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Resumo:

Neste trabalho foram abordadas duas rotas de sintese de analogos tetrazélicos
e oxadiazolicos a partir de carboidratos. Uma a partir de sulfato de D-glicosamina e
outra a partir de trealose.

Para a primeira rota foram testadas cinco alternativas de sintese. Apenas na
quinta sequéncia de sintese foram obtidos quatro novos derivados tetrazélicos e dois
novos derivados oxadiazdlicos por reacdes de N- e S-alquilagcbes com rendimento global
moderado entre 12% e 14% apds cinco etapas.

Para a segunda rota foram testadas duas alternativas de sintese. Apenas na
segunda sequéncia de sintese foram obtidos cinco novos derivados tetrazélicos e dois
novos derivados oxadiazolicos por reaces de N- e S-alquilagdes com bom rendimento
global (28-33%) apds cinco etapas.

Neste trabalho foi realizada também a avaliacdo citotdxica de compostos
tetrazolicos e oxadiazolicos derivados de D-glicosamina em linhagens tumorais de
ovario, mama, colon e leucemia. Atividades substanciais foram detectadas para todos o0s
compostos em todas linhagens testadas. Os menores valores de citotoxicidade foram
detectados para os compostos tio tetrazolico (ICsp=18.6 uM) e tio oxadiazolico
(IC50=15.4 uM) em linhagens leucémicas do tipo THP-1.

A fim de se estudar o modo de acdo dos compostos de maior citotoxicidade,
uma investigacdo da expressdo de metabolitos associados a morte celular programada
foi conduzida. Ao longo dos testes incrementos significativos das expressdes de
Caspase-3, BAK, p21 e TP53 foram observados, sugerindo um mecanismo de agéo de
morte celular por apoptose.



Abstract:

In this work two synthesis routes of tetrazoles and oxadiazoles analogs from
carbohydrates were studied. One starting from the D-glucosamine sulfate and other
starting from the trealose.

For the first route five synthesis alternatives were tested. Just in the fifth
synthesis sequence four new tetrazoles derivatives and two new oxadiazoles derivatives
were obtained by N- and S-alkylations in moderate overall yield (12-14%) after five
steps.

For the second route two synthesis alternatives were tested. And just in the
second synthesis sequence five new tetrazoles derivatives and two new oxadiazoles
derivatives were obtained by N- and S-alkylations in good overall yield (28-33%) after
five steps.

Cytotoxic evaluation of tetrazolic and oxadiazolic derivatives of D-
glucosamine in ovarian, breast, colon and leukemia tumor lines was realized.
Substantial activities were detected for all compounds in all tested strains. The lower
values of cytotoxicity were detected in thio-tetrazolic compounds (IC 50 = 18.6 uM) and
oxadiazolium thiols (ICsp = 15.4 uM) in THP-1-type leukemic lines.

In order to study the mode of action of compounds of higher cytotoxicity, an
investigation of the metabolite expression associated with programmed cell death was
conducted. Throughout the tests, significant increases of the expressions of Caspase-3,
BAK, p21 and TP53 were observed, suggesting a mechanism of action of cell death by

apoptosis.
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Introducéo

1 Introducéo

Os heterociclos compdem uma grande classe de compostos organicos e
possuem uma imensa importancia industrial e bioldgica. Dentro desta classe de
compostos podem ser citados o antibacteriano benzilpenicilina (1, BARREIRO, 1991),
os tuberculostaticos cicloserina (2, VIGURI et al., 2016), isoniazida (3) e pirazinamida
(4, BOECHAT et al., 2012), o antiangiogénico e antineoplasico semaxanibe (5, YE et
al., 2006; SINGH et al., 2018), o antibacteriano e antiprotozoario metronidazol (6,
NAGASE et al., 2017), os antitumorais 5-fluorouracila (7, SHI et al., 2018), vatalanibe
(8) e vandetanibe (9, KISELYOQV et al., 2006), o antiviral ribavirina (10, CHUDINOV
et al., 2018), o antifungico fluconazol (11, OUF et al., 2018) e o antitérmico e
analgeésico dipirona sddica (12, GUO et al., 2017) (Figura 1).
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Figura 1 — Exemplos de heterociclos farmacologicamente ativos.

Um importante grupo representante da classe dos heterociclos é o tetrazol.
Este se encontra presente em varios produtos farmacéuticos, cosméticos, agroguimicos,
explosivos e plasticos (KATRIZK, 2004; OSTROVSKII et al., 2017).



Os tetrazdis sdo substancias aromaticas do tipo 6m-azapirrolico descobertas ha
mais de cem anos (OSTROVSKII et al., 2008) e que existem predominantemente em
equilibrio sob duas formas tautoméricas (13 e 14, Figura 2) e raramente encontram-se
também descritos como um terceiro tautbmero ndo aromatico 15 (SINGH et al., 1980).
A predominancia de um dos tautdmeros depende de o composto estar ou ndo em
solugéo, o tipo de solvente e a presenca de substituinte(s) no anel (PALMER &
BEVERIDGE, 1987; MAZUREK & OSMAN, 1985; FOS et al., 1985; RAZYNSKA et
al., 1983). De maneira geral, solventes muito polares e substituintes doadores de
elétrons em C-5 tendem a aumentar a fracdo do tautbmero 13 (OSTROVSKII &
KOREN, 2000).

N——=N N—N/ZH N——N
[ N\ =—=— ) \N=—== ] \
N\(T\H N\{N N M
5 5

13 14 15

Figura 2 - Tautdbmeros tetrazolicos.

Como se observa na Figura 2, os atomos de nitrogénio sao prioritarios na
numeragdo dos membros do anel. A substituicdo de apenas um dos hidrogénios do anel
por um grupo nas posicdes |-, 2- ou 5- possibilita a formacéo de trés tipos de tetrazois
monossubstituidos (16, 17 e 18), enquanto a substituicdo dos hidrogénios 1,5- e 2,5-
possibilitam a formacdo de dois tipos de tetrazois dissubstituidos (19 e 20) (Figura 3)
(BUTLER, 1984).
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/N:N\ /I/\I—N 2 N—N\ 9y /N_N\ /N N 2
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5 5 5 5 5
H H R R R
16 17 18 19 20

Figura 3 — Tetrazois mono e dissubstituidos.

Existe ainda a possibilidade de substituicdo em um segundo nitrogénio para a
formacéo dos sais de tetrazois 1,2,5-; 1,3,5-; 1,4,5- e 2,3,5 trissubstituidos (21-24) como
pode ser observado na Figura 4 p.3, (KOLDOBSKII & OSTROVSKII, 1994).
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Figura 4 — Tetrazois trissubstituidos.

Segundo Ostrovskii e colaboradores (2017) o estudo quimico dos tetrazdis nas
ultimas décadas se desenvolveu devido ao seu uso em larga escala na medicina,
bioquimica, agricultura e fotografia, bem como ao seu emprego na elaboracdo de
inibidores de corroséo, explosivos e sistemas de gravacao de informacdes.

Esta afirmativa pode ser confirmada pela analise do grafico abaixo (Figura 5),
no qual pode ser observado o crescente numero de publicacdes que tratam sobre

tetrazois ao longo dos anos de 1919 a 2018.

Producao Cientifica sobre Tetrazois
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Figura 5 — Producéo cientifica sobre tetrazois entre 1919 a 2018 (SciFinder, termo de

busca = “tetrazoles”).

Parte deste crescente interesse esta na sintese de novos farmacos com estruturas
tetrazolicas que possam ser utilizadas como bioisosteros néo-classicos do grupo
funcional carboxila ou éster (HERR, 2002).

O termo bioiséstero surgiu inicialmente a partir do conceito de isosterismo,
desenvolvido por Langmuir em 1919, esta classificacdo foi dada a substancias que
possuiam comportamento quimico e reatividade semelhantes. Em 1951, Friedman

introduziu o termo bioisosterismo para classificar substancias que possuiam



comportamento biologico semelhantes. Em 1970, Burger subdividiu o conceito de
bioisosterismo em duas grandes categorias, segundo ele as substancias poderiam ser um
bioisdstero classico quando apresentassem o mesmo numero de elétrons ligantes (F e
Br, -CHy e -O7, =CH™ e =N) ou um bioisostero ndo-classico quando apresentassem
grupos funcionais ndo isoeletrénicos intercambiaveis (-COz;H ou -SOszH, -CFs ou -
N(CN).) (FERREIRA, 2017).

Dentro deste conceito temos que o tetrazol pode ser considerado um &cido
analogo ao acido carboxilico e que esses dois grupos funcionais possuem propriedades
fisico-quimicas similares, podendo ser, muitas vezes, intercambiaveis e exercerem a
mesma fungdo bioldgica. Os tetraz6is sdo mais estveis metabolicamente e quase dez
vezes mais lipofilicos do que os correspondentes carboxilatos no pH fisioldgico, o que
influencia profundamente o mecanismo de passagem pelas membranas celulares
(HERR, 2002).

Dentre os tetrazoOis descritos, devem ser ressaltados pela sua importancia
medicinal e comercial os anti-hipertensivos antagonistas de angiotensina Il, losartan
(25) e valsartan (26), o antiasmatico pranlukast (27) e o antibidtico cefazolina (28)
(Figura 6) (LEE et al., 2012; ATTANASI et al., 1999; MIDDLEMISS & WATSON,
1994; PIERCE et al., 1993; GILMAM et al., 1991; IVASHCHENKO et al., 2015).

Figura 6 — Substancias tetrazolicas de importancia medicinal e comercial.

Apds a descoberta do losartan (25) e valsartan (26) como potentes anti-
hipertensivos inibidores de ECA (Enzima Conversora de Angiotensina), Varios outros

tetrazdis foram sintetizados visando a mesma atividade bioldgica (KAYA et al., 2017;
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ATTANASI et al., 1999; MIDDLEMISS & WATSON, 1994; PIERCE et al., 1993) e
foram introduzidos na terapéutica o candesartan (29) e o irbesartan (30) (GALATSIS,
1998), representados na Figura 7.

Figura 7 — Estruturas do candesartan (29) e do irbesartan (30).

Além das acbes anti-hipertensiva, inibitéria de metalo-s-lactamase e
antiasmatica citadas anteriormente, os tetrazOis possuem outras atividades bioldgicas
como antiviral (31a e 31b), bactericida (32), micobactericida (33), antitrombdtica (34),
antitumoral (35), estimulante do sistema nervoso central (36) e hipoglicemiante (37),
Figura 8 (OSTROVSKII et al., 2017; JHA et al., 2014; HERR, 2002; BUTLER, 1984).
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Figura 8 — Derivados tetrazélicos biologicamente ativos.



Encontram-se descritos inumeros trabalhos divulgando e revisando as
propriedades bioldgicas dos tetrazdis (HERR, 2002; SINGH et al., 1980; BUTLER,
1984; PEDROSA, 2003; dos SANTOS, 2006; COURI, 2007; OSTROVSKII et al.,
2008). Uma revisdo mais recente sobre esse assunto foi apresentada no trabalho de
Ostrosvskii e colaboradores (2017).

Outra classe de compostos pertencentes aos heterociclos e que serd abordada
neste trabalho séo os oxadiazois. Estes, bem como os tetrazois, tiveram um crescente
numero de publicacdes ao longo dos anos de 1919 a 2018. Em uma anélise do gréfico a
sequir (Figura 9) percebe-se que quase quarenta por cento das publicacdes em que

ocorrem o termo oxadiazol se encontram nos ultimos 10 anos.
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Figura 9 — Producdo cientifica sobre oxadiazdis entre 1919 a 2018

(SciFinder, termo de busca = “oxadiazoles ).

A estrutura dos oxadiazdis é composta por um anel de cinco membros com dois
atomos de nitrogénio e um dtomo de oxigénio no anel aromatico do tipo 6r-azafuranico.
Para numeracdo do anel é dada prioridade ao atomo de oxigénio, permitindo a
existéncia dos isbmeros 1, 2, 3 (38); 1, 2, 4 (39); 1, 2, 5 (40) e 1, 3, 4 (41) como
representado na Figura 10.

@/ﬁz (J A0 (7

41

Figura 10 — Estruturas gerais dos oxadiazois.
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Oxadiazois monossubstituidos 1, 2,3 (42e43);1,2,4 (44 e 45); 1, 2,5 (46) e
1, 3, 4 (47) também podem ser formados quando se tem a substituicdo de um dos
hidrogénios (Figura 11). Existe ainda a possibilidade da formacdo de oxadiazoéis
dissubstituidos 1, 2,3 (48); 1, 2,4 (49);1,2,5(50) e 1, 3,4 (51) (Figura 11).

Pt tts

Figura 11 — Estruturas gerais dos oxadiaz6is mono e dissubstituidos.

Mesmo parecidos estruturalmente com os tetraz6is, os oxadiaz6is nédo
apresentam tantas aplicagOes descritas na literatura. Ainda assim algumas atividades
bioldgicas podem ser citadas para estes compostos. Atividade anti-inflamatoria,
moderada a forte e depressora do sistema nervoso central (SNC) foram observadas para
0s compostos 52, 53a, e 53b dentre os oxadiaz6is descritos por Shoman e colaboradores
(2017) e Ramalingam e colaboradores (1981) (Figura 12).

Cl

52 “\T/k >“\NH2
N—N X
\ N
b T
cl
co

Figura 12 — Oxadiazois com atividade anti-inflamatoria e depressora do SNC.
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Cavusoglu e colaboradores (2018), bem como Mehta e Parekh (1988)
observaram atividades antibacteriana e antifingica para os derivados oxadiazolicos 54 e
55 (Figura 13).



Figura 13 — Oxadiazois antibacteriano e antifl]ngico.

A atividade fungicida foi observada também para os compostos 56-58 (Figura

14) sintetizados por Padmaja e colaboradores (2018) e Giri e colaboradores (1976).
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Figura 14 — Oxadiazdis fungicidas.

Por fim, além das atividades anti-inflamatoria, depressora do SNC,
antibacteriana e antifungica, pode se citar ainda a aplicacdo dos oxadiazdis como
antimalaricos, antineoplasicos (SHAQUIQUZZAMAN et al., 2018), inibidores de
glicosidades (KHAN et al, 2018), anti diabetes (BHUTANI et al, 2018), herbicidas
(GIRI et al.,, 1976) e na &rea da quimica de materiais, na qual os derivados
oxadiazolicos dendriméricos sdo utilizados como emissores de luz em dispositivos
eletroluminescentes (KRAFT, 1997).

Tendo em vista a diversidade de aplicacdes dos tetrazdis e dos oxadiazois, foi
obtida em nosso grupo de pesquisa uma série destes compostos. Para isto, foram
utilizados carboidratos como materiais de partida, uma vez que estes estdo envolvidos
em importantes processos bioldgicos como: comunicagdo, adesdo e reconhecimento
celular. Deve-se ressaltar ainda que os carboidratos sdo importantes precursores
sintéticos e biossintéticos de muitos compostos e apresentam pureza enantiomérica
facilitando a sintese de compostos assimétricos, caracteristica muitas vezes necessaria
para que se tenha uma determinada atividade biol6gica (PEDROSA, 2003).

Inicialmente nossos trabalhos foram inspirados na publicagdo de D’Accorso ¢
Fascio (1995). Estes descrevem a sintese do tetrazol (60, Figura 15) e dos 1, 3,4 e 1, 2,

4 oxadiazois (61 e 63) a partir da D-manonitrila (59) utilizando duas diferentes rotas de
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sintese, uma via azida de amonio e anidrido acético e outra via hidroxiamidina (62).
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Figura 15 — Andlogos tetrazolicos e oxadiazolicos obtidos por D’ Accorso e Fascio.

Em nosso grupo de pesquisa, a sintese de tetrazois e oxadiazois foi iniciada em

1995 por Faraco em sua dissertacdo de mestrado (FARACO, 1997), tendo como base 0s

trabalhos de D’Accorso e Fascio. Estes estudos foram continuados nas teses de

doutorado em 1997 por Klier, em 1999 por Pedrosa e em 2003 por Couri; e nas

dissertagdes de mestrado em 2004 por Santos e 2005 por Viana, e serdo abordados a

seguir em ordem cronoldgica.

Faraco e colaboradores (1999), utilizando da mesma técnica descrita por

D’Accorso e Fascio, sintetizaram 1, 3, 4-oxadiazéis 64 e 65 a partir de seus respectivos

intermediéarios tetrazolicos 66 e 67, estes foram obtidos por intermediarios chave da a-

acetamidonitrila 68, inicialmente obtida a partir da D-galactose por reacdo de protecao,

seguida de reacgOes de oxidag&o, cianoaminacdo e acetilagdo (Figura, 16).
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Figura 16 — Analogos tetrazolicos e oxadiazolicos obtidos por Faraco e colaboradores.



Dando continuidade a este trabalho, Klier e colaboradores (2000) descrevem a
sintese do derivado oxadiazolico 69 (Figura 17) obtido a partir do intermediério
tetrazélico 70, procedente da D-galactonitrila 71. Esta por sua vez foi obtida em trés

etapas (protecao, iodacgdo e substituicdo) a partir da D-galactose.

Figura 17 — Analogos tetrazolicos e oxadiazélico obtidos por Klier e colaboradores.

Ap0s a obtencdo do derivado tetrazolico 70 (Figura 18) Klier obteve dois novos
isbmeros 1,5 e 2,5 tetrazdlicos (72 e 73) respectivamente, estes foram sintetizados por
reacdo de N-alquilacdo do precursor tetrazélico 70 em presenca de carbonato de sodio,

dimetilformamida e de um derivado tosilado de D-galactose (KLIER, 2000).

N

e
\

Figura 18 — Analogos tetrazolicos dissubstiduidos obtidos por Klier e colaboradores.

Pedrosa e colaboradores (2003) sintetizaram oito heterociclos nitrogenados,
sendo dois oxadiazdis, dois tetraz6is monossubstituidos e quatro dissubstituidos. Os
tetrazGis monossubstituidos 75a e 75b (Figura 19, p.11) foram obtidos a partir dos
intermediarios chave 6-cianoglicopiranosideos 76a e 76b em presenca de azida de sédio.

Os tetrazois 1,5 e 2,5 dissubstituidos (77a, 77b e 78a, 78b, respectivamente) foram

obtidos pela N-alquilagdo dos tetrazdis 75a e 75b monossubstituidos com um derivado

10
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glicosidico iodado. Os oxadiazéis foram obtidos pela reacdo dos tetrazdis
monossubstituidos 75a e 75b com anidrido acético.

Os intermediérios chave 76a e 76b foram obtidos em cinco etapas com reacoes
de protecdo das hidroxilas em C-4 e C-6 com acetal benzilidénico, benzilacdo das
hidroxilas em C-2 e C-3, desprotecéo seletiva do acetal em C-6 e iodagdo seguida de

substituicdo em C-6.
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Figura 19 — Anélogos tetrazdlicos e oxadiazolicos obtidos por Pedrosa e colaboradores.

No trabalho de doutorado de Couri e colaboradores (2007) foram sintetizados
uma serie de nove N-1, N-2 e S-5 derivados tetrazolicos (Figura 20). Estes tiveram
como materiais de partida derivados de carboidratos com grupos abandonadores em C-1
e C-4.

Para a obtencdo dos heterociclos mono (80a e 80b) e dissubstituidos (79a, 79b, e
81a) foram utilizadas reacdes de alquilacdo dos tetrazdis comerciais 79, 13 e 81 com o
brometo de 2, 3, 4, 6-tetra-O-acetil-a-D-glicopiranosila (82). Este foi obtido

anteriormente por reacgdes de peracetilagdo e bromacao.
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Figura 20 — Analogos tetrazolicos e oxadiazdlicos obtidos por Couri e colaboradores.
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Para a obtencdo dos heterociclos mono e dissubstituidos (79c, 80c, 80d e 81b)
foram utilizadas reagdes de alquilacdo de tetrazois comerciais 79, 13 ou 81 com o0 2, 3,
6-tri-O-benzil-4-trifluorometanossulfonil- a-D-glicopiranosideo de metila (83). Este foi

obtido previamente por reacGes de protecdo, desprotecao seletiva e sulfonacéo.
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Figura 21 — Analogos tetrazolicos e oxadiazdlicos obtidos por Couri e colaboradores.

A irradiacdo sob microondas foi utilizada para todas as reagdes de alquilacéo e
os resultados foram compardveis a metodologias convencionais, com ganhos
significativos nos tempos de reacdo (COURI, 2007).

Santos e colaboradores (2007) sintetizaram cinco novos derivados tetrazélicos
(79d, 80e, 80f, 809 e 81c, Figura 22), sendo trés mono e dois dissubstituidos. Todos 0s

heterociclos foram obtidos por reacGes de alquilacdo com o derivado dissacarideo 2, 3,
6, 2’, 3, 6’-hexa-O-benzil-4, 4’-ditrifluorometanossulfonil- o, a-trealose (84) e tetrazdis

comerciais (79, 13 ou 81).
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Figura 22 — Analogos tetrazolicos e oxadiazoélicos obtidos por Santos e colaboradores.
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O dissacarideo utilizado como material de partida nas reacfes de substituicao foi
obtido pela seguinte sequéncia de reagdes: protecdo das hidroxilas em C-4 e C-6, na
forma de acetal benzilidénico, benzilagdo das hidroxilas em C-2 e C-3, clivagem
redutiva do acetal benzilidénico em C-4 e sulfonacdo em C-4.

