Hz, H-2" e H-6"); 5,63 (dJ 5,2 Hz, OH; 5,59 (s, H-7); 5,37 (dJ 4,7 Hz, QH;

5,22 (d,J12 7,8 Hz, H-1); 5,04 (d) 5,5 Hz, QH; 4,80 (d,J 1,7 Hz, QB; 4,47 (d,J1 2

7,5 Hz, H-1"); 4,12-4,02 (m, H-4’, H-6a’ e H-6b},88 (dd,Jsa51,6 HZ,Jsa 6 10,6 Hz,
H-6a); 3,83 (s, H-8"); 3,77-3,72 (m, H-3); 3,64,(8l-5"); 3,59 (td,Js6 1,6 Hz,J54 9,0
Hz, H-5); 3,53-3,50 (m, H-3’); 3,48-3,45 (m, H-23,44-3,33 (m, H-2, H-6b e H-4).

Dados do espectro de RMN € (4 DMSO-ds, 100 MHz): 165,73 (C-7"); 160,69 (C-
1"); 138,47 (C-8"); 130,94 (C-3” e C-5"); 128,6(C-11’); 127,89, 126,18 (C-9’ e C-
13, C-10" e C-12’); 123,22 (C-4"); 116,23 (C-28 C-6"); 103,18 (C-1); 99,69 (C-7");
99,06 (C-1); 82,78 (C-4); 75,67 (C-4’); 73,65 (@&3-5); 72,98 (C-2); 71,67 (C-3’);
69,89 (C-2); 68,44 (C-6"); 66,32 (C-5'); 51,87 &3; 7,25 (C- 6).

Caracterizacao de7b
Faixa de fusao: 205,5-206,5 °C, com decomposi¢ao.
[a]Z-19,9 € 1,01, DMSO).

Dados do espectro de IV (cm?): 3410, 1683, 1607, 1582, 1508, 1429, 772, 694.
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Dados do espectro de RMN 8d (4 DMSO-ds, 400 MHz): 7,95 (dJs» 2> =Js ¢ 8,7
Hz, H-3" e H-5"); 7,50-7,49 e 7,38-7,36 (M, 5H, 81 a H-13): 7,22 (d.J» 3 =Je 5
8,7 Hz, H-2" e H-6"); 6,15 (d,J 4,3 Hz, QH: 5,55 (s, H-7"): 5,30 (dJ 4,1 Hz, OB:
5,25 (d,J1» 7,4 Hz, H-1); 5,05 (t)3=J343,1Hz, H-3); 4,95 (dJ) 5,2 Hz, OH; 4,52 (d,
Ji» 6,8 Hz, H-1'): 4,07-4,06 (m, H-4', H-6a’ e H-6b"3,96 (t,J5 =] 56 8,3 Hz, H-5);
3,83 (s, H-8"); 3,82-3,79 (m, H-6a); 3,52-3,43 (A6b, H-2’, H-3’, H-5"); 3,18-3,11
(m, H-2 e H-4).

Dados do espectro de RMN &€ (6, DMSO-ds, 100 MHz): 165,91 (C-7"); 160,69
(C17); 138,81 (C-8’); 131,26 (C-3" e C-5"); 1287 (C-11’); 128,02, 126,50 (C-9’ e C-
13’, C-10" e C-12'); 123,64 (C-4"); 116,41 (C-28 C-6"); 105,08 (C-1'); 100,54 (C-
7'); 99,92 (C-1); 76,84 (C-4); 76,19 (C-5); 75,73-4"); 71,87, 69,97 (C-2’, C-3' elou
C-5); 68,58 (C-6"); 67,35 (C-2); 66,20 (C-2’, C-8u C-5"); 52,07 (C-8"); 48,68 (C-
3);6,79 (C-6).

5.1.14 pB-b-Galactopiranosil-(1—4)-6-desoxi-6-iodoB-D-glicopiranosideo de 4-
metoxicarbonilfenila (C1) [adaptado de Bell e Lorbe (1940)]

A solucdo acetona/agua 1:1 v/v (64 mL)

foram adicionados o derivadb7a (1,6 g,

H JOH ' g
¢ 6' o 3 2 OH 1
~ ;s . s qe HO h "
2,37 mmol) e solucéo de acido cloridrico 1 [ho\ %+ 0 5 071
3 2 OH T 4 6 0
I

mol/L (3,2 mL). A mistura reagente foi

C1

CZOHZ?OIZI
586,33 g/mol

aquecida a 75 °C, sob agitacdo magnética,
por trés horas e 20 minutos. Ao término da reaCael), acetato de etila/metanol 8:2 v/v), o
meio foi neutralizado com carbonato de bario (5,7 mmol). O carbonato de bario foi
separado por filtracdo, e o solvente foi destiladopressdo reduzida. O residuo foi
recristalizado em metanol/agua 9:1 v/v. O deriv@ddoi obtido 75% de rendimento (1,04 g,

1,77 mmol) a partir dé7a

Caracterizacao dél

Faixa de fusdo: 216,5-217,5 °C, com decomposicao.
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[a]y -78,9 € 1,01, DMSO).
Dados do espectro de IV (cm?): 3352, 1702, 1606, 1509, 1436.

Dados do espectro de RMN 8d (4 DMSO-ds, 400 MHz): 7,85 (dJs» 2> =J5 ¢ 8,9
Hz, H-3” e H-5"); 7,14 (d,J2 37 =J¢»5» 8,9 Hz, H-2” e H-6"); 5,53 (dJ 5,2 Hz, OH};
5,15-5,12 (m, H-1 e O}14,80 (d,J 1,9 Hz, OB; 4,73 (t,J 5,4 Hz, OB; 4,60 (t,J 5,0
Hz, OH); 4,45 (d,J 4,6 Hz, OBH; 4,19 (d,Jy > 7,3 Hz, H-1'); 3,77-3,74 (m, sobreposto
ao sinal emd 3,75, H-6a); 3,75 (s, H-8"); 3,62 (ddds 642 2,1 Hz,J56, 7,6 HZz,J54 9,8
Hz, H-5Y; 3,56 (tl,Jy 3= Jy s 3,8 Hz, H-4"); 3,51-3,40 (m, H-3, H-5', H-6a’, H¥;
3,32-3,21 (m, H-2, H-6b, H-2’, H-3"); 3,19 (4 5= J15 9,0 Hz, H-4).

Dados do espectro de RMN € (5 DMSO-ds, 100 MHz): 165,74 (C-7"); 160,71 (C-
1™); 130,94 (C-3” e C-5"); 123,19 (C-4"); 1162 (C-2” e C- 6”); 104,04 (C-1);
98,97 (C-1); 83,85 (C-4); 75,60 (C-57); 74,06 (C-383,48 (C-5); 73,19, 72,84 (C-2, C-
3’); 70,42 (C-2’); 68,08 (C-4); 60,40 (C-6'); 518§C-8"); 7,57 (C-6).

5.1.15 pB-b-Galactopiranosil-(1—4)-6-azido-6-desox-D-glicopiranosideo de 4-

metoxicarbonilfenila (C2) [adaptado de Hansen e Magusson (1999)]

Foram adicionados ao derivado 6-i0@d
(800 mg, 1,36 mmol), azida de s6dio (400 | ¢ "

mg, 6,15 mmol) eN,N-dimetilformamida HO 0 8

anidra (30 mL). A mistura reagente foi N3

C20|_|27N3()12
501,45 g/mol

aquecida a 50 °C. Durante todo o

procedimento o sistema foi protegido de umidade&sAp4 horas, evaporou-se o solvente sob
ventilacdo. O residuo obtido foi purificado por CQSlica A, 6 x 2 cm, acetato de
etila/metanol 1:1 v/v) seguida da recristalizacAdoreetanol. O derivad@2 foi obtido com
87% de rendimento (592 mg, 1,18 mmol) a partiCde

Caracterizacao de2

4 Os valores atribuidos padgs, e Js g SA0 intercambidveis.



Faixa de fusao: 214,5-217 °C, com decomposicao.

[a]5 -92,0 € 1, DMSO).
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Dados do espectro de IV (cm?): 3345, 2098, 1700, 1607, 1509, 1440.

Dados do espectro de RMN 8¢ (4 DMSO-ds, 400 MHz): 7,92 (dJs» - =Js ¢ 8,8
Hz, H-3” e H-5"); 7,16 (d,J> 3> =Js5» 8,8Hz, H-2" e H-6"); 5,62 (dJ 5,3 Hz, QH;
5,23 (d,J; » 7,8 Hz, H-1); 5,17 (d) 4,6 Hz, OB; 4,91 (d,J 1,7 Hz, OH; 4,80 (d,J 5,2
Hz, OH); 4,67 (t,J 5,0 Hz, OB; 4,51 (d,J 4,6 Hz, OH; 4,19 (d,J; > 7,2 Hz, H-1");
3,93-3,88 (m, H-5); 3,82 (s, H-8"); 3,72 (d#ba,51,8 HZ,Jea,60 13,2 Hz, H-6a); 3,63 (1,
Jy3=Jps 3,3 Hz, H-4’); 3,51-3,40 (m, H-3, H-6b, H-5', H-6&l-6b’); 3,57-3,48 (m,

H-2, H-4, H-2', H-3).

Dados do espectro de RMN € (5 DMSO-ds, 100 MHz): 165,68 (C-7"); 160,63 (C-
17); 130,94 (C-3” e C-57); 123,12 (C-4"); 1150 (C-2” e C- 6”); 103,95 (C-17);

98,83 (C-1); 80,96 (C-4); 75,53 (C-5); 74,35 (C-383,35 (C-5); 73,07, 72,57 (C-2, C-
3"); 70,30 (C-2'); 68,04 (C-4"); 60,36 (C-6'); 510§C-8"); 50,51 (C-6).

5.1.16 para-Metilbenzenossulfonato d¢3-D-galactopiranosil-(1—4)-6-amino-6-desoxi-

[-D-glicopiranosideo de 4-metoxicarbonilfenila (C3s)

A solugdo deC2 (200 mg, 0,4 mmol) em
metanol/tetraidrofurano 3:2 viv (25 mL)
foram adicionados paladio-carvdo 10% p/p
(50 mg). A mistura permaneceu sob agitacao
magnética e sob atmosfera de gas hidrogénio
por 5 horas. Apés o término da reagéo (CCD,

NH;.TSOH

C3s
C27H37N olSS
647,65 g/mol

acetato de etila/metanol 1:2 v/v) o catalisador deparado por filtracdo e o solvente foi

removido por destilacdo a pressao reduzida. Partesiduo obtido (156 mg, 0,33 mmol, de

184 mg) foi solubilizada em metanol, sob aquecimeftsolucéo foi adicionado acigara-

toluenossulfénico monoidratado (100 mg, 0,52 mnOlksal de amoéni&€3s foi precipitado

pela adicéo de éter etilico a solucéo e separadiiitpacdo. O salC3sfoi obtido com 58% de
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rendimento (128 mg, 0,20 mmol) a partir@2. Por ser higroscopic&3s foi acondicionado

em dessecador.
Caracterizacao dé3s
Faixa de fusdo: 131-133 °C.
[a]%-9,9 € 0,51, DMSO).
Dados do espectro de IV (cmi?): 3363, 1717, 1606, 1509, 1434, 768.

Dados do espectros de RMN ¢ (5, DMSO-ds, 400 MHz): 7,94 (dJ3 »»=Js5- ¢~ 8,4
Hz, H-3” e H-5"); 7,88 (s, 3H, Nbt 7,51 (d,J 7,6 Hz, H arométicos de T§07,19 (d,
Jo» 32 =Js 57 8,4 Hz, H-2" e H-6"); 7,14 (dJ 7,6 Hz, H aromaticos de T905,16 (d,
Ji127,6 Hz, H-1); 4,34 (dJy 2 7,5 Hz, H-1"); 4,24-3,42 (sinais encobertos pelakda
agua do solvente, 11H); 3,84 (s, H-8"); 3,05-3(02 1H); 2,31 (s, H metilicos da0).

Dados do espectros de RMN H€ (5, DMSO-ds, 100 MHz): 165,96 (C-7"); 160,88
(C-1"); 145,40 (C aromatico de TP 138,03 (C aromético de T30131,27 (C-3” e
C-5"); 128,79 (C aromatico de T§P 125,61 (C aromatico de T§0123,44 (C-4");
116,21 (C-2” e C- 6”); 103,48 (C-1"); 99,45 (C:180,67 (C-4); 75,94 (C-5"); 74,38,
73,24 (C-3 e C-5); 72,65, 70,70 (C-2 e C-3’); 10(€-2"); 68,30 (C-4’); 60,58 (C-6");
52,09 (C-8"); 39,78 (C-6); 20,88 (C metilico dedks

5.1.17 PB-b-Galactopiranosil-(1—4)-6-acetilamino-6-desox-D-glicopiranosideo de 4-

metoxicarbonilfenila (C4) [adaptado de Onodera e Kaoka (1960)]

A solucdo deC2 (280 mg, 0,56 mmol) em

metanol/tetraidrofurano 3:2 v/iv (30 mL) 4 OH ol
.. - . . 6 3 OH 1
foram adicionados paladio-carvdo 10% p/p | ‘\~y— Ho7 3=
HO:
; ; = ¥ ZOont 4 °

(50 mg). A mistura permaneceu sob agitagéo NHCOCH; ca

.o L AL C22H3NOy3
magnética e sob atmosfera de gas hidrogénio 51749 gmol

por 5 horas. Apos o término da reacao (CCD,

acetato de etila/metanol 1:2 v/v) o catalisador deparado por filtracdo e o solvente foi
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removido por destilacdo a pressao reduzida. Ouedi solubilizado em metanol anidro (5
mL). A solucao foi resfriada em banho de gelo dy agitacdo magnética, foi adicionado
anidrido acético (0,14 mL, 1,48 mmol). Apés 20 nbasy com o término da reacédo (CCD,
acetato de etila/metanol 8:2 v/v), foi adicionadeogpilado. Evaporou-se o solvente da
mistura reagente sob ventilacdo e o residuo oftidecristalizado em metanol/agua 3:1 v/v.
O derivadoC4 foi obtido com 61% de rendimento (177 mg, 0,34 mragartir deC2 (duas

etapas).
Caracterizacao de4
Faixa de fuséo: 233,5-234 °C.
[a]5 -17,6 € 0,51, DMSO).
Dados do espectro de IV (cm?): 3327, 1716, 1646, 1607, 1070, 678.

Dados do espectro de RMN 8¢ (4 DMSO-ds, 400 MHz): 7,92 (dJs» > =Js ¢ 8,9
Hz, H-3” e H-5"); 7,88 (dd,Jyn64,5 € 6,8 Hz, N 7,12 (d,J27 37 =Js»5» 8,9 Hz, H-
2" e H-6"); 5,55 (d,J 5,4 Hz, ObB; 5,11 (d,J 4,9 Hz, QH; 5,04 (d,J:» 7,8 Hz, H-1);
4,97 (d,J 1,8 Hz, OB; 4,81 (d,J 5,4 Hz, QB; 4,70 (t,J 4,9 Hz, QH; 4,53 (d,J 4,7 Hz,
OH); 4,30 (d,Jr'> 7,4 Hz, H-1'); 3,82 (s, H-8"); 3,69-3,62 (m, H&H-4"); 3,57-3,45
(m, H-6a, H-6a’, H-6b’, H-5’, além de 1H, H-3 ou34; 3,41-3,29 (m, H-2, H-4, H-6b,
H-2’, além de 1H, H-3 ou H-3’); 1,81 (s, H-8).