Viana e colaboradores (2008) descrevem a sintese do oxadiazol (85, Figura 23) e

trés tetrazdis (86a, 86b e 86¢) a partir da D-arabinonitrila (87). O intermediério

tetrazolico 86a foi obtido a partir da nitrila em presenca de azida de sodio, e o
intermediario oxadiazdlico 85 pela reacdo do tetrazol 86a com anidrido acético (Figura
23).

A D-arabinonitrila 87 foi obtida em duas etapas a partir da D-arabinose por
reagcOes com hidroxilamina para a obtencdo de uma oxima, seguida da acetilagdo com

anidrido acético para obtencdo do composto protegido.
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Figura 23 — Anélogos tetrazélicos e oxadiazdlicos obtidos por Viana e colaboradores.

Em continuidade a estes trabalhos, nosso grupo de pesquisa prop6s a sintese de
novos tetrazois e oxadiazois a partir de carboidratos. Como até 0 momento ndo haviam
sido descritos na literatura derivados tetrazolicos e oxadiazdlicos da glicosamina (88), e
derivados dissacaridicos ainda apresentavam um grande potencial de exploracéo, a
glicosamina (88) e a trealose (89) foram utilizadas como materiais de partida para a

obtencéo destes novos derivados (Figura 24).
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Figura 24 — Glicosamina (88) e trealose (89).
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A glicosamina, 2-amino-2-desoxi-D-glicose, € um amino monossacarideo
essencial para composicdo de glicosaminoglicanas, quitina (90) e quitosana (91, Figura
25). Glicosaminoglicanas ou mucopolissacarideos sdo grandes cadeias de carboidratos
carregadas negativamente que estdo presentes em secrecfes de mucosas, esqueletos,
tenddes, ligamentos e cartilagens (SILVA, 2006). Um importante membro desta classe é
a heparina (92), utilizada clinicamente desde 1937, um potente anticoagulante e
antitrombotico que foi utilizada como prot6tipo para o desenvolvimento de novos
farmacos como o Fondaparinux (93), Org31550 (94) e Idraparinux (95) (KORT, 2005).
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Figura 25 — Derivados e analogos de aminossacarides.

A quitina (90) é um polimero constituido por unidades de N-acetil-D-
glicosamina. E o segundo polissacarideo mais abundante na natureza depois da celulose
sendo o principal componente do exoesqueleto de crustaceos e insetos; sua presenca
ocorre também em nematoides e parede celular de fungos e leveduras. A quitosana (91)
pode ser obtida a partir da quitina por desacetilacdo parcial com alcalis, podendo

também estar presente em alguns fungos. De acordo com o grau de acetilagdo podem-se
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obter diversas quitosanas variando-se, assim, suas propriedades fisico-quimicas, como
solubilidade, pKa e viscosidade (SILVA, 2006).

A glicosamina foi o primeiro aminossacarideo a ser isolado, esta foi obtida por
Ledderhose em 1878 pela hidrdlise &cida da quitina extraida da carapaca de lagostas.
Em 1922, Irvine e Earl isolaram as formas anoméricas do cloridrato de glicosamina
(FOSTER, 1952).

A glicosamina é amplamente utilizada para aliviar os sintomas da osteoartrite e
possui baixa toxidade com DLso de 8000 mg/Kg. Para suprir a demanda nutricional de
glicosamina normalmente sdo utilizadas a N-acetil-glicosamina, o sulfato de
glicosamina e o cloridrato de glicosamina. Estes podem ser obtidos facilmente pela
hidrélise acida da quitina presente na carapaga de caranguejos (ANDERSON, 2005).

Apds a rapida absorcdo da glicosamina esta é conduzida ativamente para 0 meio
intracelular por transportadores de glicose (Figura 26). Entdo, a glicosamina é
fosforilada por uma hexoquinase (HK) para formar a glicosamina-6-fosfato, esta
também pode ser obtida via endégena pela conversdo da glicose 6-fosfato a frutose-6-
fosfato (Frut-6-P) (ANDERSON, 2005).

Glic-6-P

Glicose \
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T ................... >
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Proteoglicanas

Meio extracelular Meio intracelular

Glicolipideos

Glicoproteinas

Figura 26 — Biossintese de proteoglicanas, glicoproteinas e glicolipideos.
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A Frut-6-P em presenca de glutamina e glicosamina-6-fosfato sintase
(glicosamina:frutose-6-fosfato aminotransferase, GFAT) leva a obtencédo da glicosamina
6-fosfato. Este processo encontra-se em equilibrio e na presenca de glicosamina-6-
fosfato desaminase a glicosamina 6-fosfato pode ser novamente convertida a frutose 6-
fosfato (ANDERSON, 2005).

As proteoglicanas, glicoproteinas e glicolipideos sdo obtidos pela uridina
difosfato N-acetilglicosamina que se encontra em equilibro com a uridina difosfato N-
acetilgalactosamina e para que estas sejam formadas & necessario um intermediario
chave que € a glicosamina 6-fosfato (ANDERSON, 2005).

Um segundo acucar, também estudado neste trabalho é a trealose. Esta é
extensivamente utilizada nas areas alimenticia, de cosméticos e na inddstria medica em
geral e na tecnologia de conservacdo de farmacos e biomateriais (SOARES, 2008).

A trealose é 0 nome geral usado para descrever 0s trés isdmeros possiveis para
os D-glicosil D-glicosideos. Dentre estes a «, a-trealose é o isdmero de maior ocorréncia
natural, os isdmeros «,f-trealose e g, f-trealose foram obtidos sinteticamente e ndo séo
isolados na natureza com frequéncia (RICHARDS, 2002).

Estes aclcares sdao normalmente isolados de algas, bactérias, fungos,
leveduras, insetos, invertebrados e plantas. A ¢, a-trealose foi isolada pela primeira vez
a partir de cravos de centeio por Wiggers em 1832 (ELBEIN, 2003; ELBEIN, 1974).

Derivados de trealose sdo isolados com frequéncia. Um importante exemplo é
o dimicolato de trealose (96, Figura 27), também chamado de fator corda. Este é
responsavel pelo cordeamento de micobactérias. Esta propriedade permite que o fator
corda seja utilizado como protétipo para a sintese de analogos anfipaticos da trealose
que possam ser utilizados no desenvolvimento de novos agentes contra a tuberculose
(TAKAIAMA, 2005).
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Figura 27 — Estrutura do dimicolato de trealose.
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Introducéo

A tuberculose ainda é uma das doencas que estdo a frente das causas de morte
por agentes infecciosos. Um dos desafios apresentados no tratamento desta doenca é a
resisténcia a farmacos utilizados na terapia. A alta lipofilia da parede celular de
micobactérias resulta em uma baixa permeabilidade de agentes e contribui
significativamente para a resisténcia aos farmacos (RYLL, 2001; JACSON, 2006).

Entretanto, Wang e colaboradores (2004) descreveram uma alternativa para o
desenvolvimento de novos agentes contra tuberculose que sejam mais eficazes no
tratamento de micobactérias resistentes. Sabendo que a biossintese do fator corda
(Figura 28) ¢é realizada por proteinas homologas ag85 A, B e C, estas foram utilizadas
como alvos para o desenvolvimento de protétipos mais eficientes no combate de

micobactérias resistentes.

O

acido micdlico (R= estrutura com 60 a 80 4&tomos de carbono)

OH

OH

Figura 28 — Biossintese do Micolato de trealose.

Anélogos de trealose contendo a funcgéo éster com estrutura similar a de acidos
corinomicolicos (C-24 a C-40) e nocardicos (C-40 a C-60) ao invés de acidos micolicos
(C-60 a C-80) sdo encontrados em outros organismos. Estes derivados também tém sido
isolados de micobactérias e tém apresentado interessantes propriedades biologicas
como: agregacdo celular, respostas imunoldgicas e antitumorais. Podem ser citados
como exemplos os derivados de trealose contendo o grupo 6,6’-di-O-hexadecanoato ou
0 2,3-di-O-acil-2’-sulfato contendo o0s grupos hexadecanoila e octadecanoila
concomitantemente. Estes fatores corda tém sido associados a mecanismos de
patogenicidade bacterianas e viruléncias, formacéo de granulomas, inibi¢cdo da migragéo
de leucdcitos, diminuicdo de enzimas microssomais NAD-dependentes e da sintese de

glicogénio, propriedades imunoestimulantes e antitumorais (WANG, 2004).
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Estas atividades biologicas tém chamado a atencdo para a investigacdo de
anélogos da trealose. Alguns dos exemplos de ocorréncia natural descritos na literatura
(Hui & Chang, 2002) encontram-se ilustrados na Figura 29:

NH, OH
o) (@]
HO HoN
HO HO HO HO
OH OH OH OH
O O,
(e]
97 98
OH OH
OH OH
OH OH
O
HO HO 2
H,N
HO
OH NH, OH
99 HO
° 0 OH 100 HN
N OH
_——
OH
HO o) :
HO HO OH
OH $
HO N o WS OH
101 H OH

Figura 29 — Trealosaminas e analogos de ocorréncia natural.

A a,a-trealosamina  (97), isolada de Streptomyces € ativa contra
Mycobacterium tuberculosis. A 4-amino-4-desoxi-a,a-trealose (98) é ativa contra
Escherichia coli e Bacillus subtilis. A 3,3-neotrealosediamina (99), isolada de Bacillus
pumilis, é o primeiro exemplo da familia de trealoses com ligagcdo «, f. Podem ser
citados como exemplos os inibidores de trealase e potenciais agentes antifungicos, a
treazolina (100) isolada de Amycollatopsis trehalostatica e a salbostatina (101) isolada
de Streptomyces albus (Hui & Chang, 2002).

Além dos anélogos de ocorréncia natural, outros de origem sintética tém sido
desenvolvidos com intuito de se avaliar suas atividades bioldgicas. Exemplos incluem a
2,2, 6, 6’-tetraazido-2, 2°, 6, 6’-tetradesoxi-a, a-trealose (102), a 6, 6’-diamino-6, 6’-
didesoxi-o, a-trealose (103), a 3, 3’-diamino-3, 3’-didesoxi-a,a-trealose (104), a 3-
amino-3-desoxi-a, a-trealose (105), a amida (106) e a amino amida (107), que

apresentam atividades antioxidantes e antibacterianas, Figura 30 (WANG, 2004).
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Figura 30 — Anélogos sintéticos de trealose.

O metabolismo da trealose foi esclarecido por Cabib e Leloir, sua biossintese
passa pela reacdo da uridina difosfato D-glicose com a 6-fosfato-D-glicose em presenca
da trealose sintase e ions magnésio. Elbein descreveu posteriormente a sintese da
trealose a partir da guanosina difosfato, porém sem a necessidade de ions magnésio.

Originalmente, a trealose, juntamente com o glicogénio, eram considerados
substancias de reserva energética para a levedura, porém, recentemente, varios autores
sugerem que a trealose possua funcdo de protecdo para a célula de levedura durante
processos de estresse, tais como altas temperaturas, choque osmético, efeitos toxicos do
etanol e desidratacdo, ficando o glicogénio como o principal carboidrato de reserva em
leveduras. Ha também estudos sobre sua acdo como antioxidante (RICHARDS, 2002).

Existem algumas propostas para o0 mecanismo de protecdo: Cerrutti e
colaboradores (2000) propuseram que 0 mecanismo de protecdo tanto de membranas
celulares como de proteinas acontecesse por meio de vitrificagdo. Ha modelos que
explicam o efeito de protecdo da trealose na membrana da célula de levedura durante os
processos de desidratacdo-hidratacdo e congelamento-descongelamento. O modelo mais
aceito é o proposto por Crowe e colaboradores (1984), pelo qual a trealose interage com
0s grupos polares das cadeias fosfolipidicas existentes na membrana. A trealose
substituiria a agua que esta ligada as cabecgas polares dos fosfolipidios quando em
condigdes favoraveis e seria perdida no processo de estresse. Com a ligacao da trealose
a membrana ndo ha alteracdo do espacamento entre os fosfolipidios, evitando assim as

separagdes laterais dos componentes da membrana. Com a substituicdo das moléculas
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de agua pela trealose ndo ha passagem da fase fluida para a fase gel da membrana,
mantendo-se a integridade e a fluidez da membrana, e assim, a viabilidade celular.

Em complementagéo aos estudos anteriores, Pereira e colaboradores (2004) e
Sum e colaboradores (2003), por meio de estudos de dindmica molecular, propuseram
que a interacdo entre a trealose e a membrana fosfolipidica aconteca preferencialmente
por meio de interagdes tipo ligacdo de hidrogénio, que se tornam mais intensas & medida
que o sistema perde agua. Entretanto, ndo se pode precisar ainda ao certo se a trealose
substitui a &gua normalmente presente no organismo em seu estado ndo desidratado, ou
aprisiona esta, impedindo que seja eliminada para o meio durante a desidratacao.

Tendo em vista a aplicabilidade de derivados tetrazélicos e oxadiazolicos, bem
como a importancia de derivados de glicosamina e trealose, o desenvolvimento de
hibridos moleculares que contenham estas subestruturas e possam ter suas atividades
analisadas torna-se estratégico para o entendimento do comportamento biol6gico e para

o0 desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas.
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Obijetivos e plano de sintese

2 Objetivos e planos de sintese

Como exposto anteriormente, ha na literatura inimeros exemplos de substancias
que contém em suas estruturas o anel tetrazolico e seu bioisostero oxadiazol, e que
apresentam importantes atividades bioldgicas.

Avaliando que compostos tetrazolicos e oxadiazdlicos sdo potenciais agentes
bioativos e que os carboidratos sdo interessantes substratos, pois permitem transformacoes
quimio e regiosseletivas de suas hidroxilas, além de serem potenciais agentes bioativos e
de facil obtencdo, foram executados em nosso grupo Varios projetos (p.9). Estes
permitiram o acumulo de conhecimentos na sintese de novos tetrazois e oxadiazois a partir
de carboidratos.

Considerando esta experiéncia, planejou-se no &mbito deste projeto:
1. Asintese dos tetrazéis 108 e 109, derivados da glicosamina (Figura 31)
A sintese dos tetrazdis 118 e 119, derivados da trealose (Figura 32, p. 22)

A sintese dos oxadiazoéis 110 e 111, derivados da glicosamina (Figura 31)

A sintese dos oxadiazois 120 e 121, derivados da trealose (Figura 32, p. 22)

A sintese dos N-alquiltetrazéis 112, 113, 114, 115, 116 e 117, derivados da

glicosamina (Figura 31)

6. A sintese dos N-alquiltetrazdis 122, 123, 124, 125, 126 e 127, derivados da
trealose (Figura 32, p. 22)

ok WD

7. A avaliacdo da atividade antineoplasica dos produtos e intermediarios de

sintese.

NHBz
OCHj

114 R=Bz
115R=H

Figura 31 - Tetrazois, oxadiazdis e N-alquil-tetrazois derivados do sulfato de glicosamina.
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Figura 32 - Tetrazdis, oxadiazois e N-alquil-tetrazdis derivados da trealose.

Além disso, considerando as vantagens da utilizacdo do aguecimento por
microondas para conduzir rea¢Ges organicas, propds-se o desenvolvimento de algumas
reacOes pertinentes em microondas doméstico adaptado, a fim de se comparar a eficiéncia
desta técnica com as convencionais.

O interesse pela sintese de tetrazois e de seus bioisosteros oxadiazdis se deve,
como descrito anteriormente, aos diversos exemplos de substancias que possuem tais
estruturas e que apresentam importantes atividades bioldgicas, além de este ser assunto de
pesquisa do grupo.

O planejamento da sintese destes tetrazois e oxadiazdis foi desenvolvido com base
nos trabalhos relatados por Faraco (1997), Klier (2001) e Pedrosa (2003), que descrevem a
obtencdo de tetrazois 5-monossubstituidos por reacdo de adicdo 1,3-dipolar entre um
cianeto organico e uma azida inorganica, a alquilacdo de tetrazdis em meio béasico para a
obtencdo de tetrazois dissubstituidos e a reacdo de tetrazois 5-monossubstituidos com
anidridos para a sintese de 1, 3, 4 oxadiazois.

Assim, levando em consideracdo a utilizagdo frequente destas reacGes foi
considerada a retrossintese apresentada na Figura 33, p.23 como sendo adequada para se

planejar a obtencdo de todos os compostos desejados.
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Figura 33 - Retrossintese dos tetrazéis, N-alquil-tetrazéis e oxadiazdis.

Levando-se em conta a analise da retrossintese, foram propostas duas rotas de
sintese para os tetrazois, oxadiazois e N-alquiltetrazéis, derivados da glicosamina e da
trealose.

Primeiramente, na rota de sintese envolvendo a glicosamina (Figura 34, p.24), o
tetrazol 108 seria obtido por reacdo da nitrila 133 com azida de sddio em presenca de
cloreto de amoénio, usando-se dimetilformamida como solvente (D’ACCORSO & THIEL,
1993). A sintese da nitrila 133 envolveria cinco etapas. A primeira consistiria na
transformacéo quimiosseletiva do grupo amino da D-glicosamina na amida 129 (Figura 34,
p.24). Para tal, seria necessario inicialmente obter-se a glicosamina livre atraves da reagdo
do sulfato de D-glicosamina (128) com hidrogenocarbonato de sédio e em seguida fazer
reacdo da mesma com cloreto de benzoila (BADARO, 1997). Na segunda etapa da rota de
sintese seria feita a protecdo quimiosseletiva da hidroxila anomérica, o que levaria ao
intermediario 130. Em seguida este conduziria ao derivado iodado 131 por reacao
regiosseletiva com iodo, trifenilfosfina e imidazol (GAREGG & SAMUELSSON, 1980).
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Subsequente benzoilacdo das hidroxilas livres em C-3 e C-4 com cloreto de benzoila e
piridina (BADARO, 1997), levaria & obtencdo do derivado 132. Finalmente, a nitrila 133
seria obtida utilizando-se cianeto de potassio em dimetilformamida (SUGIHARA et al.,
1963).

O oxadiazol 110 seria obtido por reacdo do derivado tetrazélico 108 com anidrido
acético e piridina (D’ACCORSO & FASCIO, 1995).

Os heterociclos benzoilados 108 e 110 seriam submetidos a reacdo com hidrdxido
de sodio em metanol para conduzir aos heterociclos hidroxilados 109 e 111,
respectivamente (MASHIMO & SATO, 1970).

OH OH OH
0 1)i ¢} iii o]
HO —— HO —» HO
HO oH so.z 2)ii HO HO
NH,* o NHBz ~ OH NHBz
3 2 OCHg
128 129 130
\%
CN |
e} 0 e}
BzO vi BzO \ HO
BzO ~—— B0 ~— HO
NHBz NHBz NHBz
OCH; OCH;g OCH;g
133 132 131
\ vii
/Nk,r /N\l/CHa
N N
>/NH viii >/O
—_—
o) 0
BzO BzO
BzO BzO
NHBz NHBz
OCHs OCHj3
108 110
\ix iX
/N§,i, /NQ(CHQ
N N
>/NH >/°
e} o)
HO HO
HO HO
NHBzZ| NHBzZ
OCHj3 OCH,4
109 11

Reagentes: i) NaHCOs, H20, t.a.; ii) PhCOCI, acetona, t.a.; iii) resina/H*, MeOH, refluxo; iv) 12/PPhs/Imidazol, HsC-CN,
refluxo; v) PhCOCI, piridina; vi) KCN, DMF, t.a.; vii) NaN3/NH4Cl, DMF, 95 °C; viii) Ac20, piridina, 110 °C; ix)
NaOH /MeOH, t.a.

Figura 34 - Esquema para a obtencao de tetrazois e oxadiazois a partir do sulfato de

glicosamina.
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Uma vez obtido o tetrazol 108, este seria submetido a reacdo de alquilacdo (Figura

35), utilizando-se haletos de glicosideos ou de benzila em presenca de carbonato de
potassio, para levar aos tetrazois 112, 114 e 116 (HARFENIST et al., 1996). Os tetrazois
dialquilados 112, 114 e 116 seriam desbenzoilados resultando nos respectivos tetrazois
dialquilados desprotegidos 113, 115 e 117 (MASHIMO & SATO, 1970).

|
(0]
BzO
BzO
NHBZ

OCH,

L

C0
N
N
O
BzO Br
BzO ' >
NHBz |
OCH;
108

Reagentes: i) K2COs, acetona, 70 °C; ii) NaOH, MeOH, t.a.

Figura 35 - Esquema para a obtencéo de N-alquil-tetrazois a partir do tetrazol 108.

Na rota de sintese envolvendo a trealose (Figura 36, p.26), o tetrazol 118 seria
obtido por reacdo da nitrila 136 com azida de sodio em presenca de cloreto de amdnio,
usando-se dimetilformamida como solvente (D’ACCORSO & THIEL, 1993). A sintese da
nitrila 136 envolveria trés etapas. A primeira consistiria na transformacéo da trealose (89)

no derivado iodado 134, por reacdo regiosseletiva com iodo, trifenilfosfina e imidazol
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(GAREGG & SAMUELSSON, 1980). Subsequente benzoilagdo das hidroxilas livres em
C-2, C-3 e C-4 (BADARO, 1997), com cloreto de benzoila e piridina, levaria & obtengéo
do derivado 135. Na terceira etapa de sintese seria obtida a nitrila 136, utilizando-se
cianeto de potassio e dimetilformamida (SUGIHARA et al., 1963).

O oxadiazol 120 seria obtido por reacdo do derivado tetrazélico 118 com anidrido
acético e piridina (D’ACCORSO & FASCIO, 1995).