Dados do espectro de RMN Y€ (4 DMSO-ds, 100 MHz): 169,41 (C-7); 165,69 (C-
7"); 160,79 (C-1"); 130,91 (C-3” e C-5"); 1230 (C-4"); 115,94 (C-2" e C- 6");
103,59 (C-1"); 99,24 (C-1); 82,01 (C-4); 75,62 (-84,74, 73,27, 72,65, 72,52 (C-2,
C-3, C-3' e C-5'); 70,55 (C-27); 68,12 (C-4’); 6@®3C-6’); 51,84 (C-8"); 39,78 (C-6);
22,48 (C-8).
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5.1.18 pB-b-Galactopiranosil-(1—4)-6-desoxiB-D-glicopiranosideo de 4-
metoxicarbonilfenila (C5) [adaptado de Westerlindet al. (2005)]

Foram adicionados a uma solucdo @&
(pagina 88) (100 mg, 0,17 mmol) em H OH

tetraidrofurano/metanol/acetato  de  etila | ‘\—% by 5

10:3:2 viviv (9 mL), paladio-carvao 10% p/p 6 CoHdOns
460,44 g/mol

(200 mg) e peneira molecular de 4 A (1,3 g).

A mistura permaneceu em aparato de hidrogenachoagtacdo mecanica e pressao de 1,4
atm de gas hidrogénio, por quatro dias. Ao térndageacao (CCD, diclorometano/metanol
8:2 v/v), o catalisador foi separado por filtragho solvente foi destilado a pressao reduzida.
O residuo foi recristalizado em metanol. O deriv@&ofoi obtido com 73% de rendimento
(57 mg, 0,12 mmol) a partir del.

Caracterizacao dé5
Faixa de fusédo: 250-251 °C.
[a]%-32,5 € 0,51, DMSO).
Dados do espectro de IV (cm?): 3359, 1706, 1245, 768.

Dados do espectros de RMN ¢ (5, DMSO-ds, 400 MHz): 7,94 (dJ3 »» =Js57 6" 8,0

Hz, H-3" e H-5"); 7,14 (d,J»3» =J¢"5 8,2 Hz, H-2" e H-6"); 5,54 (d, 3,8 Hz, OH
5,13-5,11 (m, 2H, H-1 e OKH4,85 (s, OB 4,80 (s, OB 4,72 (s, OB 4,54 (s, Oh:
4,25 (d, 5,6 Hz, H-1"); 3,84 (s, H-8"); 3,71-3,86inais encobertos pelo sinal da agua do
solvente, 11H); 3,12 (84 = J458,5 Hz, H-4); 1,30 (dJs 55,1 Hz, H-6).

Dados do espectros de RMN H€ (6, DMSO-ds, 100 MHzJ: 165,81 (C-7"); 160,89
(C-17); 131,09 (C-3" e C-5"); 123,02 (C-4"); 18,92 (C-2" e C- 6"); 104,18 (C-17);
98,93 (C-1); 85,51 (C-4); 75,44 (C-5'); 74,05 (C-83,25, 72,99 (C-2, C-3"); 70,43 (C-
2"); 70,16 (C-5); 68,11 (C-4'); 60,37 (C-6'); 51,88-8"); 17,39 (C-6).

*No espectro de RMN d€C, a atribuic&o dos sinais de carbonos foi feita pemparacéo com a @1. A
atribuicéo de €5 esta de acordo com Westerligichl. (2005).
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5.1.19 2,3-Di-O-benzoil-4,6O-benzilidenof3-p-galactopiranosil-(1—4)-2,3,6-tri-O-
bezoil3-D-glicopiranosideo de 4-metoxicarbonilfenila (18) [@aptado de
Westerlind et al. (2005)]

Cloreto de benzoila (15,5 mL, 132,32
mmol) foi adicionado gota a gota, em

18
C62H52018
1085,08 g/mol

banho de gelo e sob agitacdo magnética, a
uma mistura del6 (pagina 84) (5 g, 8,86
mmol) e piridina anidra (70 mL). Durante

todo o procedimento o sistema foi

protegido de umidade. A mistura reagente permanesmu agitacdo magnética e a
temperatura ambiente por quatro horas. Ao térmaeoedcao (CCD, diclorometano/metanol
98:2 v/v), foi adicionada a mistura reagente agestikdda (60 mL), e ap6s 30 minutos a
solucdo reagente foi extraida com diclorometang 6® mL). A fase organica foi extraida
com solucédo de acido sulfarico 2 mol/L (5 x 60 ntgm solucdo saturada de bicarbonato de
sédio (4 x 60 mL) e com agua destilada (2 x 60 nat¢, que a camada aquosa da ultima
extragdo permaneceu neutra. A fase organica f@dsecom sulfato de sédio anidro e o
solvente foi destilado a pressdo reduzida. O residu cristalizado em acetona/éter de
petréleo 1:1 v/v. O derivadd8 foi obtido com 84% de rendimento (8,05 g, 7,42 mrno
partir del6.

Caracterizacao di8
Faixa de fuséo: 263,5-265 °C.
[a]Z +35,9 € 1, CHCY).
Dados do espectro de IV (cm?): 1716, 1263, 1241, 705.

Dados do espectros de RMN ¢ (5, CDCh, 400 MHz):8,15 (d, 2H aromaticos, 7,2
Hz); 7,96-7,89 (m, 6H aromaticos); 7,81 (d, 2H adtioos,J 7,2 Hz); 7,77 (d,
Js» on=Js76» 8,8 Hz, H-3” e H-5"); 7,56-7,25 (m, 18H aromati); 7,19 (tJ 7,6 Hz,
2H aromaticos); 6,90 (dy- 37 =Js 5+ 8,8 Hz, H-2" e H-6"); 5,92 (tJ3=J34 7,8 Hz, H-
3); 5,82 (ddJ» ;- 8,0 Hz,J» 3 10,4 Hz, H-2"); 5,62 (t)2,1=J23 7,8 Hz, H-2); 5,39 (d}: >
7,8 Hz, H-1); 5,31 (s, H-7"); 5,23 (dds 4 3,5 Hz,J3»» 10,4 Hz, H-3"); 4,89 (dJ1'2> 8,0
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Hz, H-1); 4,67 (ddJeas 1,4 Hz,Jea e 11,7 Hz, H-6a); 4,39-4,31 (m, H-4, H-6b, H-4");
4,12-4,09 (m, H-5); 3,83 (s, H-8"); 3,80 (dkx e 12,3 Hz, H-6a"); 3,61 (dJsp 6o 12,3
Hz, H-6b’); 3,05 (s, H-5).

Dados do espectros de RMN € (5 CDCk, 100 MHz): 166,34, 166,07, 165,45,
165,23, 165,04, 164,84 (6C, C-7" gH3zCO); 160,00 (C-1"); 137,41, 133,26, 133,15,
132,99, 131,38, 129,86, 129,71, 129,60, 129,53,47228,86, 128,79, 128,47, 128,38,
128,33, 128,20, 127,93, 126,31, 124,71 (C aromsiticbl6,21 (C-2" e C-6"); 101,66
(C-1'); 100,61 (C-7'); 97,88 (C-1); 77,20 (C-4);, @4 (C-3); 73,06, 73,04 (C-5 e C-4');
72,50 (C-3); 71,95 (C-2); 69,44 (C-2"); 67,96 (;-66,56 (C-5'); 62,32 (C-6); 51,86
(C-8).