Os heterociclos benzoilados 118 e 120 seriam submetidos a reacdo com hidrdxido
de sédio em metanol para conduzir aos respectivos heterociclos hidroxilados 119 e 121,
respectivamente (MASHIMO & SATO, 1970).

OBz

OBz

HO 121 HO 119

Reagentes: i) 12/PPha/Imidazol, HsC-CN, refluxo; ii) PhCOCI/piridina, t.a.; iii) KCN, DMF, t.a.; iv) NaNs/NH4CIl, DMF,
95 °C; v) Ac20, piridina, 110 °C; vi) NaOH, MeOH, t.a.

Figura 36 - Esquema para obtencéo de tetrazdis e oxadiazois a partir da trealose.

Uma vez obtido o tetrazol 118, este seria submetido a reacdo de alquilagdo (Figura
37, p.27), utilizando-se haletos de glicosideos ou de benzila em presenca de carbonato de
potassio, 0 que conduziria aos tetrazois 122, 124 e 126 (HARFENIST et al., 1996). Os
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tetrazdis dialquilados 122, 124 e 126 seriam desbenzoilados resultando nos respectivos
tetrazois dialquilados 123, 125, e 127 (MASHIMO & SATO, 1970).

N=—N
/ \
"N

BzO
BzO

0 0
RO RO
RO RO
NH OR
Bz ocH;, OCHjz

Reagentes: i) K2COs, acetona, 70 °C; ii) NaOH, MeOH, t.a.

Figura 37 - Esquema para a obtencdo de N-alquiltetrazdis a partir da trealose.
Apos serem efetuadas as rotas de sintese utilizando-se métodos convencionais,

algumas etapas seriam também desenvolvidas em forno de microondas caseiro adaptado, a

fim de se comparar a eficiéncia desta técnica com as convencionais.
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3 Discusséo das reacoes

Como descrito no planejamento, foram propostas duas sequéncias de sintese a fim
de se obterem compostos tetrazolicos e oxadiazdlicos: uma a partir do sulfato de

glicosamina (p. 24 e 25) e outra a partir da trealose desidratada (p. 26 e 27).

3.1  Discussdo da rota de sintese de obtencéo de tetrazois e oxadiazoéis a partir do
sulfato de glicosamina

A primeira etapa de sintese consistiu na protecdo da amina em C-2 da glicosamina
(128) na forma de benzamido (129, Figura 38).

OH OH
1) NaHCO3 , H,0
o 2) BzCl, Acetona 0
HO o7 ——— > 2 Ho 2
HO 70% HO
OH
NH; ort NHBz
128+ 2 129

Figura 38 - Obtencéo de 129.

O grupo amino deve ser inicalmente liberado de sua forma de sulfato. Tendo em
vista o fato de que o grupo amino uma vez liberado, poderia sofrer reacdes de oxidacdo e
proporcionar reagdes de substituicdo, este foi submetido a uma reacdo de benzoilacdo. A
reacdo ocorreu com a adicdo do sulfato de glicosamina (128) a uma solucdo aquosa de
hidrogenocarbonato de sodio. Logo ap6s cessado o desprendimento de CO, foram
adicionados dois equivalentes de cloreto de benzoila solubilizados em acetona. Este
procedimento, adaptado da técnica descrita por Badard (1997), resultou em uma mistura
dos andémeros 129« e 1295 com 70 % de rendimento em uma proporgéo de 2:1 do andmero
1294/129p.

A segunda etapa de sintese consistiu na obtengdo do glicosideo de metila 130 a

partir da glicosamina benzoilada (129, Figura 39).

OH OH

HO Res. IRA 120, MeOH HO
HO » HO

NHBz 60% NHBz
OCHj

=
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=
(¥]

Figura 39 - Obtencéo de 130.
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A protecdo da hidroxila anomérica em sintese envolvendo agucares é uma etapa
imprescindivel devido a sua extrema reatividade, uma vez que o carbono anomérico é
aldeidico ou cetdnico em sua forma aberta. Para a N-benzoilglicosamina (129) esta
interconversdo do carbono aldeidico pode ser observada, quando em solucdo, sob sete
formas, sendo uma aberta e seis ciclicas (Figura 40) (HORTON, 2011).

OH

HO
HO

NHBz
129¢-piranose "

‘\\\H
HO

HO

HO
NHBz H—————NHBz OH
OH NHBz
a-septanose HO———H
a-furanose
HO

HO

HO OH
NHBz

p-furanose f-septanose

(0]
HO
HO OH

NHBz

129 -piranose

Figura 40 - Interconversdes entre os isbmeros da N-benzoilglicosamina (129).

Desta maneira, a conversao da benzamida 129 no glicopiranosideo de metila, com
0 objetivo de se proteger o centro anomérico, foi efetuada por meio de sua reacdo com
metanol anidro na presenca de resina de troca ionica, amberlite IRA 120 (forma acida)
(SOUZA FILHO, 1985). O desenvolvimento da reacdo foi acompanhado por CCD, que
indicou a formacdo de dois produtos com fatores de retencdo (Rf) muito proximos. Com o
passar do tempo foi observado que o material de partida havia sido consumido e que 0
produto de Rf menor se convertia no produto de Rf maior. Este intermediario que
apresenta Rf menor em CCD é o produto cinético (130p5). Segundo o mecanismo

apresentado na Figura 41, percebe-se que o ataque do metanol, em C-1 de 129.3, seria mais
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favorecido pelo lado superior, levando ao produto da série S (1304) menos impedido
estericamente (SOUZA FILHO, 1985).
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o : e an
HO HO 0
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HO HO BzHN
NHBz NHBz
130¢  ocHs 130s 129.3
CH30H
Produto termodinamico Produto cinético t Lado mais impedido

Figura 41 - Mecanismo da reacdo de glicosilacéo.

Porém, este ndo é o produto de maior estabilidade termodinamica, e, por um
processo de interconversdo, ha formacdo do produto da série «. Este processo de
interconversdo é conhecido como anomerizacdo (COLLINS & FERRIER, 1995).

A anomerizagéo do isémero S para 0 ¢, 0 produto termodinamico (com Rf maior),
é devida ao denominado efeito anomérico, explicado por dois fatores: interacdes polares e
interacdes entre orbitais HOMO e LUMO (FLEMING, 2010; EL KHADEM, 2012).

As interacOes polares sdo provenientes da ligacdo de um elemento eletronegativo
na posicdo anomérica e dos pares de elétrons ndo ligantes do oxigénio (FLEMING, 2010;
EL KHADEM, 2012). Estas interacGes podem ser bem observadas pelas projecbes de
Newman quando a metoxila se encontra em equatorial (Figura 42, A) e quando esta se
encontra em axial (Figura 42, B). No primeiro caso é observada uma menor estabilidade
termodindmica, pois as interacGes polares apresentam a mesma direcdo enquanto no

segundo caso as interacOes polares apresentam diregdes opostas.

i 4
. _ OH O/”

.
.

Figura 42 - Interacdes polares entre pares de elétrons ndo ligantes do oxigénio e

heterodtomo na posi¢do anomérica.

30



Com relagéo aos orbitais HOMO-LUMO, para 130«¢, encontra-se representada a
interacdo entre o orbital HOMO, localizado sobre oxigénio do anel, com o orbital LUMO,
localizado em C-1 (Figura 43). Para 1304, encontra-se representada a interacdo entre o
orbital HOMO, localizado sobre oxigénio do anel, com o orbital LUMO, localizado em C-
1. Quando comparadas as interagbes HOMO-LUMO para os andmeros 130a e 1305 a
primeira € muito mais efetiva, pois seus orbitais sdo mais proximos em energia
(FLEMING, 2010; EL KHADEM, 2012).

OH @ HOMO
\

O \
o LUMO
HO H
NH
1304 BZ OcH, 1308 BZn

Figura 43 - Interagdes entre os orbitais HOMO e LUMO dos andmeros a e S.

Deste modo, o posicionamento da metoxila em axial resultara em um produto de
maior estabilidade termodinamica. Este efeito ainda é bem maior em haletos de glicosila e
sua intensidade compensa o impedimento estérico gerado por grupos volumosos em
posicao axial (FLEMING, 2010; EL KHADEM, 2012).

A terceira etapa de sintese (Figura 44) consistiu na tentativa de iodacdo em C-6 do
glicosideo de metila (130) a fim de se obter um intermediario com um bom grupo

abandonador e que pudesse ser substituido por cianeto em etapas posteriores.

O, Ip, PPhg Imidazol, CHsCN o)
HO HO
HO —X—> o
NH NH
130 131
== Bz OCHs Refluxo Bz OCHs

Figura 44 - Proposta para obtengéo de 131.

Para a sintese de 131 foi utilizada uma metodologia adaptada da descrita por
Garegg e Samuelsson (1980). Foram utilizados como reagentes trifenilfosfina, imidazol e
iodo, e como solvente, acetonitrila, sob refluxo.

Garegg e Samuelsson (1980) relatam que na auséncia de imidazol, a trifenilfosfina

e 0 iodo formam um aduto que é insolivel e que, portanto, ndo contribui para o

31



Discusséao das reacoes

desenvolvimento da reacdo. JA& com a adicdo do imidazol, forma-se um complexo
parcialmente sollvel, o qual rapidamente reage com o alcool. O mecanismo proposto por

Garegg e Samuelsson (1980) esta apresentado na Figura 45.

H
Ij-N R=
9
N/ 0
/\v /\ N HO
’ 4 N=\ + HO
PhsP! + |——| =—=pPhp—I.I g/N—PPhs-l' NH
A

all

Figura 45 - Mecanismo proposto para a obtencdo de 131.

Da reacdo de 130 com iodo, trifenilfosfina e imidazol foi isolado apenas o produto
137 com 30% de rendimento, cujos espectros de RMN de H e *C, COSY, DEPT135,
HSQC e HMBC (p.53-56) demonstram ndo se tratar do produto desejado 131 e sim do 1,6-
anidro-2-benzamido-2-desoxi-4-D-glicopiranose (137). E possivel que 137 tenha sido
formado pelo mecanismo apresentado na Figura 46. Esta proposta de mecanismo €

fundamentada por Konstas e colaboradores (1959) e Kadokawa e colaboradores (1997).

HO
HO

HO

Figura 46 - Proposta de mecanismo para a obtengédo de 137.
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Como néo foi possivel obter o derivado 131 resolveu-se ndo investir nesta rota.
Planejou-se, entdo, sintetizar o derivado 6-O-tosilado 138 (Figura 47), que também

conduziria a nitrila desejada 133 (Figura 34, p.24).

OH OTs
o o)
HO HO
HO — » HO
NH NH
130 Bz
=9Y Bz OCH; 138 OCHj

Figura 47 - Obtencdo do éster sulfénico 138.

Esteres de &cidos sulfonicos, particularmente os é&cidos p-toluenossulfonicos e
metanossulfonicos, estdo entre os grupos funcionais mais comuns na quimica de
carboidratos. Sdo freqlientemente usados ndo s6 como grupos protetores mas também
como grupos abandonadores em reacfes de substituicdo ou eliminacdo. Estes ésteres sdo
facilmente formados além de serem estaveis sob uma variedade de condigdes (BINKLEY,
1988; YIN, 2018).

Para obtencdo do intermediario tosilado 138, foi adicionada uma solucdo do
glicosideo de metila (130) em piridina a uma solugdo contendo 5 equivalentes de cloreto de
tosila em piridina, sob temperatura ambiente. A piridina utilizada serve como solvente e
também como base para neutralizar o acido formado na reacdo. (BINKLEY, 1988; YIN,
2018).

O excesso de cloreto de tosila pode ser utilizado sabendo-se que grupos hidroxila
primarios sdo esterificados mais rapidamente que os grupos secundarios (BINKLEY, 1988;
ZHAO, 2014). Assim, foi tosilada regiosseletivamente a hidroxila primaria em detrimento
das hidroxilas secundarias, conduzindo ao composto 138 com 76 % de rendimento.

Para se obter o tetrazol 109 (Figura 48, p.34) a partir de uma nitrila precursora
poder-se-iam seguir duas seqiiéncias de sintese: a substituicdo direta do grupo tosiloxila
por cianeto a partir do intermediario 6-O-tosilado 138 (Rota A), ou a substitui¢cdo do grupo

tosiloxila por cianeto a partir do intermediario 6-O-tosilado protegido 140 (Rota B).
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N—N
N /0
Il N
OTs C
o) Q 0
HO Rota A HO HO
HO - HO - HO
NH NH NH
138 BZ ocH, 139a Bz ocH, 109 BZ OcH,
N—N
Rota B N / \
Il N
OTs c
o) 0 Q
BzO — . B — . B
BzO BzO BzO
NH NH NH
140 BZ OcH, 133 Bz OcH, 108 Bz OcH;,

Figura 48 - Sequéncias para a obtengéo do tetrazol 109.

Na primeira sequéncia (138, 139a e 109, Figura 48) seria obtido o tetrazol 109

diretamente sem etapas de protecdo e desprotecdo, o que poderia resultar em um ganho no
rendimento global, economia de reagentes, elaboracdo de reacdo e tempo, mas com
possibilidade de formacgdo do composto 3,6-anidro 139b (WALKER et al., 1974).

Na segunda sequiéncia (138, 140, 133, 108 e 109) seria obtido o tetrazol protegido

108, um produto menos polar, conseqlientemente mais facil de ser purificado e interessante
para etapas posteriores de N-alquilacdes, porém com duas etapas de sintese a mais.

Desta maneira, optou-se por realizar primeiro o caminho mais curto. Para a
obtencédo de 139a adicionou-se o intermediério 138 a uma suspensao de cianeto de potassio
em DMF. Néo sendo obtido o produto desejado em 24h, foi adicionado éter 18-coroa-6.
N&o tendo sido obtido o produto novamente, o material de partida foi adicionado a uma
solugdo de cianeto de potassio em metanol anidro a temperatura ambiente conduzindo
desta vez a formacédo de um produto (SUGIHARA, 1963; BEHRENS,1985).

Nos espectros de RMN de 'H e RMN de *3C, juntamente com os mapas de
contornos COSY, HMQC e HMBC, do Unico produto isolado da reacdo foram observados
sinais condizentes com os da substancia 139b, formada por substituicdo nucleofilica
interna referente ao ataque do oxigénio da hidroxila em C-3 ao carbono C-6 (Figura 49).

Desta maneira concluiu-se que realmente seria importante a presenca de grupos
protetores nas hidroxilas 3 e 4 a fim de se evitar a formagdo do composto 3,6-anidro 139b.
Sendo assim, optou-se pela protecdo destas hidroxilas com o grupo benzoila resistente as

condicdes de reacdo das etapas posteriores (GRENNE, 1991).
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KCN, MeOH
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N
139 B

Figura 49 - Mecanismo de formacéo de 139b.

Para a obencédo de 140 (Figura 50) utilizou-se uma solugdo contendo excesso de

cloreto de benzoila em piridina, na qual foi adicionado o intermediario tosilado 138

dissolvido em piridina. Este procedimento resultou no intermediario di-O-benzoilado 140

com 90 % de rendimento.

OTs

HO
HO

[y
(e¢]

OTs

BzO
BzO

BzCl

Piridina NH

140 Bz

OCHj3

Figura 50 - Obtencdo de 140.

A seguir, dando continuidade a Rota B de sintese (Figura 48, p. 34) para a

obtencdo de 133, adicionou-se 140 a uma suspensdo de cianeto de potassio em DMF. Néo

sendo observado o andamento da reacdo, foi adicionado éter 18-coroa-6. N&o sendo

observado novamente o andamento da reacdo o material de partida foi solubilizado em

DMF e adicionado a uma solucdo de cianeto de potassio em metanol anidro (SUGIHARA,

1963; BEHRENS, 1985). Este procedimento resultou em uma mistura complexa. Por RMN

de 3C pode ser percebido a presenca da nitrila como produto minoritario, porém sem a

presenca dos grupos protetores benzoila (Figura 51). Tendo em vista a instabilidade dos

grupos benzoila frente as condigdes de reacdo empregadas e o baixo rendimento do

produto formado, possivelmente em fungdo de reacOes paralelas de transesterificacdo,

resolveu-se ndo investir nesta estratégia de sintese.

35



Discusséao das reacoes

N
oTs Il
C
0
BzO - . 0
BzO HO
NH HO
140 Bz ocH, 1302 NH
= Bzocw,

Figura 51 - Obtencéo de 139a.

Considerando o insucesso de 140 como intermediario para a obtengdo de 109 e a
necessidade de se trabalhar com uma molécula protegida, desenvolveu-se um estudo para
avaliar a eficacia do grupo benzila como protetor das hidroxilas 3 e 4. Esta escolha se
deveu a facilidade de introducdo deste grupo, a estabilidade do mesmo em condic¢des
acidas ou bésicas e também por ser facilmente removivel (BINKLEY, 1988).

Levando-se em consideracdo a possibilidade de formagdo do composto 3,6-anidro
139b foi escolhida uma alternativa de alquilacdo mais branda das hidroxilas 3 e 4 em
detrimento de métodos classicos de alquilacdo que utilizam hidreto de s6dio como base
(BERNOTAS, 1990). Desta maneira, esta reacdo foi realizada envolvendo catélise de
transferéncia de fase (PIETRASKIEWICZ & JURCZAK, 1984; CHATTOPADHYAY et
al., 1997). O intermediario tosilado 138 foi solubilizado em diclorometano e foram
adicionados brometo de tetrabutilaménio como transferidor de fase, solugdo de hidréxido
de sddio 50 % m/v como base e por fim brometo de benzila como o agente alquilante.

Neste tipo de reacdo, ocorrem conversdes entre espécies quimicas situadas em
diferentes fases (organica e aquosa) na presenca de um agente transferidor ou catalisador,
cuja funcao é transferir os anions do sal reagente ao meio organico, na forma de par iénico
(LUCCHESE & MARZORATI, 2000). Se um solvente protico € utilizado, a reacdo pode
se tornar lenta devido a extensiva solvatacdo do anion. Além disso, é ideal que o solvente
organico seja imiscivel em agua, para que ndo ocorra excessiva hidratacdo do par iénico.
Um fator determinante desta reacéo € a agitacao vigorosa, pois é deste modo que se obtém
um maior contato entre as fases organica e aquosa (DEHMLOW & DEHMLOW,1993).

A reacdo envolve primeiramente os seguintes equilibrios (DEHMLOW &
DEHMLOW,1993):

Na“OH + ROH
ROH,
[n-BuyN*Brorg + RO'Na™,

RO'Na* + Hzo
ROHgg
[N-BuyN*RO ], + Na™Bry,

Al

Adicionalmente, os seguintes equilibrios também sdo importantes:
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[N-BuyN*Br]og + Na™OHy,

' [n-BuyN*"OH] g + Na*Bry,
[n-BusN*"OH]yrg + ROHorg

[N-BusN*"OR] gy + H,0

a

Finalmente, a reagdo do éter ocorre irreversivelmente:

[n-BuyN""OR],q + BnBr == [n-BuyN"BrJy, + ROBn

Este método tem também como vantagens ndo envolver o uso de solventes anidros
e uma elaboracdo bem mais facil do que aquelas envolvidas em métodos classicos de
benzilacdo, e de acordo com o esperado foram obtidos os intermediarios 141a e 141b com
43 e 37 % de rendimento, respectivamente (Figura 52, p.37).

Partindo do principio que em meios fortemente béasicos é favorecida a formagéo
de 141b foi utilizada uma solucdo de hidroxido de sédio 25% m/v com o intuito de se
otimizar o rendimento obtido para 141a. Este procedimento resultou em um aumento do
rendimento de 141a para 50%. Menores concentra¢Bes para solugdo de hidroxido de sddio
também foram estudadas, porém, ndo foi observado o aumento do rendimento e sim, um

maior tempo de reacao.

OTs CH,Cl, OTs .
° NaOH,q -0
HO TBAB Q OCHs
n
NH NH 141b
138 Bzoch, 1dla  Bzoch, BnO NH

Figura 52 - Obtencdo de 141a e 141b.

Tendo agora o intermediario 141a contendo um bom grupo abandonador e as
hidroxilas 3 e 4 protegidas poder-se-ia dar continuidade a sequéncia de sintese.

Assim, efetuou-se em seguida uma substituicdo nucleofilica bimolecular no
carbono C-6. Esta reacdo foi realizada segundo a metodologia descrita por Reed e
colaboradores (1994), utilizando-se uma solucdo do intermediario 141a em THF, na qual

foram adicionados éter 18-coroa-6 e cianeto de potassio.

TsO NC
KCN
[e) Eter 18-coroa-6 0
BnO THF BnO
BnO BnO
NHBz 142 NHBz
1ila OCHs e OCHs

Figura 53 - Obtencéo de 142.
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Nesta reacdo o cianeto de potassio encontra-se insollvel, promovendo com a
solucdo de 141a em THF uma mistura bifasica, para a qual é imprescindivel uma agitacdo
vigorosa. Da reacdo foi isolado o produto desejado 2-benzamido-3,4-di-O-benzil-2-desoxi-
a-D-glico-heptapiranosidurononitrila de metila (142) com 52 % de rendimento.

Neste ponto do trabalho, optou-se por interromper esta rota de sintese e obter
outros derivados de tetrazlis e oxadiazlis (Figura 54), diferentes daqueles da proposta
original (Figura 54), a partir do composto tosilado 141la por meio de reacdes de
substituicdo nucleofilica. Esta decisdo foi tomada considerando a facilidade de obtencgéo de
heterociclos inéditos a partir da disponibilidade de tetrazdis e oxadiazdis comerciais.
(COURI, 2007).

p=n
N NH
TsO NC N
o) 12 etapa o 2%etapa o 3etapa
BnO —> BnO ——> BnO
BnO BnO BnO
141a NHBZOCH3 142 NHBzOcH3 Tetrazol NHBzOCH3 Tetra_zé[s NHBZ!
substituidos
OCH;3
Tetrazoéis substituidos
32 etapa
12 etapa
OCHj3
_N
)N@
X
s R
Tio tetrazol (X,Y = N e R= 1-fenil)
12 etapa o) Oxadiazoéis (X = O, Y = C e R= 2-fenil ou 2-piridil)
‘———— » BnO
BnO
NHBz
OCH;3

Figura 54 — Comparacéo entre 0 nimero de etapas das rotas para obtengédo dos tetrazois e

1, 3, 4-oxadiazois.

Deste modo foram propostas reacfes de substituicdo utilizando o composto
tosilado 141a como agente alquilante e, como nucledfilos, os tetrazois e oxadiazois
comerciais 1H-tetrazol, 1H-5-feniltetrazol, 1H-fenil-5-tiotetrazol, 5-fenil-1, 3, 4-oxadiazol-
2-tiol e 5-(4-piridil)-1, 3, 4-oxadiazol-2-tiol.
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Figura 55 - Obtencdo dos tetrazois e 1, 3, 4-oxadiazois 143.

A N-alquila¢&o é um dos métodos mais utilizados na obtencédo de tetraz6is mono e
dissubstituidos (KOLDOBSKII; OSTROVSKII, 1994; HARFENIST et al., 1996), sendo
que a alquilacdo dos tetrazdis nas posicdes 1 e 2 é possivel devido a existéncia de
tautomerismo no anel tetrazolico (Figura 2, p.2), o que torna estas posi¢6es potencialmente
nucleofilicas. Além disto, o hidrogénio tetrazolico é relativamente acido, tendo em vista
que seu pKa € em torno de 5 (CATALAN et al., 1987). Essas reacdes ocorrem, geralmente,
de forma répida, porém, os regioisdbmeros possuem Rf muito semelhantes, e a separacéo
destes faz com que a N-alquilacdo de tetrazois se torne um método trabalhoso
(KOLDOBSKII; OSTROVSKII, 1994).

A reacdo de obtencdo dos tetrazois monossubstituidos (144a e 144b) e 2,5-
dissubstituido (145) inéditos (Figura 56), foi adaptada da técnica descrita por PEDROSA e
colaboradores (2003). Nestas reacdes foram utilizados como nucledfilos os tetrazois
comerciais 1H-tetrazol (13) ou 1H-5-feniltetrazol (79) e como agente alquilante o
composto 141a. A reacdo foi realizada na presenca de carbonato de potéssio como base
para abstragdo do hidrogénio &cido e a acetona como solvente (Figura 56).

Frente aos resultados positivos obtidos por nosso grupo de pesquisa ao utilizar
irradiagdo de microondas em reagdes organicas, estas reagdes foram realizadas sob refluxo
em um forno de microondas domeéstico adaptado. Os experimentos realizados utilizando
microondas tém apresentado significativa redugdo do tempo de reagédo e algumas vezes até
melhoria dos rendimentos quando comparados ao aquecimento convencional (COURI,
2007a; COURI, 2007b; GORECI, 2016; KAUR, 2017). Porém, para obtermos os mesmos
resultados que os de refluxo convencional por uma noite, foram necessarias entre 2 ou 3

horas de aquecimento por microondas.
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OTs N—N N
) K ) VARY
N SN S
BnO ° 13= W N +
BnO N/ 7 o) o]
BnO BnO
NHBZ BnO BnO
141a
ocH, K2COj3 acetona, refluxo NHBz
3 144a ( 10%) 144b (65%)

OCH; OCH;,
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Figura 56 - Obtencdo dos N-alquil-tetrazéis 144a 144b e 145.

De um modo geral, a formacdo de produtos alquilados na posicdo N-1 é
favorecida por grupos doadores de elétrons no carbono tetrazolico, enquanto grupos
retiradores favorecem a alquilagdo na posicdo N-2 (BRIGAS, 2004; KOLDOBSKII;
OSTROVSKII, 1994). Isto esta de acordo com o observado experimentalmente, uma vez
que, na alquilacdo do 1H-5-feniltetrazol (79), ndo se detectou o isdmero 1,5-dissubstituido,
apenas o isdbmero inédito 2,5-dissubstituido 145.

Utilizando-se ainda a adaptacdo da metodologia descrita por PEDROSA e
colaboradores (2003), realizou-se a sintese de novos derivados tetrazolicos e oxadiazolicos
pela S-alquilagéo de tetrazois e oxadiazdis comerciais (Figura 57). Foram utilizados como
nucleofilos os heterociclos 1H-fenil-5-tiotetrazol (81), 5-fenil-1, 3, 4-oxadiazol-2-tiol (146)
e 5-(4’-piridil)-1, 3, 4-oxadiazol-2-tiol (147), e como agente alquilante a tosila 141a. Assim
como descrito por Couri (2007) e Santos (2007), nestas etapas ndo foram observados

outros produtos de substituicdo que ndo os de S-alquilacao.

OTs "s Q /<:\N
w

BnO N 2 N BnO

N BnO

=== B
ZOCH3 K,CO3 acetona, refluxo  14g (83%) "an
3

o | S N/N\ o
HSX?/Q/ i /“\O>‘©x

146X=CH

- BnO
14N BnO:

K,CO5 acetona, refluxo NH
' 149 X= CH (87%) Bz
150X= N (80%) OCHs

Figura 57 - Obtencéo dos S-alquil-tetrazois e oxadiazois 148, 149 e 150.
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Nesta primeira parte do trabalho foram obtidas dezessete substancias, dentre estas,

cinco sdo conhecidas (129¢, 1294, 130, 138, e 140) e as demais inéditas, sendo que cinco

heterociclos foram obtidos por reagdes de N e S-alquila¢Ges (Figura 58).

OH OH o) OTs CN
S o] Oi e} o]
HO HO o HO HO
HO HO HO
NH on NH NH NH
129 e 129 B B 139a B
1298 g 13 B2 Gon, o BTl 138 2 OcH, 2 OcH,
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o OCHj Q 0 o OCHj o
BzO BnO
BzO BnO Bno
BnO
o 139D gy By 141 By b NH
a BnO 141 NH
OCH, OCH. 141b 142
Bz 140 3 3 Bz d4c Bz OCH;4
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~
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N \N —
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SN S’
Q Q
BnO BnO BnO
BnO BnO BnO
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l44aelddb Bz ooy 145 Z OCHs 148 BZ ocH, 149 BZ och, B OCH,

Figura 58 — Substancias sintetizadas na rota do sufato de gllcosamina.

3.2 Discussdo da rota de sintese para obtencéo de tetrazois e oxadiazois a partir
da trealose desidratada

Na segunda rota de sintese, o trabalho original (Figura 36, p.26) propunha uma
sequéncia envolvendo a iodacdo de C-6 seguida da benzoilacdo das hidroxilas em C-2, C-3

e C-4 a partir da trealose desidratada (Figura 59).

OH | |
o}
HO HO 2 BzO ©
HO e HO —_— BzO
OH OH OBz
o} o]
89 2 © 2

13 2 135

Figura 59 — Proposta inicial para a rota envolvendo a trealose.

Porém, como foi visto anteriormente para a rota do sulfato de glicosamina que 0s
grupos benzoila se mostraram instaveis em etapas posteriores de substitui¢fes, esta
sequiéncia ndo foi realizada. Da mesma forma que foi feito na rota do sulfato de
glicosamina, trocou-se 0 grupo protetor benzoila pelo grupo benzila, por este ser mais

resistente tanto em meio &cido quanto basico. Assim, uma segunda proposta consistia na
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obtengdo do intermediario 2, 2°, 3, 3°, 4, 4’-hexa-O-benzilado a partir da trealose
desidratada (Figura 60). Esta nova rota consistiria na protecéo prévia das hidroxilas em C-
4, e C-6 e C-4’, e C-6’ na forma de acetal benzilidénico, seguida da benzilacdo das
hidroxilas em C-2, 2’ e C-3, 3’ e posterior desprotecdo regiosseletiva da hidroxilaem C-6 e
C-6’ (Figura 37).

O

[ :] : o
[e]

B — HO

OH f6) OH

OH

0]

BnO BnO

OBn (o) OBn o
153 2 152 2

Figura 60 — Segunda proposta para rota de sintese de derivados da trealose.

Porém, a formacdo de um grande nimero de subprodutos indesejados durante a
desprotecdo regiosseletiva da hidroxila em C-6 e a dificuldade de purificacdo dos mesmos
fez com que esta segunda proposta fosse também interrompida.

Desta forma, uma terceira sequéncia descrita por Gilbertson e colaboradores
(1995) foi estudada como alternativa (Figura 61). Esta consistia na tritilacdo das hidroxilas
em C-6, 6°, seguida da benzilacdo das hidroxilas em C-2, 2°, C-3, 3* e C-4, 4’ e posterior
desprotecdo das hidroxilas em C-6,6’. Esta rota nos pareceu bastante atraente pois, além de
apresentar 0 mesmo numero de etapas que a segunda rota de sintese para obtencdo do
intermediario 2, 2°, 3, 3°, 4, 4’-hexa-O-benzilado da trealose, o intermediario era obtido

sem necessidade de purificacdo dos derivados 154 e 155.

OH
HO,
HO R OH
HO
OH
TrC\
89 OH
89 le) d 154
HO HO

Plndlna
BnCI TBAB,
BnO BnO
BnO BnO
OBn TSOH OBn

153 (45% global) O 155
ct—izcl2

Figura 61 — Terceira sequéncia de sintese de derivados da trealose.
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Deste modo, a trealose di-hidratada foi inicialmente desidratada sob refluxo em
etanol e submetida a reacdo de protecdo das hidroxilas priméarias em C-6 com cloreto de
tritila em piridina (Figura 61). A escolha do cloreto de tritila como grupo protetor é devida
ao seu grande impedimento espacial, que o torna seletivo na protecao das hidroxilas em C-
6, 6° em detrimento da hidroxilas em C-2, 2°, C-3, 3’ e C-4, 4°. Outro fator importante para
sua escolha esta baseado na facilidade de desprotecdo deste grupo em meio acido, sendo
que este fato lhe confere a possibilidade de desprotecdo seletiva em etapas posteriores
(GILBERTSON, et al. 1995).

Na segunda etapa de sintese foi realizada a benzilacdo das hidroxilas em C-2, 2’,
C-3, 3’ e C-4, 4’. Como descrito por Gilbertson e colaboradores (1995), esta escolha se
deve a grande estabilidade dos grupos benzila em meio &cido, condicdo utilizada na etapa
posterior de desprotecdo dos grupos tritila (Figura 61).

Na terceira etapa, foi realizada a retirada dos grupos tritila em presenca de
diclorometano, metanol e &cido p-toluenossulfénico. Embora muitas possibilidades de
destritilacdo sejam descritas na literatura (JONES, 2000; GIESE, 2000 e RONALD, 1998),
esta metodologia foi utilizada devido ao seu baixo custo e alta eficiéncia. Este
procedimento permitiu a obtencéo do intermediario desejado 153 com as hidroxilas em C-
6, 6’ livres com 45% de rendimento global (Figura 61, p.42).

A partir do intermediario chave 153, foi realizada a esterificacdo das hidroxilas
em C-6, 6 em presenca de piridina e anidrido trifluorometanossulfénico (Figura, 62). A
escolha do triflato como grupo abandonador em detrimento de outros como o iodo, descrito
anteriormente (p. 41), se deve a rapida adicdo e posterior substituicdo do triflato, bem
como a fécil elaboracdo de sua reacdo. A utilizacdo de um bom grupo abandonador como o

triflato foi de fundamental importancia nas etapas posteriores de alquilagéo.
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Figura 62 - Obtencéo do éster sulfénico 156.
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Tendo agora o intermediario 156 contendo um bom grupo abandonador e as
hidroxilas 2, 2°, 3, 3’e 4, 4’ protegidas poder-se-ia dar continuidade a sequéncia de sintese.
Como descrito para a rota da glicosamina, foi preferida aqui também a obtencéo
de tetrazdis e oxadiazOis inéditos, a partir de derivados da trealose, via reacGes de
substituicdo nucleofilica utilizando os tetrazdis e oxadiaz6is comerciais empregados

anteriormente (Figura 63).
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Figura 63 - Obtencdo dos tetrazois e 1, 3, 4-oxadiazois 157.

Estas reacOes foram realizadas segundo a adaptagdo da metodologia descrita por
Pedrosa e colaboradores (2003), utilizando-se uma solucdo do intermediario 156 em
acetona anidra, na qual foram adicionados carbonato de potassio e os tetrazois (13, 79 ou
81) ou 1, 3, 4-oxadiaz0is (146 ou 147).

Para o tetrazol comercial 13, foram obtidos dois ismeros de posi¢cdo (compostos
158 e 159). O produto simétrico N-2 N-2 (158, Figura 64) foi obtido com menor
rendimento que o assimétrico N-1 N-2 (159, Figura 64), assim como descrito por Santos e
colaboradores (2007).

N
/RN
N
N ~ 7
( AW 2 N N/
- \
N—N N\N
2 OB BnO
n BnO
OB
d "4 150 (43%)
BnO
N
o
\N/2 ~N_—Ph
\\
N—N 2 o N\N
BnO
Bno OBn
Bno o5
n
K,COy3, acetona 160 (58%) 161 (23%) © d
Bno

Figura 64 - Obtencéo dos tetrazois 158, 159, 160 e 161.
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Para o fenil tetrazol (79) foram também obtidos dois isémeros de posicéo
(compostos 160 e 161, Figura 64). Porém, neste caso o produto simétrico N-2 N-2 (160) foi
obtido com maior rendimento que o assimétrico N-1 N-2 (161). Este resultado encontram-
se em acordo com a literatura (SANTOS et al., 2007, STANISZEWSKA, 2018) e pode ser
explicado pelo maior impedimento espacial em N-1, ocasionado pelo grupo fenila em C-5.

Nas reacOes de substitui¢do, utilizando-se como nucletfilos os tidis 81, 146 ou
147 com o agente alquilante 156, foram obtidos os produtos simétricos 162, 163 e 164 com
bons rendimentos (76%-77%).
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Figura 65 - Obtencdo dos tio-tetrazol 162 e 1, 3, 4-oxadiazdis 163 e 164.

Conforme pode ser observado, os rendimentos para os tetrazois 158 (25%), 159
(43%), 160 (58%) e 161 (23%) (Figura 41) e para os tio-tetrazol 162 (76%) e 1, 3, 4-
oxadiazois 163 (77%) e 164 (76%) (Figura 65) demonstram que as substituicdes foram
realizadas com sucesso.

Na segunda parte deste trabalho foram obtidas onze substéncias (Figura 66, p.46),

dentre estas, quatro previamente conhecidas (153, 154, 155 e 156). As demais foram

publicadas pela primeira vez por Luduvico e colaboradores em 2008.
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4 Caracterizacdo das substancias sintetizadas

4.1  Substancias provenientes da rota do sulfato de glicosamina

4.1.1 2-Benzamido-2-desoxi-D-glicopiranose (mistura 129« e 1295)

A mistura de 129« e 1295, obtida pela protecdo quimiosseletiva da amina na
posicdo 2 da glicosamina, apresentou-se como um solido branco com faixa de fusdo entre
182-188 °C. A faixa de fusdo descrita na literatura (SOUZA FILHO, 1985) é de 196-200
°C.

Entre as bandas do espectro no infravermelho (Figura 67) destacam-se, aquelas
referentes ao estiramento das ligagdes O-H e N-H em 3335 cm™; e em 1635 cm™, referente

ao estiramento da ligagdo C=0, caracteristica de amida.
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Figura 67 - Espectro no IV (KBr) da mistura de 129« e 1295.
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No espectro de RMN de H (Figura 68) foram observados, dentre os demais sinais
de ressonancia, aqueles entre & 7,96-7,44 referentes aos hidrogénios aromaticos, e em &
5,10 (J12 = 2,8 Hz, condizente com o acoplamento de hidrogénios equatorial-axial) o sinal
referente ao hidrogénio anomerico do composto 129«. O sinal correspondente do andmero

1294 foi observado em 64,64 com Ji 2 = 8,2 Hz (Tabela 1).
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Figura 68 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) da mistura 129« e 1295.

Tabela 1 - Dados do espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de 1294 e 1295.

sppm Mult. JHz Int./Atr. oppm  Mult. JHz  Int/Atr.
8,20 d 8,8JnH2  0,3/NHp 510 d 28Ji2  1Hi.
8,00 d 6,9 J NH-2 1/NH. 4,64 d 8,2J12  0,5/Hy
7,96-7,90 m - *4/Hp 3,84-3,14 m - 7Hz, 3,4,
5, 6a, 6b,
7,60-7,44 m - *6/Hec, d

(Obs.: Mult.=multiplicidade, Int.=integral, Atr.=atribuicdo, *integracao variando na regido de aromaticos

devido a mistura dos compostos 129« e 129/5).
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A andélise do espectro de RMN de 3C (Figura 69), permitiu atribuir os sinais
referentes ao carbono carbonilico (C-7) em 6 166,4, e aos carbonos aromaticos entre &
135,1-127,3. Os demais sinais referentes aos carbonos do anel glicosidico foram
comparados diretamente com aqueles relatados por Souza Filho (1985) e se encontram na
Tabela 2 .

165 440

T ¥ T T
16¢ 14 120 100 aNn o

Figura 69 - Espectro de RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) de 1294/5
Tabela 2 - Dados do espectro de RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) de 1294/3

oppm (lit.) n° s./Atr. Sppm (lit.) n° s./Atr.
166,4(168,2) Cy 76,9(78,2)/72,1(73,5) 2/Cs pra
135,1/134,5(136,2/135,7) 2/Capra 74,1(75,6)/71,0(72,4) 2/C3 pra
131,1/130,9(132,7) 2/Cd up 70,3(71,6) 2/Capa
128,1/128,0(129,7) 2/Cb wp OU Ce 61,3/61,2(62,7) 2/Cé pia
127,4/127,3(128,8) 2/Ccwp0u Chap | 57,6(59,1)/55,4(56,9) 2/C2 pa
95,4(96,8)/90,4(92,0) 2/C1pa

(Obs.: n° s.=ntmero de sinais, lit.=literatura: Souza Filho, 1985; RMN de *C 25 MHz, DMSO-ds).
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4.1.2 2-Benzamido-2-desoxi-e-D-glicopiranosideo de metila 130

O intermediario 130, obtido pela metoxilacdo de C-1, apresentou-se como um
solido branco com faixa de fuséo entre 220-226 °C. Esta faixa se encontra de acordo com a
literatura (220-226 °C; SOUZA FILHO, 1985).

No espectro no infravermelho observaram-se, entre outras bandas, aquelas
referentes ao estiramento das ligagdes O-H e N-H em 3478 e 3343 cm™, em 3070, 2910 as
referentes ao estiramento das ligagdes C-H e em 1626 cm™ a referente ao estiramento de

C=0, caracteristico de amida.
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Figura 70 - Espectro no 1V (KBr) de 130.

No espectro de RMN de H (Figura 71, p. 51) pode se destacar, dentre os demais
sinais, o simpleto referente aos hidrogénios da metoxila (H-7) e o dupleto de um Unico
hidrogénio anomérico (H-1) em £ (Ji2= 3,2 Hz), indicando ter sido obtido apenas o

produto mais estavel, isto é, 0 anémero « (Tabela 3, p.51).
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Caracterizagao das substéancias sintetizadas

Figura 71 - Espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds) de 130.

Tabela 3 - Dados do espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds) de 130

sppm Mult. JHz Int/Atr. | sppm  Mult.  JHz Int./Atr.
8,19 d 7,3Inv2 1/NH 4,49 sl - 3/0H
7,94-7,90 m - 2/Hp 3,89 dt 7,3 J2-3 1/H2
7,55-7,41 m - 3/Hca [3,78-333 m - 5/H3, 4,5, 62, 6b
4,72 d 3,2 Ji-2 1/H; 3,25 S - 3/H7

Na anélise do espectro de RMN de *C (Figura 72, p.52) com o auxilio do
subespectro DEPT 135 (Figura 73, p.52) destaca-se, dentre os demais sinais, aquele
referente ao carbono da metoxila (C-7), condizente com a proposta de metoxilagdo do
carbono anomérico. Observam-se ainda a presenca do sinal carbonilico (C-8), dos sinais
aromaticos (C-a e C-d), do sinal de carbono anomérico (C-1) e do carbono metilénico (C-
6). Os demais sinais do anel glicosidico foram atribuidos de acordo com a literatura
(Tabela 4, p. 53).
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Figura 72.- Espectro de RMN de **C (50 MHz, DMSO-ds) de 130.
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Caracterizagéo das substéancias sintetizadas

Tabela 4 - Dados do espectro de RMN de 3C (50 MHz, DMSO-ds) de 130

oppm (lit) Atr. oppm (lit) Atr.
166,7 (168,0) Cs 72,8 (73,0) Cs
134,3 (134,3) Ca 70,8 (71,1) CsouCy
131,3 (132,3) Cqd 70,3 (70,8) CsouCs
128,2 (129,0) Coou Ce 60,9 (61,4) Cs
127,6 (128,0) Ccou Cp 54,9 (55,3) C7

97,8 (98,3) Ci 54,5 (55,3) Cz

(lit.:Souza Filho, 1985; RMN de 3C 25 MHz, DMSO-ds)

4.1.3 - 1,6-Anidro-2-benzamido-s-D-glicopiranose 137

Na tentativa de iodacdo do carbono C-6 foi isolado o intermediario 137 como um

sdlido branco. No espectro de RMN de *H (Figura 74) observou-se em §5,27 o simpleto

referente ao hidrogénio H-1 condizente com a proposta de um anidro composto. Os demais

sinais do anel glicosidico encontram-se descritos na Tabela 5 (p.54).
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Figura 74 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de 137.
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Visando a atribuicdo dos sinais de hidrogénio, foi utilizado o mapa de correlagéo
homonuclear COSY (Figura 75) tendo como pontos de partida para as atribuigcdes os sinais
referentes ao hidrogénio anomérico (H-1) e aos hidrogénios metilénicos (H-6a, H-6Db),
ambos confirmados pelo mapa de contornos HSQC (Figura 78, p.56). Sendo assim, foi

possivel determinar as correlagdes entre os sinais de hidrogénios de maneira condizente

com a estrutura proposta.
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Figura 75 - Mapa de contornos COSY (400 MHz, DMSO-ds) de 137.