5.1.20 6-Bromo-2,3,4-tri-O-benzoil-6-desoxiB-D-galactopiranosil-(1—4)-2,3,6-tri-O-
bezoilf3-D-glicopiranosideo de 4-metoxicarbonilfenila (19) [@aptado de
Hanessian e Plessas (1969a) e de Westerlet@l. (2005)]

A mistura del8 (1 g, 0,92 mmol), carbonato

de bério (380 mg, 1,93 mmol) e tetracloreto | % - . o

BzO b

de carbono (30 mL), sob refluxo e agitagdo |ezo\ S~ gm ot
! 6

3 0Bz
magnética, foi adicionada N-bromos- 0Bz 19
Ce2Hs10:6Br
succinimida (330 mg, 1,81 mmol). A 1163,98 g/mol

mistura reagente foi mantida sob refluxo e agitapdo quatro horas. Durante todo o
procedimento o sistema foi protegido de umidade. #®omino da reacdo (CCD,
diclorometano/acetato de etila 9:1 v/v), o solvdotalestilado a presséo reduzida, o residuo
foi ressuspendido em diclorometano e o carbonatbal® foi removido por filtracdo. O
filtrado foi extraido com agua destilada (3 x 10)rela fase organica foi secada com sulfato
de sédio anidro. O solvente foi destilado a pressfluzida. O derivadd9 obtido foi

empregado em reacdo subseqiente sem purificagéa.pré
Caracterizacao dE9

Dados do espectro de RMN d& (4 CDCk, 200 MHz): 8,05-7,26 (m, 32H
aromaticos); 7,00 (dk 3»=Js5* 8,8 Hz, H-2” e H-6"); 5,95 (tJ3 = J348,9 Hz, H-3);
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5,84-5,71 (m, H-2, H-2", H-4"); 5,46-5,39 (m, H-1H3"); 4,97 (d,J.» 7,8 Hz, H-1));

4,76 (d,Jsa6510,9 Hz, H-6a); 4,56-4,40 (m, H-4 e H-6b); 4,1924(m, H-5); 3,89 (s, H-
8"); 3,89-3,83 (m, 1H, sobreposto ao sinal &3,89, H-5"); 2,92 (ddJsa 5 6,2 Hz,

Jsa 60’ 10,6 Hz, H-6a’); 2,70 (ddlspy 5 7,0 Hz,Jep 62» 10,6 Hz, H-6D’).

Dados do espectro de RMN H€ (J, CDCk, 50 MHz): 166,30, 165,62, 165,33, 165,20,
165,17, 165,06, 164,79 (6COCsHs e C-7"); 160,05 (C-1"); 133,58, 131,39, 129,94,
129,77, 129,67, 129,58, 129,35, 129,29, 128,91,5P28128,38, 128,21, 124,83 (C
aromaticos); 100,64 (C-1'); 98,34 (C-1); 75,65,274,73,25, 72,84, 71,69, 71,49, 69,69,
68,05 (C-2 a C-5, C-2' a C-5); 62,29 (C-6); 51(838"); 27,70 (C-6).

5.1.21 6-Azido-2,3,4-tri-O-benzoil-6-desoxiB-D-galactopiranosil-(1—4)-2,3,6-tri-O-
bezoil3-D-glicopiranosideo de 4-metoxicarbonilfenila (20a)gdaptado de

Hansen e Magnusson (1999)]

O derivado 6’-bromdl9, obtido da reacéo

do acetal benzilidénic8 (2 g, 1,84 mmol), N7 0CH;
com N-bromossuccinimida, foi solubilizado
em N,N-dimetilformamida anidra (30 mL). 0Bz N

X e . e 1126,10 g/mol
A solucdo foi adicionada azida de sédio oo

(700 mg, 10,77 mmol). A mistura foi aquecida a &) 8urante 17 horas. Durante todo o
procedimento o sistema foi protegido de umidade. #®omino da reacdo (CCD,
diclorometano/metanol 98:2 v/v), evaporou-se o extle sob ventilacdo. O residuo foi
purificado por CCS (silica B, 67 x 2 cm, cloroféahiForam separados o derivazida com
rendimento de 21% a partir d&88 (duas etapas, 441 mg, 0,39 mmol), e o produto de
eliminacdo 20b (6-desoxi-2,3,4-tr@-benzoil-L-arabino-hex-5-enopiranosil-(24)-2,3,6-
tri-O-bezoil{3-D-glicopiranosideo de 4-metoxicarbonilfenila), codd de rendimento (210

mg, 0,19 mmof)

®No espectro RMN d&H das fragdes reunidas compostas pela mistug0de 20b (833 mg), foi observada a
propor¢cadd?0a20b de 5:3.
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Caracterizacao d&0a
Faixa de fuséao: 104,5-106,5 °C.
[a]Z +33,1 € 1, CHC}).
Dados do espectro de IV (cm?): 2104, 1722, 1259, 1089, 1066, 1025.

Dados do espectros de RMN del (5 CDCk, 400 MHz): 7,99-7,93 (m, 10H,
aromaticos); 7,84 (dJs 2"=Js¢» 8,8 Hz, H-3” e H-57); 7,73 (d, 7,5 Hz, 2H
aromaticos); 7,67-7,60 (m, 2H, aromaticos); 7,53 7m, 5H, aromaticos); 7,42-7,29
(m, 7H, aromaticos); 7,25-7,17 (m, 4H, arométic6s95 (d,J> 3 =Js" 5 8,8 Hz, H-2”

e H-6"); 5,86 (t,J3=J349,4 Hz, H-3); 5,76-5,71 (m, 2H, H-2 e H-2"); 5,64, §4 3 2,9
Hz, H-4%); 5,38-5,34 (m, 2H, H-1 e H-3’); 4,89 (@ 7,8 Hz, H-1"); 4,66 (dJsa6n11,9
Hz, H-6a); 4,48 (ddJsp54,8 HZ,Jsp6411,9 Hz, H-6b); 4,34 (tJ45=J459,4 Hz, H-4);
4,07 (ddJs 6v4,8 Hz,J5 49,4 Hz, H-5); 3,85 (s, H-8"); 3,69 (t,H-5"); 2,78ld, Jsa 55,3
Hz, Jsa 6 12,9 Hz, H-6@’); 2,64 (ddlsy 5 7,2 Hz,Jsp 6 12,9 Hz, H-6b").

Dados do espectros de RMN € (5, CDCkL, 100 MHz): 166,16, 165,48, 165,17,
165,08, 165,01, 164,87, 164,63 (6C, C-7" gHECO); 159,93 (C-1"); 133,49, 133,24,
133,17, 133,10, 132,96, 131,23, 129,82, 129,555P2929,43, 129,41, 129,15, 128,79,
128,52, 128,44, 128,33, 128,22, 128,06, 124,71,101@C arométicos); 100,56 (C-1);

98,23 (C-1); 75,53 (C-4’); 73,12 (C-5); 72,79 (Q:572,54 (C-3); 71,47 (C-3); 71,19,

69,61 (C-2, C-2’); 67,91 (C-4); 62,18 (C-6); 51(r28"); 49,21 (C-6’).

Caracterizacao d&0b

Faixa de fusdo: 191-192 °C.

¢ 5 -0 BZ0 : p e
22 U
[a]Z +33,9 € 1, CHCE). O~ s ¥ 4 ©

0Bz 20b
1 Ce2Hs0018
Dados do espectro de IW( cm): 1083,07 g/mol

1718, 1267, 703.