Tabela 5 - Dados do espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de 137

sppm Mult. JHz Int/Atr. | Sppm Mult. JHz Int./Atr.

7,80 d 7,1 Jb-c 2/Hp 4,45 d 5,2 Js-6p 1/Hs
7,67 d 8,9 Jnn2  1/NH 4,09 d 7,04 Jeasb  1/Hea
7,55 t 7,1 Je-d 1/Hq 3,89 d - 1/H
7,49 t - 2/Hc 3,60 dd - 1/Hen
5,39 d 58Jon4  1/OH4 3,56 dd 1,0 Jz4 1/H3
5,27 S - 1/H, 3,44 dd - 1/Hq
5,22 d 4,0Jon-3 1/OH3
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No espectro de RMN de 3C (Figura 76) auxiliado pelo subespectro DEPT 135

(Figura 77) além de ndo se observar o sinal referente ao carbono metoxilico, puderam ser

atribuidos prontamente os sinais referentes ao carbono carbonilico, aos aromaticos C-a e

C-d e do carbono metilénico (Tabela 6, p. 57).
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Figura 76 - Espectro de RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) de 137.
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Figura 77 - Subespectro DEPT 135 (100 MHz, DMSO-ds) de 137.

O mapa de contornos HSQC (Figura 78, p.56) foi de fundamental importancia na

determinacdo dos sinais dos carbonos C-3, C-4 e C-5 e confirmou a determinacgdo dos
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sinais de hidrogénio H-1, H-2, H-6a e H-6b. O mapa de contornos HMBC (Figura 79) foi

importante na observagdo das correlagBes a longa distancia (3J) entre H1/Cs € Hea/Ci.
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Figura 79 - Mapa de contornos HMBC (400 MHz, DMSO-ds) de 137.
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Tabela 6 - Dados do espectro de RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) de 137

oppm Alr. Sppm Atr.
166,0 Cr 76,5 Cs
134,3 Ca 71,8 Cs
131,6 Cd 71,5 Cs
128,6 Ce 65,1 Cs
127,3 Co 53,0 C
100,9 C1

414  2-Benzamido-2-desoxi-6-O-p-toluenossulfonil-a-D-glicopiransideo de metila
138

O intermedidrio 138, obtido pela tosilacdo da hidroxila do carbono C-6,
apresentou-se como um sélido branco com faixa de fusdo entre 141-143°C.

No espectro no infravermelho (Figura 80) observaram-se, entre outras bandas,
aquelas referentes ao estiramento das ligagdes O-H e N-H em 3387 cm™, e em 1639 e 1176

cmas referentes ao estiramento das ligagdes C=0 e S=0, respectivamente.
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Figura 80 - Espectro no IV (KBr) de 138.
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No espectro de RMN de 'H (Figura 81) podem ser destacados, dentre os demais
sinais, a presen¢a daqueles referentes aos hidrogénios aromaticos (b’ e ¢’) e de hidrogénios

metilicos (9) do grupo p-toluenossulfonila (Tabela 7).
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Figura 81 - Espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds) de 138.
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4.2435
5.2020

Tabela 7 - Dados do espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-dg) de 138

sppm Mult. JHz Int/Atr. | Sppm Mult. JHz Int./Atr.
8,20 d 7,5Inw2  1/NH 3,87 td 7,5 J2.3 1/H
7,92-7,79 m - 4/Hb, | 3,73-3,56 m - 3/Hs 4,5
7,51-7,41 m - 5/Hd.c.c | 3,20 S - 3/H;
4,66 d 3,1Ji2 1/H, 2,43 S - 3/Ho
4,33-4,11 m - 2/Hea, 6b

Analogamente a discussdo anterior, no espectro de RMN de *C (Figura 82, p.59)
podem ser destacados, dentre os sinais descritos na Tabela 8 (p. 60), aqueles referentes aos

de carbonos aromaticos (a’, b’, ¢’e d”) e carbono metilico (9) do grupo p-toluenossulfonila.
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Figura 82 - Espectro de RMN de **C (50 MHz, DMSO-dg) de 138.

Com o auxilio do subespectro DEPT 135 (Figura 83) foi possivel, além de

confirmar as consideragdes anteriores, atribuir os sinais referentes aos carbonos ipso (a, a’

e d’) e metilénico C-6 (Figura 82).
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Figura 83 - Subespectro DEPT 135 (50 MHz, DMSO-d¢) de 138.
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Tabela 8 - Dados do espectro de RMN de 3C (50 MHz, DMSO-ds) de 138

oppm Alr. Sppm Atr.
166,6 Cs 70,3 Cs
145,0 Ca 70,2 Cs
134,2 Ca 70,0/69,6 Cs,a
132,4 Co’ 54,6 Cs
131,2 Cq 54,5 C2

130,2/128,1/127,7/127,6  Co.b. o.c 21,1 Co
97,9 C1

415  3,6-Anidro-2-benzamido-2-desoxi-a-D -glicopiranosideo de metila 139b

Na tentativa de substituir o grupo tosiloxila em C-6, por meio de uma substituicdo
nucleofilica com cianeto, foi isolado o intermediario 139b como um s6lido branco.

No espectro de RMN de H (Figura 84, p.61) a integracdo dos sinais na regifo de
aromaticos, assim como a auséncia do simpleto em ¢ 2,43 confirmam a saida do grupo p-
toluenossulfonila, indicando uma reacgéo de substituicdo (Tabela 9, p. 62).

Visando a atribui¢do dos sinais de hidrogénio, foi utilizado o mapa de correlacéo
homonuclear COSY (Figura 85, p.61) tendo como pontos de partida para as atribui¢coes 0s
sinais referentes ao hidrogénio anomérico (H-1) e os hidrogénios metilénicos (H-6a, e H-
6b). A partir destes sinais foram determinadas as correlacfes entre os demais sinais de

hidrogénio.
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Figura 84 - Espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) de 139b.

NH/H,

- 7 NN (T JJ.A'«_~_—-‘ .
I Ha/Hs ' 4
| I 0.0 .
e OH/H4 ‘ HZ/HS-gwbHBa/HGb
9 ©
H1/H2° é‘ ' H5/H6b ¢

|

Figura 85 - Mapa de contornos COSY (400 MHz, DMSO-ds) de 139b.
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Tabela 9 - Dados do espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de 139b

sppm Mult. Hz Int/Atr. | Sppm Mult. JHz Int./Atr.
7,65 d 9,72 1/NH 4,86 dd - 1/H;
7,20 d 7,6 Jbc 2/Hp 3,78 S - 1/Hs
7,04 m - 1/Hq 3,65 d 10,3 Jea-6b  1/Hea
6,98 m - 2/Hc 3,57 sl - 2/H3 4
5,90 S - 1/0OH 3,40 d - 1/Heb
4,55 d 2,3 J12 1/H1 2,89 S - 3/H7

No espectro de RMN de 3C (Figura 86) auxiliado pelo subespectro DEPT 135

(Figura 87, p.63) ndo foram observados os sinais referentes aos carbonos aromaticos (a’,

b’, ¢’e d’) e ao carbono metilico (C-9) do grupo p-toluenossulfonila. Foram ainda

atribuidos os sinais referentes ao carbono ipso (a) e ao carbono metilénico C-6 (Tabela 10,

p. 64).
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Figura 87 - Subespectro DEPT 135 (100 MHz, DMSO-de) de 139b.

O mapa de contornos de correlagdo heteronuclear HSQC (Figura 88) foi de

fundamental importancia na determinacdo do sinal de C-5. O experimento HMBC (Figura
89, p.64) foi de grande relevancia na determinacdo do composto 1,6-anidro pois pela
correlagdo 3J Hs/Cs pode ser considerada a ciclizagdo. Outra correlagdo, a 3J OHa4/Cs,

corrobora com a proposta de formacéo de 139b.
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Figura 88 - Mapa de contornos HSQC (400 MHz, DMSO-ds) de 139b.
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Figura 89 - Mapa de contornos HMBC (400 MHz, DMSO-ds) de 139b.

Tabela 10 - Dados do espectro de RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) de 139b

oppm Al Sppm Atr.
165,1 Cs 74,8 Cs
1345 Ca 71,9/70,4 Cs 4
131,5 Cd 68,4 Ce
128,7 Cec 56,4 Cr
126,6 Co 50,4 Co
97,1 C1

41.6 2-Benzamido-3,4-di-O-benzoil-2-desoxi-6-O-p-toluenossulfonil-a-D-

glicopiranosideo de metila 140
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Caracterizagao das substéancias sintetizadas

Na reacdo de O-benzoilagdo o intermediédrio 140 foi isolado como um solido

branco com faixa de fusdo entre 192-193°C. Esta faixa esta em acordo com a literatura
(191-193 °C; MESZAROS et al., 1990).

A andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 90) evidenciou a obtengdo do

produto dibenzoilado pela integral dos sinais referentes aos hidrogénios aromaticos em

relagdo a integral do sinal do hidrogénio anomérico, uma proporc¢éo de 19 para 1. Além

disto,

0s sinais referentes aos hidrogénios H-3 e H-4 indicam que estes ndcleos foram

desblindados em relacdo ao material de partida. Os demais sinais encontram-se

representados na Tabela 11 (p.66).

~ e} DLWV Y IIT T

N////%// VPNV i

arom

o -

Figura 90 - Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCls) de 140.

O mapa de contornos COSY (Figura 91, p.66) auxiliou na atribuicdo dos sinais

dos hidrogénios 3 e 4, visto que estes apresentavam deslocamentos quimicos préximos.
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Figura 91 - Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDClIs) de 140.

Tabela 11 - Dados do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de 140

Sppm Mult. JHz Int/Atr. | Sppm Mult. JHz Int./Atr.
7,88-7,22 m - 19/Harom | 4,65 ddd - 1/H
6,60 d 9,2Jwi2  1/INH |4,28-4,23 m - 1/Hs

5,74 t 10,0 J23  1/Hs |4,20-4,09 m - 2/Hea, 6b
5,46 t 10,034 1/Hq4 3,43 S - 3/H7
4,91 d 3,5 J12 1/H, 2,36 S - 3/Ho

No espectro de RMN de C (Figura 92, p.67), auxiliado pelo subespectro DEPT

135 (Figura 93, p.67), pode ser destacada a presenca dos sinais referentes aos dois

carbonos carbonilicos de éster e aos carbonos aromaticos dos grupos benzoila (Tabela 12,

p.68).
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LI

LED LI
op0 21~
seaiy o,
YO N B ) o
805821 bt

.
H
(%)

42

w

|
100

o=
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No mapa de contornos HSQC (Figura 94) puderam ser atribuidos os sinais

referentes aos carbonos 3, 4 e 5.

HLMHMLW L_ﬁa JjNU*hA_JL gﬂJ

'Lw_,_ﬂmmm'
— 20
Hglg
- a0
H2/C2
1 . © H7/C7
= 0
R - — B0
d b
" " (0] c
Hu/Ca Hs/Cs c ol a ¢ 9
E— ; @ O(;_:’ /S =
T e He/Cs b o %
I H | 6
| 3/Cs o
L O 5 2 1 a0
| 3 NH
8 O—7
o a
C
Hy/C1 &
i iy i | | . |_ppm
imm‘ ‘3[%"‘ o "1 ﬁl IA:::‘V o ‘.:I n o 7’?‘?‘ o "“ ‘ IVD”;’-T‘ o 6

Figura 94 - Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDClz) de 140.

Tabela 12 - Dados do espectro de RMN de C (100 MHz, CDCls) de 140

sppm n° s./Atr. oppm n° s./Atr.
167,3/167,2 2/C1o 97,8 C1
165,1 Cs 71,5 Cs
144.9 Cao 68,8 Ca
133,6/132,4 2/Cy 68,2 Ce
133,5/133,4 2/Cq> 68,0 Cs
131,7 Cq 55,7 Cy
129,8/129,7/129,7 3/Cboucouou™) 52,8 Cz
128,7/128,7 2/Cq, ¢ 21,6 Co
128,4-127, 5/Cboucou( ou)
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4.1.7  2-Benzamido-3,4-di-O-benzil-2-desoxi-6-O-p-toluenossulfonil-a-D-
glicopiranosideo de metila 141a

Na reacdo de benzilacdo das hidroxilas 3 e 4 o intermediario 141a foi isolado
como um solido branco com faixa de fuséo entre 171-173 °C.

No espectro de RMN de H (Figura 95, p.70) foram observados os sinais
referentes aos hidrogénios aromaticos e aos hidrogénios metilénicos dos grupos benzila
(Tabela 13, p.71).

Com propésito de se atribuir os sinais de hidrogénio do anel glicosidico foi
utilizado o mapa de correlacdo COSY (Figura 96, p.70). A anélise deste experimento teve
como ponto de partida para as atribuicdes os sinais referentes aos hidrogénios metilénicos
(6a e 6b), os quais foram prontamente atribuidos com base no mapa de contornos HMQC

(Figura 99, p.72). Desta forma foi possivel determinar todas as correlagdes.
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Caracterizagao das substéancias sintetizadas

Tabela 13 - Dados do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de 141a

sppm Mult. JHz Int/Atr. | Sppm Mult. JHz Int./Atr.

7,81-7,12 m - 19/Harom | 4,28 dd 10,6 Jea-6b  1/Hea
6,01 d 9,1Jwv2  1/NH 4,22 dd 4,8 Js.6n 1/Hep
4,84 d 10,7 Jio10  1/H1o 3,83 ddd 2,1 Js.6a 1/Hs
4,79 d 11,5J1010  1/H1o 3,78 dd 10,0 Jz4 1/Hs
4,67 d 11,5J1010  1/Hio 3,57 dd 9,0 Jas 1/H4
4,65 d 3,8 J12 1/H1 3,29 S - 3/H7
4,53 d 10,7 Jio10  1/H1o 2,43 S - 3/Ho
4,40 dt 9,1 J23 1/Hz2

No espectro de RMN de 3C (Figura 97), auxiliado pelo subespectro DEPT 135
(Figura 98, p.72), pode se confirmar que houve a benzilacdo das hidroxilas 3 e 4, pela
presenca de sinais de carbonos arométicos do grupo benzila. Foram também determinados
0s sinais referentes aos carbonos ipso (a, a’, a” ¢ d’) e aos carbonos metilénicos 6 ¢ 10
(Tabela 14, p.73).

— 21.505
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Figura 97 - Espectro de RMN de 3C (50 MHz, CDCls) de 141a.
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Figura 98 - Subespectro DEPT 135 (50 MHz, CDCIs) de 141a.
No mapa de contornos HMQC (Figura 99) as correlagbes entre os sinais de
hidrogénio e C-5, assim como aquelas referentes aos sinais de hidrogénio e C-4 foram

importantes, pois os sinais destes carbonos apresentam deslocamentos quimicos proximos.
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Tabela 14 - Dados do espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCls) de 141a

sppm n° s./Atr. sppm n° s./Atr.
167,0 Cs 79,9 Cs
1448 Ca 77,6 Cs
137,7/137,4 2/Cy> 74,8/74,8 2/C1o
134,0 Ca 69,0 Cs
132,7 Ce 68,4 Ce
1315 Cq 55,1 Cy
129,7-126,9 7ICo, b, b7, ¢, ¢, ¢, d” 52,6 C
98,4 Ci 21,5 Co

4.1.8 - 3,6-Anidro-2-benzamido-4-O-benzil-2-desoxi-a-D-glicopiranosideo de metila
141b

Na reacdo de benzilagdo foi também isolado o intermediario 141b na forma de um
solido pastoso.

Pela integracdo dos sinais referentes aos hidrogénios aromaticos e hidrogénios
metilénicos (9) do espectro de RMN de H (Figura 100, p.74) pode ser deduzida a presenca
de apenas um grupo benzila. Pode ainda ser sugerido que houve uma substitui¢do
nucleofilica intramolecular pois, ndo se observou o simpleto de hidrogénios metilicos do
grupo tosila (Tabela 15).

As propostas de substituicdo intramolecular e monobenzilacdo para a obtencdo de
141b foram consistentes com o espectro de RMN de *C (Figura 101, p.75) e com seu
subespectro DEPT 135 (Figura 102, p.75), uma vez que ndo se pode observar o sinal
referente ao carbono metilico do grupo tosila e s6 se pode detectar um Unico sinal de

carbono metilénico do grupo benzila (Tabela 16, p. 76).
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Tabela 15 - Dados do espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCls) de 141b

oppm Mult. JHz Int./Atr. oppm Mult. JHz Int./Atr.
7,51-7,13 m - NH, Harom | 4,54 d - Ho
5,12 d 3,8 J12 Hi 4,37 dd 4.9 J34 Hs
4,82 d 10,5 Joo Ho 4,31 d 10,7 Jea-6b Hea
4,72 ddd 9,2 INH-2 H» 4,04-3,96 m - Ha, 6b
8,5 Jo-3
460 dd P Hg 353 s : Hr

arom

o)

Figura 100 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls) de 141b.
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Figura 102 - Subespectro DEPT 135 (50 MHz, CDCl3) de 141b.
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Tabela 16 - Dados do espectro de RMN de *3C (50 MHz, CDCls) de 141b

oppm n°® s./Atr. oppm n°® s./Atr.
166,7 Cs 78,1 Cs
136,5 Ca 72,6 Co
134,0 Ca 72,1/72,0 2/Cs, 4
131,0/128,2 2/Cq. o 69,1 Ce
128,7-126,9 4/Ch, b, c. 57,4 Cs
97,7 C1 50,3 C2

4.1.9 - 2-Benzamido-3,4-di-O-benzil-2-desoxi-e-D-glico-heptapiranosidurononitrila de
metila 142

Na reacdo de substituicdo nucleofilica do grupo tosiloxila por ciano foi isolado
142 como um soélido branco.

No espectro de RMN de 'H (Figura 103, p. 77), a substituicdo do grupo tosiloxila
pode ser confirmada pela auséncia do simpleto referente aos hidrogénios metilicos.
Também podem ser observados os sinais dos hidrogénios metilénicos (10) dos grupos
benzila (Tabela 17, p.78).

O mapa de correlagdo COSY (Figura 104, p.77) foi utilizado com o intuito de se
atribuirem os sinais dos hidrogénios H-3, H-4 e H-5, uma vez que estes apresentavam
deslocamentos quimicos préximos. Para isto, foram utilizadas como referéncias as

ressonancias do hidrogénio da amida e os hidrogénios 6a e 6b.
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Tabela 17 - Dados do espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCls) de 142

sppm Mult. JHz Int/Atr. | Sppm Mult. JHz Int./Atr.
7,64-7,18 m - 15/Harom 4,55 ddd 9,8 J23 1/H;
6,10 d 9,0 InH-2 1/NH 3,86 m - 1/Hs
4,95 d 11,2 Jio10  1/H1o 3,80 m - 1/Hs
4,81 d 11,3 Ji010  1/H1o 3,50 m - 1/Ha
4,74 d 11,3 Ji00  1/H1o 3,39 S - 1/Hs
4,73 d 3,6 Ji-2 1/H1 2,69 dd 16,7 Jsa-6b 1/Hea

3,2 Jeas

4,66 d 11,2 Ji010  1/H1o 2,45 dd 7,7 Jeb-s 1/Hep

No espectro de RMN de 3C (Figura 105, p.78), auxiliado pelo subespectro DEPT
135 (Figura 106, p.79), foi evidenciada a substituicdo do grupo tosila por ciano pelo sinal

caracteristico de carbono de nitrila em ¢ 117,2 e pela blindagem do carbono metilénico 6

(Tabela 18, p.80).

Os sinais dos carbonos C-4 e C-5 foram determinados pelo mapa de contornos

20.927

Figura 105 - Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCls) de 142.