Dados do espectros de RMN del (5 CDCk, 400 MHz): 7,99-7,92 (m, 8H
aromaticos); 7,83 (dl 7,9 Hz, 5H aromaticos); 7,62-7,56 (m, 2H aromadiceH2-7,25
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(m, 15H aromaticos); 7,11 @,7,7 Hz, 2H aromaticos); 6,95 (83" =Js" 5 8,6 Hz, H-
2" e H-6"); 5,90-5,85 (m, H-3, H-2' e H-4’); 5,7#, J,,=J,37,9 Hz, H-2); 5,43 (dd,
J3.4 3,2 Hz,J3.2 9,7 Hz, H-3"); 5,38 (dJ127,9 Hz, H-1); 5,01 (dJy» 6,7 Hz, H-1";
4,65 (d, sobreposto ao sinal edw¥,63,Jsa26012,0 Hz, H-6a); 4,63 (s, H-6a’); 4,58 (s, H-
6b’); 4,49 (ddJsb 55,2 Hz,Jsp6212,0 Hz, H-6b); 4,35 (1)4,5=J459,2 Hz, H-4); 4,08 (dd,
J5,65,2 Hz,J5 49,2 Hz, H-5); 3,85 (s, H-8").

Dados do espectros de RMN € (5, CDCL, 100 MHz): 165,63, 165,61, 164,92 (7C,
C-7" e COGCgHs); 160,00 (C-17); 149,19, 133,52, 133,35, 133,332,79, 131,42,
129,86, 129,81, 129,63, 129,60, 129,42, 128,54,472828,44, 128,39, 128,34, 127,99,
124,90 (C arométicos); 116,33 (C-2" e C-6"); 18&,(C-6’); 101,67 (C-1"); 98,39 (C-
1); 76,82 (C-4); 73,29 (C-5); 73,02 (C-3, C-2’ ou4{; 71,49 (C-2); 70,25 (C-3");
69,87 (C-3, C-2' ou C-4’); 68,81 (C-3, C-2’ ou C}462,47 (C-6); 51,91 (C-8").

5.1.22 2,3-Di-O-acetil-4,6-O-benzilideno{f3-p-galactopiranosil-(1—4)-2,3,6-tri-O-acetil-

[B-D-glicopiranosideo de 4-metoxicarbonilfenila (21)

Anidrido acético (1 mL, 9,80 mmol) foi
adicionado, em banho de gelo e sob
agitacdo magnética, a uma mistura e
(pagina 84) (450 mg, 0,80 mmol) e piridina
anidra (70 mL). Durante todo o

procedimento o sistema foi protegido de

umidade. A mistura reagente permaneceu sob agitag@nética e a temperatura ambiente
por quatro horas. Ao término da reacdo (CCD, dictmtano/metanol 98:2 v/v), foi
adicionado a mistura reagente gelo pilado e soldedéacido cloridrico 3 mol/L até que o pH

do meio permaneceu 1. O sdlido branco formadoilfcado e lavado com agua destilada. O

21
C37H42018
774,73 g/mol

derivado21 foi obtido com 92% de rendimento (571 mg, 0,74 Mnzopartir deL6.

Caracterizacao ozl

Faixa de fusdo: 236,5-237 °C.
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[a]Z +14,0 € 1, CHCE).
Dados do espectro de IV (cm?): 1740, 1714, 1367, 1216.

Dados do espectros de RMN ¢ (3§ CDCk, 400 MHz): 7,98 (dJs 2 =Js576» 8,4 Hz,
H-3" e H-5"); 7,47-7,46 e 7,39-7,37 (m, H-9' a K3); 6,99 (d,J>" 3 =J¢" 5 8,4 Hz, H-
2" e H-6"); 5,48 (s, H-7’); 5,32 (t, sobreposto &inal emd 5,32,J3 =J3 48,2 Hz, H-3);
5,28 (ddJy 1 7,7 Hz,J» 3 10,3 Hz, H-2'); 5,22 (t),.1=J,38,2 Hz, H-2); 5,15 ()1 »,8,2
Hz, H-1); 4,91 (ddJs 4 3,4 Hz,Js» 10,3 Hz, H-3"); 4,54-4,59 (m, H-6a e H-1"); 4,34
(d, Iy 3 3,4 Hz, H-4); 4,31 (dJsa 60 12,4 Hz, H-6a’); 4,16 (ddlep 55,7 Hz,Jep,6a11,8
Hz, H-6b); 4,05 (dJev 62 12,4 Hz, H-6b"); 3,90-3,84 (m, sobreposto ao serald 3,89,
H-4 e H-5); 3,89 (s, H-8"); 3,48 (s, H-5); 2,08,COM3), 2,06 (s,COEl3), 2,04 (s,
COCH3).

Dados do espectros de RMN € (5, CDCk, 100 MHz): 170,64, 170,18, 170,05,
169,53, 168,85 (OCHg); 166,41 (C-7"); 160,24 (C-1"); 137,40 (C-8);31L,50 (C-3" e
C-5"); 129,19 (C-11’); 128,21, 126,44 (C-9’ e C:18-10" e C-12’); 124,95 (C-4");
116,12 (C-2” e C-6"); 101,30 (C-7’); 101,09 (C31'98,14 (C-1); 75,84 (C-4); 73,24,
73,09 (C-5 e C-4'); 72,29 (C-3); 72,00 (C-37); 72,(C-2); 68,98 (C-2'); 68,40 (C-6");
66,51 (C-5’); 62,01 (C-6); 51,99 (C-8"); 20,77,,ZQ, 20,60 (5C, COQ3).

5.1.23 2,3-Di-O-benzoilf3-p-galactopiranosil-(1—4)-2,3,6-tri-O-bezoil 3-D-
glicopiranosideo de 4-metoxicarbonilfenila (22) [aaptado de Hsiehet al. (2005)]

Foi adicionado a uma solucéo t&(pagina
93) (8 g, 7,37 mmol) em diclorometano (50 H OH
. 6 3
mL), acido trifuoroacético (8 mL, 108,05 324 2 B30
T 2
mmol) e agua destilada (0,4 mL). A mistura Tooez f GOBZ CoHasOns
reagente  permaneceu  sob  agitacdo 996,98 g/mol

magnética vigorosa por 10 horas. Ao se observaraqueacdo nao evoluia mais (CCD,
diclorometano/metanol 98:2 v/v), a mistura foi dil com diclorometano e extraida com
agua destilada (2 x 40 mL), com solucdo saturadaickrbonato de sodio (2 x 40 mL) e,

novamente, com agua destilada (3 x 30 mL) até goansada aquosa da ultima extracao
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permaneceu neutra. O residuo foi purificado por C@Hica A, 25 x 4 cm,
diclorometano/metanol 95:5 v/v) e forneceu o deliva2 com 64% de rendimento (4,7 g,

4,71 mmol) a partir d&8.
Caracterizacao d22
Faixa de fuséo: 237-238 °C.
[a]5 +34,9 €1, DMSO).
Dados do espectro de IV (cm?): 1717, 1265, 704.

Dados do espectros de RMN dd (5 DMSO-ds, 400 MHz): 7,96-7,90 (m, 4H
aromaticos); 7,86-7,81 (m, 6H aromaticos); 7,768, 15H aromaticos); 7,30 (,
7,5 Hz, 2H aromaticos); 7,01 (@ 3 =Js5» 8,8 Hz, H-2" e H-6"); 5,91 (dJ);1 27,9 Hz,
H-1); 5,84-5,79 (m, H-3); 5,51-5,45 (m, H-2 e H:2)22 (d,Jon s 5,4 Hz, OQHem C-
4"); 5,18 (dd,Js3 4 3,0 Hz,J3 > 10,4 Hz, H-3'); 5,02 (dJ:> 8,0 Hz, H-1'); 4,57-4,47
(m, sobreposto ao sinal edv,48, H-6a e H6b); 4,48 {,5,0 Hz, OHem C-6); 4,38-
4,34 (m, H-4 e H-5); 4,06 (tl, H-4’); 3,78 (s, H¥®'3,55 (tl, H-5); 3,09-3,06 (m, H-
6a’); 2,95 (td Jev 5=Jsw,0n 5,0 HZ,Jsp 62» 10,0 Hz, H-6b).