HSQC (Figura 107, p. 79), pois estes apresentam deslocamentos quimicos proximos.
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Figura 106 - Subespectro DEPT 135 (50 MHz, CDCl3) de 142.
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Figura 107 - Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDCls) de 142.
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Tabela 18 - Dados do espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCls) de 142

oppm n°® s./Atr. oppm n°® s./Atr.
167,3 Co 80,9 Cs
137,8/137,5 2/Cy, o 80,3 o

134,3 Ca 75,4/75,3 2/C1o

131,9/128,4/128,0 3/Cq, e 67,3 Cs
128,9-127,2 6/Co, b, c, " 55,6 Cs
117,2 Cy 53,0 C>
98,9 Cs 20,9 Ce

4.1.10 2-Benzamido-3,4-di-O-benzil-2,6-didesoxi-6-(tetrazol-1-il)-a-D-

glicopiranosideo de metila (144a)
NH
8

9 (0]
O
9
?:0;7
(0]

Na reacdo de substituicdo do grupo tosiloxila pelo 1H-tetrazol foi isolado 144a

como um solido branco com faixa de fusdo entre 223-225°C.

No espectro na regido do infravermelho (Figura 108, p.81), foi observado, entre
outras bandas, aquelas referentes ao estiramento das ligagdes N-H em 3305 cm™, C-H em
3031cm™ e 2924 cm™ e C=0 de amida em 1639 cm™.

No espectro de RMN de 'H (Figura 109, p.81), a substituicio do grupo tosiloxila
pode ser evidenciada pela auséncia do simpleto referente aos hidrogénios metilicos deste
grupo, pela integracdo na regido dos hidrogénios aromaticos e pela presenca do sinal de H-
5.
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Figura 109 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls) de 144a.
No espectro de RMN de *C (Figura 110, p. 82), a substituicdo do grupo tosiloxila
pode ser evidenciada pela auséncia do sinal referente ao carbono metilico deste grupo e

pela blindagem do carbono metilénico C-6 em relacdo aquele do material de partida. O
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sinal de carbono C-6 em & 48,8 também se encontra condizente com a proposta de

alquilagdo em N*, que também é confirmada pelo sinal de carbono 5’ em &143,9.
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Figura 110 - Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCls) de 144a.
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Figura 111 - Subespectro DEPT 135 (50 MHz, CDCls) de 144a.
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Caracterizacdo das substancias sintetizadas
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Figura 113 - Mapa de contornos COSY (200 MHz, CDCls) de 144a.
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Visando a atribuicdo dos sinais de hidrogénio, foi utilizado o mapa de correlagéo
homonuclear COSY (Figura 113, p. 83) tendo como ponto de partida para a atribuicdo os
sinais referentes ao hidrogénio H-1 e os hidrogénios metilénicos (6), ambos confirmados
pelo mapa de contornos HSQC (Figura 112, p. 83). Desta forma foi possivel atribuir os
hidrogénios de maneira condizente com a estrutura proposta.

O mapa de contornos HSQC foi de fundamental importancia na determinacdo dos
sinais dos carbonos 3, 4 e 5, além de confirmar os sinais referentes aos hidrogénios Hj e
He.

4.1.11 2-Benzamido-3,4-di-O-benzil-2,6-didesoxi-6-(tetrazol-2-il)-a-D-

glicopiranosideo de metila (144b)
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Na reacdo de substituicdo do grupo tosiloxila pelo 1H-tetrazol foi isolado 144b

como um soélido branco com faixa de fusdo entre 226-229°C.
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Figura 114 - RMN *H do composto 144b (400 MHz, CDCls).
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Caracterizagéo das substéancias sintetizadas

No espectro de RMN de 'H (Figura 114, p.84), a substituicdo do grupo tosiloxila
pode ser confirmada pela auséncia do simpleto referente aos hidrogénios metilicos deste
grupo, pela integracdo na regido dos hidrogénios aromaticos e pelo sinal de H-5’.

O sinal referente ao carbono C-5’ em ¢ 152,9, encontra-se condizente com a
proposta de alquilagdo em N? pois 0o C-5’ de regioisomeros alquilados em N! é mais
blindado em cerca de 10 ppm (SANTOS et al., 2007).

Afim de proporcionar uma melhor comparacdo, os valores para 0s sinais de
hidrogénio e carbono dos tetrazois e oxadiazdis desta mesma série encontram-se na
Tabelas 19 e 20. Os escpectros correspondentes de RMN de 'H, 3C e DEPT 135 se

encontram no Apéndice (p. 163).

4.1.12 2-Benzamido-3,4-di-O-benzil-2,6-didesoxi-6-(5-feniltetrazol-2-il)-a-D-
glicopiranosideo de metila (145)

Na reacdo de substituicdo do grupo tosiloxila pelo 1H-5-feniltetrazol foi isolado

145 como um sélido branco com faixa de fusdo entre 159-161°C.
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Figura 114 - Espectro no 1V de 145.
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No espectro na regido do infravermelho, foi observado, entre outras bandas,
aquelas referentes ao estiramento das ligagdes N-H em 3310 cm™, C-H em 3031 cm? e
2923 cm™ e C=0 de amida em 1634 cm™,

Os dados obtidos pelas técnicas de espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear foram interpretados de maneira andloga ao discutido anteriormente no item 4.10 e
os valores comparativos para os sinais de hidrogénio e carbono entre os tetrazdis e
oxadiazois encontram-se na Tabelas 19 e 20. Os escpectros correspondentes de RMN de
'H, 13C e DEPT 135 se encontram no Apéndice (p. 163).

4.1.13 - 2-Benzamido-3,4-di-O-benzil-2,6-didesoxi-6-(1-feniltetrazol-5-tiolil)-a-D-
glicopiranosideo de metila (148)

Na reacgéo de substituicdo do grupo tosiloxila pelo 1-feniltetrazol-5-tiol foi isolado
148 como um soélido branco com faixa de fusdo entre 205-206°C.

No espectro na regido do infravermelho, foi observado, entre outras bandas,
aquelas referentes aos estiramentos das ligagdes N-H em 3274cm™, C-H em 3030 cm™ e
2903 cm™ e C=0 de amida em 1635 cm™.
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Figura 115 - Espectro no IV de 148.
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Caracterizagéo das substéancias sintetizadas

Os dados obtidos pelas técnicas de espectrometria de ressondncia magnética
nuclear foram interpretados de maneira andloga ao discutido anteriormente no item 4.10 e
os valores comparativos para os sinais de hidrogénio e carbono entre os tetrazois e
oxadiazois encontram-se na Tabelas 19 e 20. Os escpectros correspondentes de RMN de
'H, 13C e DEPT 135 se encontram no Apéndice (p. 163).

4.1.14 - 2-Benzamido-3,4-di-O-benzil-2,6-didesoxi-6-(5-fenil-1,3,4-oxadiazol-2-tiolil)-a
D-glicopiranosideo de metila (149)

Na reacdo de substituicdo do grupo tosiloxila pelo 5-fenil-1, 3, 4-oxadiazol-2-tiol
foi isolado 149 como um solido branco com faixa de fuséo entre 169-170°C.

No espectro na regido do infravermelho, foi observado, entre outras bandas,
aquelas referentes ao estiramento das ligagdes N-H em 3290 cm™, C-H em 3030 cm? e
2924 cm™ e C=0 de amida em 1637 cm™.
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Figura 116 - Espectro no IV de 149.
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Os dados obtidos pelas técnicas de espectrometria de ressondncia magnética
nuclear foram interpretados de maneira andloga ao discutido anteriormente no item 4.10 e
os valores comparativos para os sinais de hidrogénio e carbono entre os tetrazois e
oxadiazois encontram-se na Tabelas 19 e 20. Os escpectros correspondentes de RMN de
'H, 13C e DEPT 135 se encontram no Apéndice (p. 163).

4.1.15 - 2-Benzamido-3,4-di-O-benzil-2,6-didesoxi-6-(5-piridin-4-il-1,3,4-oxadiazol-2-
tiolil)-a-D-glicopiranosideo de metila (150)

Na reacdo de substituicdo do grupo tosiloxila pelo 5-piridil-1, 3, 4-oxadiazol-2-tiol
foi isolado 150 como um sélido amarelo com faixa de fusdo entre 220-221°C.

No espectro na regido do infravermelho, foi observado, entre outras bandas,
aquelas referentes ao estiramento das ligagdes N-H em 3314 cm™, C-H em 3031 cm? e
2932 cm™ e C=0 de amida em 1633 cm™.

98,6

95

90

85

80

s

70

%T 65

60

55

50

45

40

695
348 n° de onda
40000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650,0
cm-l

Figura 117 - Espectro no IV de 150.
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Caracterizagao das substéancias sintetizadas

Os dados obtidos pelas técnicas de espectrometria de ressondncia magnética
nuclear foram interpretados de maneira andloga ao discutido anteriormente no item 4.10 e
os valores comparativos para os sinais de hidrogénio e carbono entre os tetrazois e
oxadiaz0is encontram-se na Tabelas 19 e 20. Os espectros correspondentes de RMN de *H,

13C e DEPT 135 se encontram no Apéndice (p. 163).
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Tabela 19 - Dados do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) dos tetrazdis e oxadiazois

AN
N—N N , b
N//\ \ 5 N\/ / ° ij ©\N/N\N N/N@ N\/N\s | =
N . NG—N5 . N//\N/\N S>5=N/ S>\2|—o S>2fo
BnoBno 3 2 1 N Q N O R Q : R
Atrib. | Sppm | M JHz oppm | M JHz oppm | M JHz oppm | M JHz oppm | M JHz oppm | M JHz
ag | 49 | 502- | R ] 49- | T 498 | ] 98- | |
4,69 4,63 4,67 4,69 4,69 4,69
450- 4,012 4,0J12 4,0J1-2 4,0J1-2 4,0J1-2
H-2 4' 37 m - 4.48 dt | 10,0J2-3 453 | dt 10,0J2-3 449 |dt| 10,0J.3 453 | dt| 10,0J.3 454 | dt| 10,0J2-3
' 10,0J2-nH 10,0J2-NH 10,0J2-nH 10,0J2-NH 10,0J2-nH
4.03- 4.09- 3,90- 3,86-
H-3 3,82 m - 3,90 t 10,0 J34 | 3,94 t 10,0 J34 3,81 m m 3.81 m - 3,82 m -
H-4 | 338 |t| 90Js4 | 359 | t | 10,0Jes | 367 | t | 10,0 Jus 33%77 m| - 362 | t | 100J34 | 361 | t | 10,0 Jos
10,0 Js54 10,0 Js.4 10,0 Js-4
H-5 ‘;%32 ml - 428 | dt | 10.0Jss | 437 | dt | 10,0 Jse ‘fo;%gl' m| - 404 | dt| 100Jss | 399 | t 18’8 j“'*”
’ 4,0 Js.6 4,0 Js.6 ! 2,0 Js.6 e
nea | 499 [ 502- | | [507-| ] 209- | T 390- | ] 386- | |
4.69 4.63 4.67 3,81 3,81 3,82
aep | 452 | ol 502- | | . [sor-| ] 367- | 347- | ] 349- | [
4,37 4.63 4.67 3,57 3,38 3,37
PRCH | 499- | [ 502- | | [soT-| ] 495- | T 298| ] ag8- | |
2 4.69 4.63 4.67 4.69 4.69 4.69
rom | 185 |l 766- | BRI ] 766- | | 803 | ] 880- | |
7,18 7,17 7,18 7,16 7,18 7,18
H-5’ 8,70 S - 8,52 S - - - - - - - - - - - - -
N-H 6,10 |d|10,0Jwn2 | 6,16 d | 10,0Jnw2 | 6,14 | d | 80JInw2 | 6,07 | d | 80JInH2 | 6,12 10,0JInH-2 6,14 | d | 8,0 Jnu-2
CHs 3,10 S - 3,13 S - 3,16 S - 3,32 S - 3,38 S - 3,37 S -




Caracterizagao das substéancias sintetizadas

Tabela 20 - Dados do espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCls) dos tetrazdis e oxadiazois

Q. @
N SI\ N/N%/N N\/N\ > N\/N\ > =
d M ) b )
N S S
6
° o) 8 0 - ! Q o)
Bncl)sno ! Bnc:ano 1 BnO ! Bn?ano 1
145 NHBZOCH3 148 NHBz Lo 149 NHBzOCH3 150 NHBz -
Atrib. o ppm o ppm o ppm o ppm o ppm o ppm
C-1 98,7 98,6 98,7 98,8 98,7 98,8
C-2 52,7 52,8 52,8 52,9 53,0 53,0
C-3 79,9 80,5 80,6 80,4 80,9 80,8 ou 80,2
C-4 78,6 79,1 79,3 80,1 80,2 80,8 ou 80,2
C-5 68,9 69,1 69,1 69,4 69,9 69,9
C-6 48 6 53,5 55,3 35,5 34,7 34,7
PhCH: 74,9/75,1 75,0/75,2 75,1/75,3 75,2/75,3 75,1/75,3 75,1/75,3
126,9/127,8/128,2/ 127,1/127,9/128,2/ 126,9/127,1/127,4/ 123,9/127,1/127.,9/ 123,7/126,8/127,2/ 120,3/127,1/127,9/
128,4/128,5/128,6/ 128,5/128,6/128,7/ 127,9/128,3/128,5/ 128,2/128,3/128,6/ 127,9/128,2/128,4/ 128,2/128,3/128,4/
arom 128,7/131,6/133,8/ 131,7/134,1/137,6/ 128,6/128,7/128,9/ 128,7/129,9/130,3/ 128,5/128,7/129,1/ 128,5/128,6/128,7/
137,3/137,4/ 137,8 130,4/131,7/134,2/ 131,8/133,6/133,7/ 131,7/134,2/137,6/ 131,7/134,2/137,6/
137,7/137,8 134,2/137,5/137,9 1379 137,9/150,4
C-5 1431 152,9 165,2 154,2 164,2 ou 165,9 163,8 ou 166,1
c-2 - - - - 164,2 ou 165,9 163,8 ou 166,1
Cc=0 167,1 167,2 167,2 167,3 167,3 167,3
CHs 55,3 55,3 53,7 55,41 55,4 55,4
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4.2 Substancias provenientes da rota da trealose

421  2,34-Tri-O-benzil-o-D-glicopiranosideo  de  2,3,4-tri-O-benzil-a-D-glicopiranosila

(153)

Na reacdo de destritilacdo das hidroxilas de C-6 foi obtido 153 como um o6leo.

No espectro na regido do infravermelho foi observado, entre outras bandas,
aquelas referentes ao estiramento das ligagdes O-H em 3457 cm™, C-H em 3030 cm™ e
2924 cm™ e C-OH em 1068 cm™.
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Figura 118 - Espectro no IV de 153.

A confirmacdo do composto 153 foi feita pela comparacdo direta dos seus dados
de RMN de *H e 3C a com aqueles descritos por Gilbertson e colaboradores (1995). Estes

dados estdo apresentados nas Tabelas 21 (p.92) e 22 (p.92).
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Caracterizagéo das substéancias sintetizadas

Tabela 21 - Dados do espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCls) de 153

oppm Mult. JHz oppm Mult. ]
) ) Int./Atr. ) JHz (lit)  Int./Atr.
(lit.) (lit.) (lit.) (lit.) (lit.)
7,31 sl 30/H 4,68 sl - 6/H7
(7473 () wmen
513 sl
- 2/H1 4,07 sl i 2/Hs
(5.1) (d) (4,05) (m)
Hz, Hs,
4,89 sl 3,57 sl
- 6/H7 - Hs Hea
(5.0/4,9)  (2d) (3.6) (m)
e Hepb

(lit.=literatura; GILBERTSON et al., 1995)

Tabela 22 - Dados do espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCls) de 153

oppm (literatura) Atr. (literatura)
138,9/138,4/138,2 (138,8/138,2/138,0) Cipso
128,6/128,2/128,1/127,8/127,7 Carom
(128,4/128,3/128,3/128,2/128,1/128,0/127,8/127,6/127,5)
94,2 (93,9) C1
81,8/79,7 (81,6/79,5) C2eCs
77,6/75,8/75,2 (77,4/75,5/75,0) Cr
73,2/71,6 (73,0/71,3) Cse Cq
61,7 (61,6) Cs

422  2,34-Tri-O-benzil-6-O-trifluorometanossulfonil-e-D-glicopiranosideo de

2,3,4-tri-O-benzil-6-O-trifluorometanossulfonil-e-D-glicopiranosila (156)

o
SN/
/S\CF3 o)

Na reacdo de esterificacao das hidroxilas em C-6 foi obtido 156 como um 6leo.
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No espectro na regido do infravermelho, foi observado, entre outras bandas,
aquelas referentes ao estiramento das ligagdes C-H em 3030 cm™ e 2919 cm?, S=0 em
1411 cm™ e C-O em 1206 e 1070 cm™. N&o foram observados os estiramentos referentes

as ligacdes O-H de C-6, o que esta de acordo com a proposta de esterificacdo.
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Figura 119 - Espectro no IV de 156.

No espectro de RMN de *H (Figura 120, p. 94), a esterificacdo das hidroxilas pode
ser evidenciada pelo deslocamento dos sinais referentes aos hidrogénios metilénicos He
(6= 4,17) quando comparados aqueles He (6= 3,57) do material de partida. O que se
encontra em acordo com o efeito de desblindagem do grupo sulfénico.

Visando a atribuicdo dos sinais de hidrogénio, foi utilizado o mapa de correlagéo
homonuclear COSY (Figura 121, p. 95) tendo como ponto de partida para a atribuicdo dos
sinais referentes a H-2, H-3, H-4 e H-5 os hidrogénios anoméricos e o0s hidrogénios
metilénicos H-6, ambos confirmados pelo mapa de contornos HSQC (Figura 122, p. 96).
Além de confirmar os sinais referentes a H-1 e H-6, 0 mapa de contornos HSQC foi de

fundamental importancia na atribuicdo dos sinais dos carbonos 3, 4 e 5.
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Caracterizacdo das substancias sintetizadas
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Figura 120 - Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCls) de 156.
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Figura 121 — Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDClIs) de 156.
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Figura 122 — Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDCls3) de 156.
Tabela 23 - Dados do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de 156
sppm Mult. JHz Int./Atr. oppm Mult. JHz Int./Atr.
7,37-7,23 m - 30/Harom 4,54 d 10,9 J77 2/H7
5,15 d 3,6 Ji-2 2/H1  |4,20-4,14 m - 4/Hs e Hg
5,04 d 11,0 J77 2/H7 4,07 d 9,2 Jo-6 2/Hs
4,91 d 10,8 J77 2/H7 4,02 t 9,2 J34 2/Hs
4,89 d 11,0 J77 2/H7 3,57 dd 9,2 Jo3 2/H>
4,76 d 11,8 J77 2/ Hy 3,49 t 9,4 Jss 2/H4
4,61 d 11,8 J77 2/H7

No espectro de RMN de *C (Figura 123, p.96), a esterificagdo pode ser
confirmada pela presenca do sinal em 118,6 ppm referente a C-8 e pelo deslocamento do
sinal referente ao carbono metilénico C-6 (6= 74,4 ppm) quando comparados aqueles C-6

(6= 61,7 ppm) do material de partida, 0 que se encontra em acordo com o efeito de

desblindagem do grupo sulfénico.
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Caracterizagéo das substéancias sintetizadas
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Figura 123 - Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCls) de 156.
Tabela 24 - Dados do espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCls) de 156
sppm n° s./Atr. sppm n° s./Atr.
138,4/137,8/137,6 6/Cipso 77,1 2/Cs
129,4/128,7/128,6/128,5/128,3/ 30/Carom 75,7/75,3 4/Cy
128,2/127,9/127,8/127,3
118,6 2/Cs 74,4 2/Cs
(q Jcr317,6 Hz)
94,6 2/Cy 73,4 2/C7
81,6 2/C3 68,7 Cs
79,4 2/C,
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423  2,34-Tri-O-benzil-6-desoxi-6-(tetrazol-2-il)-e-D-glicopiranosideo de 2,3,4-tri-O-

benzil-6-desoxi-6-(tetrazol-2-il)-a-D-glicopiranosila (158)

5
N
I
N s N
M

Na reacdo de N-alquilacdo do tetrazol em C-6 foi obtido 158 como produto
secundario sob a forma de um dleo.

No espectro na regido do infravermelho foi observado, entre outras bandas,
aquelas referentes ao estiramento das ligagcdes C-H em 3031 cm™ e 2920 cm™, e C-O em
1208 e 1066 cm™. N&o foram observados os estiramentos das ligagdes S=0 em 1411 cm™,
0 gque também se encontra condizente com a proposta de substituicdo nucleofilica do grupo

trifluorometanossulfénico.
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Figura 124 - Espectro no IV de 158.
No espectro de RMN de 'H (Figura 125, p. 99), a substituicio do grupo
trifluormetanossulfonico pode ser evidenciada pela presenca do simpleto referente aos
hidrogénios H-5".
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Caracterizacdo das substancias sintetizadas
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Figura 126 - Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCls) de 158
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No espectro de RMN de 3C (Figura 126, p. 99), auxiliado pelo subespectro DEPT
135 (Figura 127), pode ser observado o sinal do carbono metilénico Cs em 53,8 ppm, 0 que

se encontra em acordo com a proposta de N-alquilacdo do 1H-tetrazol.
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Figura 127 — Subespectro DEPT 135 RMN de *C (50 MHz, CDCls) de 158.

Visando a atribuicdo dos sinais de hidrogénio, foi utilizado o mapa de correlacéo
homonuclear COSY (Figura 128, p. 101) tendo como ponto de partida para a atribui¢do
dos sinais de hidrogénidos H-2, H-3, H-4 e H-5 os sinais referentes aos hidrogénios H-1 e
os hidrogénios metilénicos H-6, ambos confirmados pelo mapa de contornos HSQC
(Figura 129, p. 101). O mapa de contornos HSQC foi de fundamental importancia na

determinacéo dos sinais dos carbono 3, 4 e 5.
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Caracterizacdo das substancias sintetizadas
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Figura 128 — Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDClIs) de 158.
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Figura 129 — Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDCls) de 158.
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424  234-Tri-O-benzil-6-desoxi-6-(tetrazol-1-il)-e-D-glicopiranosideo de 2,3,4-tri-O-
benzil-6-desoxi-6-(tetrazol-2-il)-a-D-glicopiranosila (159)
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Na reacdo de N-alquilag&o do tetrazol em C-6 foi obtido 159 como um produto de

substituicdo assimétrica sob a forma de um dleo.

No espectro na regido do infravermelho foi observado, entre outras bandas,
aquelas referentes ao estiramento das ligagcdes C-H em 3031 cm™ e 2923 cm™, e C-O em
1209 e 1066 cm™. Nao foram observadas as bandas referentes aos estiramentos das
ligagdes S=O em 1411 cm™, o que se encontra em concordancia com a proposta de N-

alquilacéo.
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Figura 130 - Espectro no 1V de 159.

Os dados obtidos pelas técnicas de espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear foram interpretados de maneira analoga ao discutido anteriormente no item 4.2.3 e

os valores comparativos para os sinais de hidrogénio e carbono entre os tetrazois e
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Caracterizagéo das substéancias sintetizadas

oxadiazois encontram-se na Tabelas 25 e 27 (p. 109 e 111). Os espectros correspondentes
de RMN de 'H, *C e DEPT 135 se encontram no Apéndice (p. 163).

425  2,34-Tri-O-benzil-6-desoxi-6-(5-feniltetrazol-2-il)-o-D-glicopiranosideo de 2,3,4-
tri-O-benzil-6-desoxi-6-(5-feniltetrazol-2-il)-a-D-glicopiranosila (160)

Na reacdo de N-alquilagdo do 5-feniltetrazol em C-6 foi obtido 160 como produto
principal sob a forma de um o6leo.

No espectro na regido do infravermelho foram observadas, entre outras bandas,
aquelas referentes ao estiramento das ligacdes C-H em 3031 cm™ e 2922 cm™, e C-O em
1207 e 1067 cm™. Tal observacéo é condizente com a proposta de substituicio nucleofilica
do grupo triflato, pois ndo foram observados os estiramentos das ligagdes S=O em 1411

cm™,
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Figura 131 - Espectro no 1V de 160.
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Os dados obtidos pelas técnicas de espectroscopia de ressondncia magnética
nuclear foram interpretados de maneira andloga ao discutido anteriormente no item 4.2.3 e
os valores comparativos para os sinais de hidrogénio e carbono entre os tetrazois e
oxadiazois encontram-se na Tabelas 25 e 27 (p. 109 e 111). Os escpectros correspondentes
de RMN de 'H, *C e DEPT 135 se encontram no Apéndice (p. 163).

426  2,34-Tri-O-benzil-6-desoxi-6-(5-feniltetrazol-1-il)-o-D-glicopiranosideo de 2,3,4-
tri-O-benzil-6-desoxi-6-(5-feniltetrazol-2-il)-o-D-glicopiranosila (161)

Na reacdo de N-alquilacdo do 5-feniltetrazol comercial em C-6 foi obtido 161
como um produto secundario sob a forma de um 6leo.

No espectro na regido do infravermelho foi observado, entre outras bandas,
aquelas referentes ao estiramento das ligacdes C-H em 3031 cm™ e 2923 cm?, e C-O em
1208 e 1067 cm™. Também concordancia com a proposta de substituicdo nucleofilica do

triflato, ndo foram observados os estiramentos das ligagdes S=O em 1411 cm™.
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Figura 132 - Espectro no IV de 161.
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Caracterizagéo das substéancias sintetizadas

Os dados obtidos pelas técnicas de espectroscopia de ressondncia magnética
nuclear foram interpretados de maneira andloga ao discutido anteriormente no item 4.2.3 e
os valores comparativos para os sinais de hidrogénio e carbono entre os tetrazois e
oxadiazois encontram-se na Tabelas 25 e 27 (p. 109 e 111). Os escpectros correspondentes
de RMN de 'H, *C e DEPT 135 se encontram no Apéndice (p. 163).

427  2,34-Tri-O-benzil-6-desoxi-6-(1-feniltetrazol-5-tiolil)-e-D-glicopiranosideo de
2,3,4-tri-O-benzil-6-desoxi-6-(1-feniltetrazol-5-tiolil)-e-D-glicopiranosila (162)

Na reacdo de S-alquilacdo do 1-feniltetrazol-5-tiol em C-6 foi obtido 162 sob a
forma de um dleo.

No espectro na regido do infravermelho foi observado, entre outras bandas,
aquelas referentes ao estiramento das ligacdes C-H em 3030 cm™ e 2919 cm?, e C-O em
1208 e 1063 cm™. Também em concordancia com a proposta de substituicido nucleofilica
do triflato, ndo foram observadas as bandas referentes aos estiramentos das ligagbes S=O
em 1411 cm™.
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Figura 133 - Espectro no 1V de 162.
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Os dados obtidos pelas técnicas de espectroscopia de ressondncia magnética
nuclear foram interpretados de maneira andloga ao discutido anteriormente no item 4.2.3 e
os valores comparativos para os sinais de hidrogénio e carbono entre os tetrazois e
oxadiazois encontram-se na Tabelas 26 e 28 (p. 110 e 112). Os escpectros correspondentes

de RMN de 'H, *C e DEPT 135 se encontram no Apéndice (p. 163).

428  2,34-Tri-O-benzil-6-desoxi-6-(5-fenil-1,3,4-oxadiazol-2-tiolil)-a-D-glicopiranosideo
de 2,3,4-tri-O-benzil-6-desoxi-6-(5-fenil-1,3,4-oxadiazol-2-tiolil)-a-D-glicopiranosila
163)

ﬁ/\p
’&éfb

Na reacédo de S-alquilagdo do 5-fenil-1, 3,4-oxadiazol-2-tiol em C-6 foi obtido 163

sob a forma de um 6leo.

No espectro na regido do infravermelho foi observado, entre outras bandas,
aquelas referentes ao estiramento das ligacdes C-H em 3030 cm™ e 2918 cm?, e C-O em
1208 e 1063 cm™. Corroborando com a proposta de substitui¢do nucleofilica do triflato,
ndo foram observados as bandas referentes aos estiramentos das ligagbes S=0 em 1411

cm™,

35 | 988
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Figura 134 - Espectro no IV de 163.
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Caracterizagéo das substéancias sintetizadas

Os dados obtidos pelas técnicas de espectroscopia de ressondncia magnética

nuclear foram interpretados de maneira andloga ao discutido anteriormente no item 4.2.3 e

os valores comparativos para os sinais de hidrogénio e carbono entre os tetrazois e

oxadiazois encontram-se na Tabelas 26 e 28 (p. 110 e 112). Os escpectros correspondentes
de RMN de 'H, *C e DEPT 135 se encontram no Apéndice (p. 163).

429

2,3,4-Tri-O-benzil-6-desoxi-6-(5-piridin-4-il-1,3,4-oxadiazol-2-tiolil)-a-D-
glicopiranosideo de 2,3,4-tri-O-benzil-6-desoxi-6-(5-piridin-4-il-1,3,4-oxadiazol-2-
tiolil)-a-D-glicopiranosila (164)
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Na reacdo de S-alquilacdo do 5-piridil-1, 3, 4-oxadiazol-2-tiol em C-6 foi obtido

164 sob a forma de um 6leo.

No espectro na regido do infravermelho foi observado, entre outras bandas,

aquelas referentes ao estiramento das ligagcdes C-H em 3030 cm™ e 2925 cm™, e C-O em

1213 e 1062 cm™. Em concordancia com a proposta de substituicdo nucleofilica do triflato,

ndo foram observadas as bandas referentes aos estiramentos das liga¢bes S=0 em 1411 cm”
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Figura 135 - Espectro no 1V de 164.
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Os dados obtidos pelas técnicas de espectroscopia de ressondncia magnética
nuclear foram interpretados de maneira analoga ao discutido anteriormente no item 4.2.3 e
os valores comparativos para os sinais de hidrogénio e carbono entre os tetrazois e
oxadiazois encontram-se nas Tabelas 26 e 28 (p. 110 e 112). Os espectros correspondentes

de RMN de 'H, *C e DEPT 135 se encontram no Apéndice (p. 163).
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Caracterizagao das substéancias sintetizadas

Tabela 25 - Dados do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) dos tetrazdis e oxadiazois

N

N N—N , 5
N//\ /\N > NN h N N’N\
N N1 6 N y N 6 N>\©
OBn OBn n (o)
OBn OBn OBn OBn
O 160 o d OBn 161 OBn
BnO BnO
BnO BnO
Atrib. o ppm M JHz o ppm M JHz o ppm M JHz oppm M JHz
5,06 d 3,6 Ji-2
H-1 5,04 d 3,9 J12 5.02-4,95 m i 5,09 d 3,6 Ji2 5,03-4,99 m -
H-2 3,41 dd 9,23 | 3,41-3,34 m - 3,47-3,41 m - 3,46-3,40 m -
H-3 4,08 t 9,2 Jo-3 4,09-4,01 2t 9,3 J23 410 t 9,2 Jo3 411 t 9,2 Jo3
3,41-3,34 m - 3,61 t 9,8 Ja4
H-4 3,36 t 9,4 Jz4 2.8 t 9.8 Jou 3,47-3,41 m - 3,46-3.40 m i
4,50 m -
H-5 4,47-4.40 m - 424 d 10,0 Jus 4,69-4,43 m - 4,69-4,37 m -
H-6a 4,47-4,40 m - 4,50-4,40 m - 4,69-4,43 m - 4,20 dd 14 4186‘]\]5:6
4,9Js6 | 4,74-4,60 m i 4,69-4,37 m )
H-6b 4,59 dd X ’ ’ 29Js6 | 4,69-4,43 m - ’ ! 3,4 Js6
14,4 Jes | 3,98-3,93 dd 14.5 Jos 3,99 dd 14.6 Jos
5,02 d 11,8 J77 -
4.98 d 10.8 J 5,02-4,95 m i 5,01 d 10,7 J77 5,03-4.99 m )
4,92-4,84 m 4,92 d 12,8 J77
PhCH> 4,88 d 10,9 J77 - 4,95-4,87 m -
4,82 d | 1083, | 44601 m : 489 d 108377 | 469-4.37 m :
165 < ST 450-440 | m 4,69-4,43 m - oY
arom 7,35-7,22 m - 7,36-7,23 m - 8,09-7,20 m - 8,04-7,09 m -
H-5 (N?) 8,44 S - 8,46 S - - - - - - -
H-5 (N%) - S 8,38 S - - - - - - -
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Tabela 26 - Dados do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) dos tetrazdis e oxadiazois

O Noae

N/N§N < NI < N . ~ |

>=N/ =N , AN >—,—o N
'Y /,L S N S 2 5/0
6 6 6 IS
Bnil)no ° o8N Br]CI;nO 1 o8n Bn(I;no ) 1 QBN
OBn OBn
162 OBn o OBn 164 o d OBn
BnO BnO

Atrib. oppm JHz oppm M JHz oppm M JHz
H-1 5,02 3,3J12 5,18 d 3,4 J12 5,18 d 3,412
H-2 3,48-3,41 : 3,60 dd 34 Jiz 3,60 dd 9.1 33

9,3 J23

H-3 4,05 t 9,2 J23 4,10 t 9,3 J23 4,11 t 9,1 J34
H-4 3,48-3,41 m - 3,55-3,37 m - 3,45 t 9,7 Jas
9,3J4s 9,7 Jas 9,7 Jas

H-5 4,34 52 Js6 4,37 ddd 6,3 Js6 4,38 ddd 6,4 Js.6
9,3 Js6 3,2 Js6 3,2 Js6
H-6a 3,68-3,57 m - 3,55-3,37 m - 3,57 dd 13,1 Jsa-6b
H-6b 3,68-3,57 m - 3,55-3,37 m - 3,38 ddd 6,4 Js6
4,97 d 10,8 J7.7 4,99 d 10,9 J77 4,98 d 10,8 J7.7

PhCH, 4,88 d 11,0 J77 4,92 d 10,9 J7.7 4,94 d 11,0 J77
- 4,85 d 11,1 J77 4,87 d 10,9 J77 4,87 d 10,8 J7-7
4,65-4,57 m - 4,75 S - 4,65 d 11,0 J77

8,77 d 2,4 Jom

arom 7,50-7,19 : LT m : 7,79 d 2,4 Jorm

' ' 7,34-7,16 m -
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Caracterizagao das substéancias sintetizadas

Tabela 27 - Dados do espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCls) dos tetrazois e oxadiazois

AT
7\ N\N/N N—N
OBn o
Bn(;no 1 OBn
g OBn 150 OBnO . -
BnO
BnO
Atrib. o ppm o ppm o ppm oppm
C-1 93,9 94,4/94,2 93,8 93,7/93,6
C-2 79,4 79,5 78,2 79,10u 779
C-3 81,8 81,9/81,5 81,8 81,7/81,6
C-14 78,1 78,1/77,4 79,5 79,10u 779
C-5 68,9 69,1/68,9 68,9 68,9
C-6 52,7 52,6/47,9 52,9 52,6/46,8
PhCH> 75,8/75,8/75,4/75,3/73,6/73,5 75,8/75,3/73,3 75,7/75,5/75,1/73,3/72,9
(138,4/138,3/138,2/138,1/
137,8/137,7) ipso
_ (138,4/138,3/1_38,1/138,0/ (138,5/138,4/137.9) ipso 131,0/130,4/129,3/128,9/128,7/1
(138,5/138,3/138,0) ipso 137,9)ipso 130.4/129.0/128.7/128.6/12 28,6/
arom 128,7/128,3/128,2/128,1/ | 128,8/128,7/128,6/128,5/128,4/ 8 3i28 2/i28 1/1’27 9/1’27 5 128,5/128,4/128,3/128,2/128,1/1
127,9/127,5 128,3/128,2/128,1/128,0/127,9/ | ™ ’(127 ;1) ipsd ’ 28,0/
127,5/127,4 ’ 127,9/127,8/127,6/127,3/127,1/1
26,9
(124,2/124,1) ipso
C-5(NY - 143,0 - 155,8
C-5 (N?) 152,9 153,0 165,2 165,0
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Tabela 28 - Dados do espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCls) dos tetrazdis e oxadiazois

N
2N
@ s S AN |
N N N 5 N 5 NS
' @ " ) : = 'S
N 2' 2 N
S 5/0
s

S>?N / QT S ° N/\\ ©
_— O
6 >/N 6 >/ 6
BnO 0 S BnO 0 S 8O 0
BnO . OBn BnO . OBn 81O . OBn
162 OBn - 163 OBn oBn 164 OBn
3£ o) g n (0] o o) g OBn
BnO BnO BnO
Atrib. oppm oppm oppm
C-1 93,5 93,3 93,3
C-2 79,8 ou 79,2 79,4 79,3
C-3 81,4 81,5 814
C-4 79,8 ou 79,2 80,0 79,9
C-5 69,5 69,7 69,7
C-6 35,6 34,8 347
PhCH> 75,7/75,3/73,2 75,7/75,3/73,3 75,7/75,3/73,2
. (138,6/137,9) ipso 150,7
vom | 130 /(11598’9512276?@3&_;22'535123 o|  131,7/129,1/128,6/128 5/128 4/ (138,4/137.8) ipso
' ' (12;[ 3) ip'so ' ' 128,0/127,7/1?7,4/126,7 130,8/128,6/128,5/128,4/128,3/
' (123,7) ipso 127,9/127,8/127,7/127,2/120,1
Cc-2 - 164,3 ou 165,8 163,8 ou 165,9
C-5 154,2 164,3 ou 165,8 163,8 ou 165,9
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Parte Experimental

5 Parte Experimental

5.1 - Materiais e Métodos

As faixas de fusdo foram determinadas em aparelho Mettler FP8OHT Central
Processor acoplado ao aparelho FP82HT Hot Stage e ao microscépio Olympus CH-2 e nao
foram corrigidas.

As leituras de rotagdo Optica foram feitas em polarimetro Perkin-Elmer 341 e as
andlises elementares foram realizadas em aparelho Perkin-Elmer 2400 CHN e CHNS.

Os espectros vibracionais na regido do 1V foram registrados em aparelhos Bomem
MB-Series com Transformada de Fourrier e Perkin-Elmer Spectrum One SP-IR. Laser com
nimero de onda igual a 15799,7; 32 varreduras de 4000-400 cm™ com resolugdo de 4 cm™
em pastilhas de KBr.

Os espectros de RMN de *H e RMN de *3C foram registrados em espectrémetros
BRUKER AVANCE DRX/400 e DPX/200. Como referéncia interna foi utilizado o
tetrametilsilano.

Para a obtengdo dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
foram utilizados os seguintes pardmetros: NS=16, DS=2, DE=6,00 usec, TE=300 K, D1=
1,00 sec.

Para a obtencdo dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono
treze foram utilizados os seguintes parametros: NS= (varidvel de 200 & 1K), DS=4,
DE=6,00 psec, TE=300 K, D1= 1,00 sec.

As andlises foram realizadas no Departamento de Quimica da UFMG, com
excecao dos espectros vibracionais na regido do IV que foram feitos no Departamento de
Quimica da UFJF e no Departamento de Produtos Farmacéuticos da UFMG.

Para CCD foi utilizada silica gel 60 G Merck sobre lamina de vidro. A espessura
da camada de silica foi de 0,25 mm. Para CCS foi utilizada silica gel (0,063-200 mm/70-
230 mesh ASTM) Merck.

5.1.1 Purificacdo de solventes e ativacao de reagentes

e N,N-dimetilformamida anidra (PERRIN et al., 1980)
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Em um baldo de fundo redondo contendo DMF foi adicionado sulfato de
magnésio anidro que ficou sob repouso durante um dia. Em seguida este foi removido por

filtracdo e o sobrenadante foi destilado sob presséo reduzida.

e Metanol anidro (PERRIN et al., 1980)
Em um baldo de 1L foram adicionados 100 mL de metanol, 5g de magnésio
metalico e 500 mg de iodo. A mistura foi colocada sob agitacdo magnética e refluxada até
descoloracdo. Em seguida foram adicionados mais 700 mL de metanol a mistura, esta foi

refluxada por mais 3 horas e destilada.

e Piridina anidra (PERRIN et al., 1980)
Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 4 g de hidroxido de potassio
em 250 mL de piridina que foi deixada sob repouso durante 2 semanas. Em seguida o
sobrenadante foi submetido a uma destilagdo fracionada e estocado sob atmosfera de

nitrogénio.

e Tetra-hidrofurano anidro (PERRIN et al., 1980)
Em um baldo de 1L foram adicionados 800 mL de THF e, cuidadosamente,
pequenas por¢des de hidreto de célcio. A mistura foi refluxada sob agitacdo magnética por
3 horas e destilada. Em seguida foram adicionados um fio de sédio metélico e acetofenona,

a mistura foi refluxada até atingir a coloracéo azul e redestilada.

e Cloreto de tosila (adaptado de PERRIN et al., 1980)

Em um funil de decantacdo contendo uma solucdo de cloreto de tosila em
diclorometano foi adicionada uma solucdo aquosa de hidréxido de sédio 10 % p/v. Apds a
extracdo a fracdo organica foi lavada por mais trés vezes com solucdo aquosa de hidroxido
de sodio 10 % m/v, secada com sulfato de sédio anidro e destilada completamente em

evaporador rotatorio.
¢ Resina Amberlite IRA 120 (CARVALHO, 2001)

Em um béquer foram adicionados 6 g de resina amberlite IRA 120 e 60 mL de

acido cloridrico 1 mol L. Esta mistura foi deixada sob temperatura ambiente e agitagio
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magnética por 3 h. Em seguida a mistura foi filtrada, a resina foi lavada com agua destilada
até pH 5,5 e por fim lavada com metanol e secada.

e Trealose anidra (SANTQOS, 2007)
Em um baldo de fundo redondo contendo 60 mL de etanol anidro foram
adicionados 10 g de a.o-trealose di-hidratada. Ap6s 30 minutos de refluxo o etanol foi

destilado sob presséo reduzida, sendo obtidos 8,95 g da trealose anidra.

e Observacéo:
Os demais solventes utilizados (acetato de etila e hexano) foram submetidos a

destilacdo simples, quando se julgou necessario.

5.1.2 Reveladores usados em CCD
e jodo sublimado (primeira opcéo)

e 4cido sulfarico/etanol 2:8 v/v seguido de aquecimento em estufa (segunda op¢éo)

5.1.3 Descarte de cianeto de potassio (PERRIN et al., 1980)
A solucdo aquosa de cianeto de potéssio, sob agitacdo magnética, foi adicionada
uma solucdo aquosa de sulfato ferroso 5%, cloreto férrico 1% e entdo acidificadas com

acido cloridrico 6 mol L.