Dados do espectros de RMN H€ (5, DMSO-ds, 100 MHz): 165,47, 165,09, 164,99,
164,77, 165,62 (6C, C-7" e #8sC0O); 159,57 (C-1"); 133,76, 133,43, 133,32 (C
aromaticos); 130,95 (C-3” e C-5"); 129,39, 129,219,13, 128,80, 128,69, 128,41,
123,73 (C aromaticos); 115,87 (C-2" e C-6"); 46Q(C-1"; 96,01 (C-1); 76,03 (C-4);

74,80 (C-3); 74,65 (C-5'); 72,89 (C-3); 72,56 (¢-31,68, 70,25(C-2 e C2'); 64,59 (C-

4"); 62,88 (C-6); 58,25 (C-6'); 51,88 (C-8").
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5.1.24 2,3-Di-O-benzoil-6-desoxi-6-iodd3-D-galactopiranosil-(1—4)-2,3,6-tri-O-bezoil-
B-D-glicopiranosideo de 4-metoxicarbonilfenila (23) [@aptado de Zhang e
Magnusson (1996a)]

A solucdo de trifenilfosfina (3,2 g, 12,2

mmol) e imidazol (1,66 g, 24,44 mmol) em "

H I
o ' P 6 - 3 2OBz )
de tolueno/acetonitrila 2:1 v/v (380 mL), foi |z, P\, ow0 "
3 OBz 4 6
OBz

adicionado, sob agitacdo magnética, iodo 23

CssH470471
1085,08 g/mol

(2,5 g, 12,21 mmol). ApGs a dissolucdo do

lodo e formagéo de precipitado branco, foi adictin22 (4,8 g, 4,81 mmol). A mistura foi
aquecida até 60 °C. Durante todo procedimento tensa foi protegido de umidade. O
desenvolvimento da reacédo foi acompanhado por Cd@i€dofometano/metanol 98:2 v/v).
Apdés nove horas, a mistura reagente foi destilageeaséo reduzida e o residuo obtido foi
extraido com diclorometano (3 x 150 mL). A faseamiga foi extraida com solucdo de
tiossulfato de sodio 20% m/v (100 mL), com aguatides (2 x 100 mL) e secada com
sulfato de sédio anidro. O solvente foi destiladprésséao reduzida. O residuo obtido foi
cristalizado em éter etilico. O derivad8 foi obtido, sem grau de pureza analitica, Corfro

de rendimento (4,03 g, 3,71 mmol) a parti2@e

Caracterizacao 023

Dados do espectro de RMN H¢ (5, CDCk, 200 MHz): 8,08 (d, 2H aromatico$,7,0

Hz); 7,95-7,87 (m, H aromaticos); 7,81 ®; > =Js»¢» 8,8 Hz, H-3” e H-5"); 7,64-

7,20 (m, H aromaticos); 6,93 (@ 3» =Js" 5 8,8 Hz, H-2" e H-6"); 5,89 (tJ3=J348,8

Hz, H-3); 5,76-5,66 (m, H-2 e H2); 5,41 (h>7,4 Hz, H-1); 5,15 (ddJs 4 3,1 Hz,

J3 > 10,3 Hz, H-3’); 4,82 (dJr 2> 7,8 Hz, H-1); 4,68 (dlJsa6p11,0 Hz, H-6a); 4,47-
4,26 (m, H-4, H-4’, H-6b); 4,15 (dd, H-5); 3,84 {4;8"); 3,56 (t, Js'¢ 6,8 Hz, H-5");

2,88 (ddJsa 56,8 Hz,Jsa 61y 10,1 Hz, H-6a"); 2,58 (ddley 5 6,8 Hz, Jsp6a' 10,1 Hz, H-

6b’); 2,42 (d,Jon,4 7,0 Hz, OH em C-4).

Dados do subespectro DEPT13% CDCk, 50 MHz): 133,46, 133,41, 133,33, 131,50,
131,43, 129,92, 129,82, 129,68, 128,54, 128,48, 428 aromaticos); 116,21 (C-2" e
C-6"); 100,58 (C-1; 98,14 (C-1); 75,67 (C-4),8l (C-3); 73,24, 73,09, 71,59, 69,42,
67,58 (C-2, C-5, C-2', C-3', C-4’, C-5"); 62,42 §5-51,95 (C-8"); 0,49 (C-6").
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5.1.25 6-Azido-6-desoxiB-D-galactopiranosil-(1—4)-3-D-glicopiranosideo de 4-
metoxicarbonilfenila (D1) [adaptado de Hansen e Magusson (1999)]

O derivada23, obtido da reacao d# (4,8 g,

4,81 mmol) com trifenilfosfina, imidazol e H N3 . on
4 Q 2
iodo (subitem 5.1.24), foi solubilizado em |4\ T \¢ 00/ 3 /!
N ¥ OH 4 (s
N,N-dimetilformamida anidra (40 mL). A OH CooHoNzO1,

501,45 g/mol

solucdo foi adicionada azida de sodio (1,17

mg, 18 mmol). A mistura foi aquecida a 60 °C due2@ horas. Durante todo o procedimento
o sistema foi protegido de umidade. Ao términoadcéo (CCD, diclorometano/metanol 98:2
v/v), evaporou-se o solvente sob ventilacdo. Qduesfoi adicionado a solucdo de metdxido
de sbdio gelada (120 mL). A mistura reagente fokatka a temperatura ambiente e sob
agitacdo magnética por trés horas. Ao término dea® (CCD, acetato de etila/metanol 2:1
v/v), 0 meio reagente foi neutralizado com resieardca cationica Amberlite IRA 120. A
resina foi separada por filtracdo e o solvented&stilado a presséo reduzida. O residuo foi
purificado por CCS (silica B, 20 x 2 cm, dicloroared/metanol 85:15 v/v). O derivado 6'-
azidoD1 foi obtido com 36% de rendimento (897 mg, 1,79 mragartir de22.

Caracterizagao del
Faixa de fusédo: 112-115 °C.
[a]% -22,3 € 0,94, CHOH).
Dados do espectro de IV (cmi?): 3376, 2105, 1704, 1306, 1506, 1436, 770.

Dados do espectros de RMN ‘i (6, CD;0D’, 200 MHz): 8,01 (dJs > =Js576» 8,8 Hz,
H-3" e H-5"); 7,19 (d, J»»3»=Js" 5 8,8 Hz, H-2" e H-6"); 5,12 (d,J17,7 Hz, H-1);
4,47 (s, sinais sobrepostos, H-1' e sinais @&d trocados por deutério); 3,97-3,90 (m,
H-6a e H-6b); 3,91 (s, sobreposto ao multipleto®897-3,90, H-8”); 3,81-3,53 (m,
10H).

Dados do espectros de RMN H€ (4 CD;OD, 100 MHz): 168,38 (C-7"); 162,81 (C-
1"); 132,48 (C-3” e C-5"); 125,17 (C-4"); 1172 (C-2" e C- 6”); 104,98 (C-1");

"Foram adicionadas duas gotas de DM&@ amostra, para melhorar a solubilidade.
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101,38 (C-1); 80,18 (C-4); 76,67, 76,19, 74,9458474,50, 72,30 (C-2, C-3, C-5, C-3,
C-4’ e C-5); 70,46 (C-2'); 61,66 (C-6); 52,55 (C)}:652,43 (C-8").

5.1.26 6-Amino-6-desoxif-D-galactopiranosil-(1—4)-B-D-glicopiranosideo de 4-

metoxicarbonilfenila (D2)

A solucdo deD1 (130 mg, 0,26 mmol) em

. .. ;- . - 8"
metanol (15 mL) foi adicionado paladio- H 2 . on 4 T OCH3
~ . 4 0 HO 2
carvao 10% p/p (32 mg). A mistura |[wod S0 5 01
¥ OH 4 6
L s D2
permaneceu sob agitacdo magnética e OH CoHaoNOss

475,45 g/mol

atmosfera de gas hidrogénio por 3 horas. Ao
término da reacdo (CCD, acetato de etila/metarlviv), o catalisador foi separado por
filtracdo e o solvente foi destilado & presséo zietiu O derivadd®?2 foi obtido com 95% de

rendimento (118 mg, 0,10 mmol) a partirae
Caracterizacao de2
Faixa de fusao: 123-127,5 °C.
[a]®-21,1 € 0,80, CHOH).
Dados do espectro de IV (cmi?): 3359, 1737, 1716, 1605, 1609, 1435 769.

Dados do espectros de RMN ¢ (5, DMSO-ds, 200 MHz): 7,91 (dJ3 »» =Js57 6" 8,6
Hz, H-3" e H-5"); 7,13 (d,J; 3 =Js" 5" 8,6 Hz, H-2" e H-6"); 5,11 (dJ; 7,6 Hz, H-
1); 4,24 (d,Jy > 6,6 Hz, H-1"); 3,81 (s, H-8"); 3,72-3,17 (m, 11H);72 (d,J 5,6, NH
2H).

Dados do subespectro DEPT 136PMSO, 50 MHz): 131,96 (C-3” e C-5"); 116,90
(C-2" e C- 6"); 104,43 (C-1’); 100,19 (C-1); 8030(C-4); 77,04, 76,00, 74,26, 73,88,
71,41, (C-2, C-3, C-5, C-3, C-4’ e C-5'); 69,58-Q); 60,72 (C-6); 52,81 (C-8");
42,92 (C-6").

8 O subespectro DEPT 135 B néo foi calibrado.
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5.1.27 6-Acetilamino-6-desoxiB-D-galactopiranosil-(1—4)-B-D-glicopiranosideo de 4-

metoxicarbonilfenila (D3) [adaptado de Onodera e Kaoka (1960)]

A uma solucéo d®1 (200 mg, 0,4 mmol)

em metanol anidro (5 mL) foram adicionados &“j . om
4 o HO 2 ’
Adio- 2 0, i 5 . 5
paladio-carvao 10% p/p (50 mg). A mistura |wo 7 OH1 o L7~
permaneceu sob agitacdo magnética e sob OH

D3
C22H31N012
517,49 g/mol

atmosfera de gas hidrogénio por 2 horas. Ao

término da reacdo de reducdo do grupo azido (CCBtam de etila/metanol 8:2 v/v),
anidrido acético (0,1 mL, 0,99 mmol) foi adicionadob agitacdo magnética, em banho de
gelo. Durante todo o procedimento o sistema fotggido de umidade. Apés 20 minutos
(CCD, diclorometano/metanol 85:15 v/v), com o témnida reacdo, foi adicionado gelo
pilado. O catalisador foi separado por filtrac&mlvente foi destilado a pressao reduzida. O
residuo obtido foi recristalizado de etanol e fomeD3 com 70% de rendimento (143 mg,

0,28 mmol) a partir dB1 (duas etapas).
Caracterizacao de3
Faixa de fusdo: 211-211,5 °C.
[a]3 -6,0 €1, CHOH).
Dados do espectro de IV (cmi?): 3600, 3396, 1738, 1693, 1629, 772.

Dados do espectros de RMN ¢ (5, DMSO-ds, 400 MHz): 7,93 (dJ3 > =Js5- ¢~ 8,4
Hz, H-3” e H-5"); 7,86 (t, NB; 7,15 (d,J>" 37 =Js" 5 8,4 Hz, H-2" e H-6"); 5,56 (dJ
5,0 Hz, QBH; 5,14-5,10 (m, H-1 e O 4,81 (d,J 4,4 Hz, QbH; 4,69 (t,J 5,5 Hz, ObH;
4,66-4,63 (m, 2H, OH 4,27 (d,Jr » 6,6 Hz, H-1"); 3,84 (s, 3,80-3,75); 3,80-3,76 (m, H
6a); 3,69-3,29 (m, 10H); 3,21-3,17 (m, H-6b’); 1(86COCH).

Dados do espectros de RMN H€ (5, DMSO-ds, 100 MHz): 169,92 (C-7); 165,81 (C-
7"); 160,96 (C-1"); 131,05 (C-3” e C-57); 1284 (C-4"); 116,00 (C-2" e C- 6");
103,32 (C-17); 99,34 (C-1); 79,09 (C-4); 75,05;34,73,04, 72,99, 72,77 (C-2, C-3, C-
5, C-3' e C-5%; 70,39 (C-2'); 68,37 (C-4'); 59,8&-6); 51,88 (C-8"); 39,26 (C-6");
22,54 (C-8).
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5.1.28 6-Desoxi-D-galactopiranosil-(1—4)-B-D-glicopiranosideo de 4-
metoxicarbonilfenila (D4) [adaptado de Westerlindet al. (2005)]

Foram adicionados 23 (pagina 100), obtido
a partir de 950 mg (0,95 mmol) @& (pagina ue on
' 3
99), acetato de etila (35 mL), paladio-carvao H; 7 2 00/ 3 : 5 !
3 4
10% p/p (1,64 mg) e peneira molecular de 4 o o CagHa:Or1
A (5,4 g). A mistura permaneceu no aparato 460,44 g/mol

de hidrogenacéo catalitica, sob agitacdo mecamcassao de 1,4 atm de gas hidrogénio, por
oito dias. A mistura reagente foi filtrada e o soite foi destilado a pressao reduzida. O
residuo foi novamente submetido as condi¢des d@oe@B5 mL de acetato de etila, 1 g de
paladio-carvao, 5,4 g de peneira molecular) posrdais dias. Ao término da reagéo (CCD,
diclorometano/acetonitrila 98:2 v/v), a misturafitirada e o solvente foi destilado a presséo
reduzida. O residuo (630 mg) foi adicionado a smude metoxido de sédio gelada (80 mL).
A mistura reagente foi deixada a temperatura andiersob agitacdo magnética por cinco
horas. Ao término da reacdo (CCD, acetato de retdnol 2:1 v/v), 0 meio reagente foi
neutralizado com resina de troca catibnica AmigedlRA 120. A resina foi separada por
filtracdo e o solvente foi destilado a pressaozetiu O residuo foi purificado por CCS (silica
A, 24 x 1,8 cm, diclorometano/metanol 88:12 v/v)dé&ivadoD4 foi obtido com 37% de
rendimento (160 mg, 0,35 mmol) a partira

Caracterizacao de4
Faixa de fusédo: 230-232 °C.
[a]5 +10,0 € 0,50, CHOH).
Dados do espectro de IV (cmi?): 3393, 1704, 1607, 1509, 1436, 769.

Dados do espectros de RMN ¢ (4 DMSO, 400 MHz): 7,93 (dJs» »» =Js» 6 8,6 Hz,
H-3" e H-5"); 7,15 (d, J»» 3 =Js5» 8,6 Hz, H-2" e H-6"); 5,58 (d,J 5,2 Hz, Qb};
5,12-5,10 (m, H-1 e OH 4,80 (s, Ohbt 4,77 (s, OBt 4,66 (t,J 5,5 Hz, OB; 4,62 (d,J
4,6 Hz, QB; 4,25 (m, H-1); 3,83 (s, H-8"); 3,78-3,74 (mH); 3,68-3,61 (m, 3H);
3,60-3,40 (sinais encobertos pelo sinal da agusafiente, 5H); 3,38-3,34 (m, 3H);
1,17 (d,J 6,2 Hz, H-6").
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Dados do espectros de RMN € (6, DMSO, 100 MHz): 165,98 (C-7"); 161,08 (C-
1"); 131,21 (C-3” e C-5"); 123,18 (C-4"); 1164 (C-2" e C-6"); 103,53 (C-1");
99,40 (C-1); 79,73 (C-4); 75,09, 74,71, 73,41, 337,96, 70,62, 70,24 (C-2, C-3, C-5,
C-2', C-3’, C-4' e C-5"); 59,93 (C-6); 52,04 (C-8'16,40 (C-6").

5.2 Ensaio de inibicdo de hemaglutinacdo mediada por déna de Erythrina
cristagalli [adaptado de Konosyet al. (2003)]

5.2.1 Meétodos Gerais

A deteccgéo do titulo de hemaglutinacdo e os enskiosibicdo da hemaglutinacdo foram

realizados em pocos de placa de microtitulaca@@@6s), em um volume final de 1[0.

Empregou-se solugcédo aquosa a 0,15 mol/L de cldeesbdio, 5 mmol/L de cloreto de calcio
e 5 mmol/L de sulfato de manganés (solucdo satimaadlcio e manganés), como diluente da

lectina, das substancias analisadas e no prepdaaaspensao de eritrcitos.

Para a preparacao da suspenséo de eritrocitodludascobtidas de sangue do tipo O humano
tratado com agente anticoagulante, separadas ptifegacao, foram lavadas com solucdo
salina 0,9%. O sedimento de hemacias obtido feusggendido em solucéo salina com calcio

e manganés.

5.2.2 Deteccao do titulo de hemaglutinacdo e preparaca@adolucdo da lectina

A solucbes da lectina derythrina cristagalli (50 puL), em 12 diluicBes seriadas 1:2, a partir
de 0,2% ml/v, foi adicionada suspenséo de eritr®cih v/v (100uL). O experimento foi
realizado em triplicata. Apés uma hora, foi feit@itura do titulo de hemaglutinacéo. O titulo
encontrado foi de 32 UHpara solucéo de lectina 0,2% m/v. A solucdo déne empregada

no ensaio de hemaglutinacao foi preparada pelgé@dwa 1:32 v/v da solucéo a 0,2% m/v.

° O titulo de hemaglutinagéo, expresso em Unidadéseinaglutinacio (UH), é dado como o inverso damai
diluicdo capaz de apresentar aglutinacdo visiodth@nu (FARIAetal., 2004).
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5.2.3 Ensaio de inibicdo de hemaglutinacéo

Foram adicionados, em pocos diferentes, solucéesatboidrato®-galactose e lactog®0

pL) e dos derivado&1-A4, B1-B7, C2-C5 e D1-D4 em diluicbes seriadas 1:2 a partir de
0,025-0,1 mol/L (Tabela 5.2.3.1). Em cada pocoafticionada solucdo de lectina (D).
Apds 30 minutos, foi adicionada suspensao de eititig 2% v/v. Apds uma hora, foi feita a
leitura da inibicdo da hemaglutinacédo a olho nunga@era-se a menor concentracéo capaz de
inibir a hemaglutinacdo). O experimento foi readzam triplicata. A atividade inibitéria da

hemaglutinacdo mediada por lectina foi expressav&ores de inibicdo relativa a inibicao
promovida pela-galactose.

Tabela 5.2.3.1 — Concentracdes iniciais das sofugos carboidratos e derivados empregadas
no ensaio de hemaglutinacao.

Carboidratos e Concentracao Carboidratos e Concentracao
derivados (mol/L)’ derivados (mol/L)’
D-galactose 0,2 B6 0,2
lactose 0,2 B7 0,2
Al 0,2 Cc2 0,025
A2 0,2 C3 0,1
A3 0,2 C4 0,1
A4 0,2 C5 0,067
Bl 0,2 D1 0,2
B2 0,2 D2 0,067
B3 0,2 D3 0,2
B4 0,1 D4 0,2
B5 0,1

"Relativa a solubilidade da amostra em solugéoaatm célcio e manganés.
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6 CONCLUSAO

A partir de reacdes classicas da quimica de cadiogl que levaram a modificacdes nas
posicdes 1, 6 e 6’ da lactose, foram sintetizadote \e um derivados. As modificacbes na
posicdo 1 levaram a uma série de lactosilamidaff@enamidas (lactosilacetamidAX), -ben-
zamida A2), -metanossulfonamidaAB) e -benzenossulfonamidaA4)) e a uma de
lactosideos aromaticos (lactosideos de beriily (e 2-feniletila B2), de fenila B3), de 4-
metoxicarbonilfenilaB4), de 4-carboxifenilag5), de 4-metoxicarbonil-2-nitrofenild3g), de
2-amino-4-metoxicarbonilfenilaB(7), de 2-acetilamino-4-metoxicarbonilfenil®8§)). Duas
outras seéries foram resultantes da remocao dasxilaly das posicdes 6 e 6’ do lactosideo de
4-metoxicarbonilfenila ou da sustituicdo destasopebrupos iodo, azido, amino, e
acetilamino, que levaram aos derivados 6- e 6'x1€€§tb e D4) e aos derivados 6-iod€Y),

6- e 6-azido C2 e D1), 6- e 6-amino C3 e D2), 6- e 6-acetilamino @4 e D3),

respectivamente.

Com excecédo dos derivadB8 e C1, por estes serem pouco sollveis em agua, os desva
da lactose sintetizados foram avaliados em ensaimitdicdo de hemaglutinacdo mediada
pela lectina dérythrina cristagalli De acordo com os resultados obtidos neste ertsaim,

as modificacbes em C-1, quanto as em C-6 ndo aesultem aumento da afinidade dos
derivados pela lectina. Ao que parece, as modiiesgdestas posicoes ndo propiciaram
interacbes adicionais que pudessem ser evidencig@ds ensaio de inibicdo da
hemaglutinagdo. As modificacdes em C-6’ resultardenuma maneira geral na reducéo ou
perda de afinidade pela lectina. As poténciasivelaapresentadas por esta série de derivados
evidenciaram que a remoc¢ao da hidroxila desta @osn@o foi compensada por possiveis
interacbes com o0s grupos azido, amino ou acetamdiicionados. A perda da afinidade
decorrente da remocéo do grupo hidroxila, de aceain o resultado apresentado para o
derivado 6’-desoxD1, demonstra a importancia da interacdo da hidrabaél& com o sitio de
ligacdo, que ocorre por meio de uma ligacdo deopéhrio mediada por agua, de acordo com
os dados cristalograficos do complexo da lectina eolactose (SVENSSOMt al., 2002;
TURTON et al., 2004). A substituicdo da hidroxila pelo grspmino D2) e acetilamino
(D3) parece nao permitir a formacao de ligacdes deg@hio com estes grupos e o sitio de

interacdo da lectina.
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Figura 1.30 — Espectro de RMN i€ deB5 (DMSO-ds, 100 MHz).
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Figura .44 — Mapa de contornos COSY1dd (DMSO-ds, 200 MHz).
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Figura 1.58 — Espectro de RMN 8¢ de19 (CDCl, 200 MHz).
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Figura 1.60 — Espectro de RMN 8¢ de20a(CDCl, 400 MHz).
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Figura 1.67 — Espectro de RMN 4 de21 (CDCl;, 100 MHz).
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Figura 1.76 — Espectro de RMN dé deD2 (DMSO-ds, 200 MHz).
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Figura .77 — Espectro de RMN #€ deD2 (DMSO-ds, 50 MHz).
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