5.2 - Sintese

5.2.1 Obtencdo de 2-benzamido-2-desoxi-D-glicopiranose (129« e 129p) (adaptado de
BADARO, 1997)

OH OH
0 o
HO S0,% » 2 HO
HO HO
NH OH NI OH
128 2 1290/p BZ

Em um baldo de fundo redondo contendo uma solucdo aquosa (50 mL) de
hidrogenocarbonato de sodio (4,42 g; 52,6 mmol), sob agitagdo magnética, foi adicionado
o sulfato de glicosamina (4,00 g; 8,8 mmol). Apds o desprendimento de didxido de

carbono, a solucdo foi resfriada em banho de gelo. A esta foi adicionada lentamente uma

115



solucdo a 0 °C de cloreto de benzoila (2,1 mL; 17,9 mmol) em acetona (50 mL). O
desenvolvimento da reacdo foi acompanhado por CCD (eluente: acetato de etila/metanol
7:3 vlv, Rf 0,66). Com o término da reacdo, apos 5 horas, esta foi concentrada em
evaporador rotatorio conectado a uma bomba de vacuo a temperatura de 25 °C, o
precipitado branco formado foi isolado por filtracdo e lavado com diclorometano. Foram
obtidas, com 70 % de rendimento, 3,5 g (12,3 mmol) de uma mistura dos produtos 129« e
129p.

FM: C13H17NOs

MM: 283,3 g mol?

Aspecto fisico: Solido branco

RMN de H: Tabela 1 (p. 48)

RMN de 3C: Tabela 2 (p. 49)

Tabela 29 - Dados do espectro no 1V (KBr) de 129q4/p

v cmt LigagGes Quimicas v cmt Ligacdes Quimicas
3335 O-H./ N-H, 1544 N-Hs/ C-Ny
3062 C-H, 1326 O-Hs
2944 C-Hv 1126 C-OH.,

2880 C-H. 1029 C-OH,
1635 C=0., 778/688 C-Hs

5.2.2 Obtencdo de 2-benzamido-2-desoxi-a-D-glicopiranosideo de metila (130) (SOUZA

FILHO, 1985)
OH OH
0 o)
HO HO
HO o > HO
NH NH
129 Bz 130 BZ och,

Em um baldo de fundo redondo contendo 1,00 g de 2-benzamido-2-desoxi-
glicopiranose (3,5 mmol) foram adicionados 40 mL de metanol anidro e 2,00 g de resina
amberlite cationica IRA 120. A mistura reagente foi deixada sob agitacdo magnetica lenta
e temperatura de refluxo. A evolugdo da reacdo foi acompanhada por CCD (eluente:

acetato de etila/metanol 9:1 v/v, Rf 0,65) e ap6s 48 horas, quando foram consumidos 0s
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materiais de partida (129« e 129p), a resina foi filtrada rapidamente a quente e lavada com
metanol a 50 °C. O solvente foi destilado em evaporador rotatorio e o sélido pardo
formado foi lavado com acetona a 0 °C, resultando em 0,62g de um sélido branco 130«
(2,2 mmol) com 60 % de rendimento.

FM: C14H19NOe¢

MM: 297,3 g mol?

Aspecto fisico: Sélido branco

RMN de *H: Tabela 3 (p. 51)

RMN de 3C: Tabela 4 (p. 53)

Tabela 30 - Dados do espectro no 1V (KBr) de 130

v cmt LigagGes Quimicas v emL Ligacdes Quimicas
3478 O-H. 1626 c=0.

3343 N-H. 1539 N-Hs/ C-Ny
3070 C-H, 1040 C-OH,

2910 C-Hv 719 C-Hs

5.2.3 Tentativa de obtencdo de 2-benzamido-2,6-di-desoxi-6-iodo-a-D-glicopiranosideo
de metila (131) e obtencdo de 1,6-anidro-2-benzamido-2-desoxi-s-D-glicopiranose
(137) (GAREGG & SAMUELSSON, 1980)

| OH ]

HO HO

HO 4% HO —

NH NH
Bz

131 OCH;3

130 OCHg HO 137 NH

Em um baldo de fundo redondo acoplado a um condensador de refluxo, conectado
a uma saida para nujol, foram solubilizados 301,2 mg do intermediario 130 (1,0 mmol) em
15 mL de acetonitrila. Sob agitacdo magnética foram adicionados, vagarosamente, 398,6
mg (1,5 mmol) de trifenilfosfina, 103,5 mg (1,5 mmol) de imidazol e 463,2 mg (1,8 mmol)
de iodo. Em seguida a mistura reagente foi deixada sob refluxo. O desenvolvimento da
reacdo foi acompanhado por CCD (eluente: acetato de etila/metanol 9,5:0,5 v/v, R 0,67).
Com o término da reacdo, ap6s 3 horas, foram adicionados 40 mL de acetato de etila e 40
mL de uma solucdo saturada de Na»S»03.5H,0. A fase aquosa foi separada em funil de
decantagdo e extraida novamente com acetato de etila (3x40mL). As fracbes organicas

foram reunidas e destiladas completamente em evaporador rotatorio sob temperatura de 25
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°C e alto vacuo. O sélido obtido foi submetido a CCS (hexano, com gradual aumento de
acetato de etila) fornecendo 70 mg (0,3 mmol) do produto 137 com 30 % de rendimento.
FM: C13H15sNOs
MM: 265,3 g mol*
Aspecto fisico: Solido branco
RMN de *H: Tabelas 5 (p. 54)
RMN de C: Tabelas 6 (p. 57)

5.2.4 Obtencdo de 2-benzamido-2-desoxi-6-O-p-toluenossulfonil-a-D-glicopiranosideo
de metila (138) (PEDROSA, 2003)

OH OTs

HO HO
HO » HO

130 NH 138 NH
Bz OCHj Bz

OCHjg

Em um baldo de fundo redondo contendo uma solucdo de 675 mg (3,5 mmol) de
cloreto de tosila em 3,5 mL de piridina foi adicionada uma solucgéo de 215 mg (0,7 mmol)
de 2-benzamido-2-desoxi-a-D-glicopiranosideo de metila (130) em 3,5 mL de piridina. A
mistura reagente foi deixada sob agitacdo magnética e temperatura ambiente. Sua evolucao
foi acompanhada por CCD (eluente: acetato de etila, Rf 0,64). Ap6s 3 horas, tendo sido
consumido o material de partida, foram adicionados gelo picado e uma solucdo gelada de
acido cloridrico 3 mol L™ até pH 1. A mistura reagente foi transferida para um funil de
separacdo, extraida com diclorometano (4x40 mL). Em seguida foi adicionado sulfato de
sodio anidro a fase organica e apds 15 minutos filtrou-se a solucdo e a fase organica foi
destilada. Apos CCS (hexano/acetato de etila 1:1 v/v, com aumento gradual de acetato de
etila), 138 (248 mg, 0,5 mmol) foi obtido como um sélido branco com 76% de rendimento.

FM: C21H25NOgS

MM: 451,5 g mol*

Aspecto fisico: Sélido branco

Anélise elementar:

Calculado C55,9;H5,6; N 3,1

Encontrado C 55,5; H5,5; N 2,8

RMN de H: Tabelas 7 (p. 58)

RMN de 13C: Tabelas 8 (p. 60)
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Tabela 31 - Dados do espectro no 1V (KBr) de 138

v cmt LigacBes Quimicas v cmt LigacBes Quimicas
3387 O-Hv/N-Hv 1458 CHss
2923 C-H. 1176 S=0,
2200 *N-H, 1061 C-OH,
1639 C=0., 828 C-Hs
5.2.5 Tentativa de obtencéo de 2-benzamido-2-desoxi-a-D-glico-

heptapiranosidurononitrila de metila (139a) e obtengéo de 3,6-anidro-2-benzamido-
2-desoxi-a-D-glicopiranosideo de metila (139b) (SUGIHARA et al., 1963;
BEHRENS, 1985)

CN

OTs
o
0 0 ~o OCHs
HO HO
HO % HO —
NH NH
138 Bz

139a BZ och, 138 OCH;4 HO 139 NH

Em um baldo de fundo redondo; acoplado em série a um condensador de refluxo,
uma saida para nujol e uma solucdo aquosa de sulfato ferroso 5% e cloreto férrico 1%;
foram solubilizados 389 mg (6,0 mmol) de cianeto de potassio em 8 mL de metanol anidro.
A esta solucdo foram adicionados 450 mg (1,0 mmol) do intermediario 138 sob agitacdo
magnética e 40°C. O desenvolvimento da reacdo foi acompanhado por CCD (eluente:
acetato de etila, Rf 0,40) e ap0s 24 horas, consumido o material de partida, os solventes
foram eliminados sob pressdo reduzida. Foram adicionados &gua e diclorometano, a
mistura foi transferida para um funil de separacdo, extraida com diclorometano (3x40 mL).
As fragdes orgénicas foram reunidas e destiladas em evaporador rotatério. Apés CCS
(hexano/acetato de etila 3:7 v/v, com aumento gradual da propor¢do de acetato de etila)
182 mg (0,65 mmol) do intermediario 139b foram obtidos com 65 % de rendimento na
forma de um sélido branco.

FM: C14H17NOs

MM: 279,3 g mol*

Aspecto fisico: Sélido branco

RMN de *H: Tabela 9 (p. 62)

RMN de C: Tabela 10 (p. 64)
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5.2.6 Obtencdo do 2-benzamido-3,4-di-O-benzoil-2-desoxi-6-O- p-toluenossulfonil-o-D-
glicopiranosideo de metila (140) (BADARO, 1997)

OTs OTs
(0] (@]
HO BzO
HO — Bz0
NH 140 NH
1388 Bz ocH, = BzocH,

Em um baldo de fundo redondo contendo uma solu¢do com 1,1 mL (9,0 mmol) de
cloreto de benzoila em 1,5 mL de piridina foi adicionada uma solucdo contendo 120 mg
(0,3 mmol) de 138 em 1,5 mL de piridina. A mistura reagente foi mantida sob temperatura
ambiente e agitacdo magnética por 30 horas. Sua evolucdo foi acompanhada por CCD
(eluente: hexano/acetato de etila 6:4 v/v, Rt 0,54). Apos consumido o material de partida
foram adicionados 10 mL de gelo picado e uma solucédo gelada de acido cloridrico 3 mol L
! até pH 1. A mistura reagente foi transferida para um funil de separacio e lavada com
diclorometano (4x40 mL). As fracdes organicas foram reunidas e destiladas em evaporador
rotatério. Apos CCS (hexano com aumento gradual de acetato de etila) o intermediario 140
(158 mg, 0,3 mmol) foi obtido com 90% de rendimento na forma de um solido branco.

FM: C35H33NO10S

MM: 659,7 g mol*

Aspecto fisico: Sélido branco

RMN de H : Tabela 11 (p. 66)

RMN de C : Tabela 12 (p. 68)

5.2.7 Tentativa de obtencdo do 2-benzamido-3,4-di-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glico-
heptapiranosidurononitrila de metila (133) e obtencdo de 2-benzamido-2-desoxi-a-
D-glico-heptapiranosidurononitrila de metila (139a) (SUGIHARA et al., 1963;
BEHRENS, 1985)

CN

OTs CN
e} o) o}
BzO BzO HO
BzO % BzO —— m
NH NH NH
140 139a

133 Bz ocH, 140 Bz ocH, BZ OCH,

Em um baldo, acoplado em série a uma saida para nujol e uma solugdo aquosa de
sulfato ferroso 5% e cloreto férrico 1%, foram solubilizados 234 mg (3,6 mmol) de cianeto
de potassio em 5 mL metanol anidro. A esta solucdo foram adicionados 350 mg (0,5
mmol) do intermediario 140 em 2 mL DMF. A mistura reagente foi deixada sob agitacao

magnética a temperatura ambiente por 140 horas. Sua evolucao foi acompanhada por CCD
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(eluente: hexano/acetato de etila 4:6 v/v, R¢ 0,06). Apos consumido o material de partida os
solventes foram eliminados sob pressdo reduzida. Foram adicionados &agua e
diclorometano, a mistura foi transferida para um funil de separacdo, extraida com
diclorometano (3x40 mL), entdo as fracGes organicas foram reunidas, secadas com sulfato
de so6dio anidro e destiladas em evaporador rotatorio. Apés CCS (hexano/acetato de etila
1:9 v/v, com aumento gradual de acetato de etila) foram obtidos 40 mg de uma mistura
contendo o intermediario 139a como minoritario.

FM: C15H18N20s

MM: 306,3 g mol*

Aspecto fisico: Solido branco

5.2.8 Obtencdo de 2-benzamido-3,4-di-O-benzil-2-desoxi-6-O- p-toluenossulfonil-a-D-
glicopiranosideo de metila (141a) e do subproduto 3,6-anidro-2-benzamido-4-O-
benzil-2-desoxi-a-D-glicopiranosideo de metila (141b) (PIETRASKIEWICZ &
JURCZAK, 1984; CHATTOPADHYAY et al., 1997)

OTs OTs
o)
0 Q ~o OCH;
HO BnO
HO ——> BnO +
138 By OCH, 141a By OCH, BO 141b NH

Em um baldo foram adicionados 200 mg (0,4 mmol) do intermediario 138
solubilizado em 2,5 mL diclorometano. A esta solu¢do foram adicionados 71 mg (0,2
mmol) de brometo de tetrabutilaménio (TBAB) e 0,6 mL de uma solucdo aquosa de
hidroxido de sédio 25% m/v. Apds 30 min, sob agitacdo vigorosa, foi adicionado 0,3 mL
(2,2 mmol) de brometo de benzila. A reacdo ocorreu sob agitacdo magnética vigorosa e
temperatura ambiente. Sendo verificado o consumo do material de partida por CCD
(eluente: hexano/acetato de etila 1:1 v/v, Rfs3a 0,53, Rf s3n 0,18) ap06s 72 horas foram
adicionados 40 mL de diclorometano e 40 mL &gua. A mistura foi transferida para um funil
de separacdo, extraida com diclorometano (3x40 mL). As fracOes organicas foram
reunidas, secadas com sulfato de sodio anidro e destiladas. Apos CCS (hexano com
aumento gradual de acetato de etila) 120 mg (0,13 mmol) do intermediario 141a e 60 mg
(0,29 mmol) do intermediario 141b foram obtidos como sélidos com 50% e 37 % de
rendimentos, respectivamente.

FM 141a: C3sH37NOgS
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FM 141b: C21H23NOs

MM 141a: 631,7 g mol*

MM 141b: 369,4 g mol*

Aspecto fisico 141a: Sélido branco
Aspecto fisico 141b: Sélido pastoso
RMN de *H 141a: Tabela 13 (p. 71)
RMN de 3C 141a: Tabela 14 (p. 73)
RMN de *H 141b: Tabela 15 (p. 74)
RMN de 13C 141b: Tabela 16 (p. 76)

5.2.9 Obtencédo de 2-benzamido-3,4-di-O-benzil-2-desoxi-a-D-glico-
heptapiranosidurononitrila de metila (142) (RED IIl A. L. et al., 1994)
OTs CN
o o
BnO BnO
BnO — BnO
dla EIZH OCHj 142 E"; OCHj3

Em um baldo, acoplado em série a uma saida para nujol e uma solugcdo aquosa de
sulfato ferroso 5% com cloreto férrico 1%, foram adicionados 150 mg (0,2 mmol) do
intermediario 141a e 15 mL tetra-hidrofurano. A esta solucdo foram adicionados, sob
agitacdo magnética vigorosa e temperatura ambiente, 95 mg (0,3 mmol) de éter 18-coroa-6
e 280 mg (3,6 mmol) de cianeto de potassio. Sendo verificado o consumo do material de
partida por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 6:4 v/v, R 0,50) ap6s 120 horas, a
mistura reagente foi destilada em evaporador rotatério. Em seguida, foram adicionados 40
mL de diclorometano e 40 mL de agua e a mistura foi transferida para um funil de
separacdo e extraida com diclorometano (3x40 mL). As fracdes organicas foram reunidas,
secadas com sulfato de sédio anidro e destiladas em evaporador rotatério. Apés CCS
(hexano com aumento gradual de acetato de etila) 60 mg (0,1 mmol) do intermediario 142
foram obtidos sob a forma de um solido branco com 52 % de rendimento.

FM: C29H30N20s

MM: 486,6 g mol*

Aspecto fisico: Solido branco

RMN de H: Tabela 17 (p. 78)

RMN de 13C: Tabela 18 (p. 80)
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5.2.10 Método Geral para a obtencédo dos tetrazdis (144a, 144b, 145 e 148) e 1, 3, 4-
oxadiazois (149 e 150) alquilados da glicosamina.(PEDROSA, 2003)

OTs

BnO Q
BnO
141 b
a BZOCH

reagentes
K,CO;3, acetona

R
BnO 0
BnO
NH

BZocH,

Reagentes Substituintes
SH
H Ph N Ph "’\“7"1/ N o /N\
-
i W=l Swos=] N 144aR:||/ M 144bR= l/ \N% 5R=| /N‘%
N\N// N NSy N/ N,/ =y
SH SH
5 5%
o} o] 5‘%
we-] N 1= N Ph_ o/g o/g
S =~ N7 N\ 149 R= N 150 R= N
Ph 4-P 148 R= | N ~./ ~. 7/
Y N/ N N
=y Ph 4-Py

Em uma solucdo de 0,26 mmol de tetrazol (13, 79 e 81) ou oxadiazol (146 e 147)
em 5 mL de acetona anidra foi adicionado K>CO3 (2,62 mmol). Em seguida 0,17 mmol do
tosilato 141a foi adicionado. A mistura reagente foi deixada sob refluxo por uma noite (ou
sob radiacdo de microondas, com tempos diferenciados para cada reacdo). Sendo
verificado a formacdo do produto por CCD o solvente da reacdo foi destilado sob presséo
reduzida. O residuo foi diluido com &gua (30 mL) e lavado com diclorometano (3x30 mL).
A fase organica foi entdo concentrada e submetida a CCS (hexano com aumento gradual de

acetato de etila).

5.2.10.1 2-Benzamido-3,4-di-O-benzil-2,6-didesoxi-6-(tetrazol-1-il)- o-D-

glicopiranosideo de metila (144a)

N—N

I\
i

FM: C29H31NsOs

MM: 529,59 g mol*
o Aspecto fisico: solido pastoso
Rendimento: 10%(180 min sob M.O.)
Rf0,2 (7:3 Hex:AcOEt)
[«] +60,5° (CHCI3)
Anélise elementar:
Calculado C 65,77; H 5,90; N 13,22
Encontrado C 65,54; H 5,81; N 13,57
RMN de tH: Tabela 19 (p. 90)
RMN de 3C: Tabela 20 (p. 91)
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5.2.10.2 2-Benzamido-3,4-di-O-benzil-2,6-didesoxi-6-(tetrazol-2-il)- o-D-

glicopiranosideo de metila (144b)

7\
N N

N, 7

FM: C29H31NsOs

MM: 529,59 g mol*

Aspecto fisico: sélido pastoso
Rendimento: 65%(180 min sob M.O.)
Rf0,3 (7:3 Hex:AcOEt)

[ +65,6° (CHCI3)

Anélise elementar:

Calculado C 65,77; H 5,90; N 13,22
Encontrado C 65,54; H 5,81; N 13,57
RMN de tH: Tabela 19 (p. 90)

RMN de 3C: Tabela 20 (p. 91)

52103 2-Benzamido-3,4-di-O-benzil-2,6-didesoxi-6-(5-feniltetrazol-2-il)-o-D-

glicopiranosideo de metila (145)

NH
145
= BZ ocH,

124

FM: CssHasNsOs

MM: 605,68 g mol*

Aspecto fisico: sélido pastoso
Rendimento: 80% (150min sob M.0O.)
R¢0,3 (7:3 Hex:AcOEt)

[a]} +125,5° (CHCl3)

Anélise elementar:

Calculado C69,41; H5,82; N 11,56
Encontrado C 69,49; H 5,98; N 11,36
RMN de 'H: Tabela 19 (p. 90)

RMN de 13C: Tabela 20 (p. 91)



Parte Experimental

52104
glicopiranosideo de metila (148)
QL.
=
N
S
(0]
BnO
BnO
148 S? OCH

52105

2-Benzamido-3,4-di-O-benzil-2,6-didesoxi-6-(1-fenil-tetrazol-5-tiolil)-o-D-

FM: CasH3sN505S

MM: 637,75 g mol*

Aspecto fisico: solido pastoso

Rendimento: 76% (180 min sob M.O.)
R¢0,5 (7:3 Hex:AcOEt)

[a]5 +90,2° (CHCI5)

Anélise elementar:

C 65,92; H5,53; N 10,98
C 66,18; H5,79; N 10,68
RMN de *H: Tabela 19 (p. 90)

RMN de 3C: Tabela 20 (p. 91)

Calculado

Encontrado

2-Benzamido-3,4-di-O-benzil-2,6-didesoxi-6-(5-fenil-1,3,4-oxadiazol-2-

tiolil)-~D-glicopiranosideo de metila (149)

149 NH

FM: CasHzsN30eS

MM: 637,74 g mol*

Aspecto fisico: sélido pastoso
Rendimento: 87% (120 min sob M.O.)
R¢0,5 (7:3 Hex:AcOEt)

[«] +186,0 (CHCI3)

Anélise elementar:

C 67,80; H5,53; N 6,59
Encontrado C 67,93; H 5,37; N 6,88
RMN de *H: Tabela 19 (p. 90)

RMN de 13C: Tabela 20 (p. 91)

Calculado
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5.2.10.6 2-Benzamido-3,4-di-O-benzil-2,6-didesoxi-6-(5-piridin-4-il-1,3,4-oxadiazol-
2-tiolil)--D-glicopiranosideo de metila (150)

/ Ny FM: C35H34N4O06S
N
N>\: N = MM: 638,73 g mol*

s Aspecto fisico: solido pastoso
o Rendimento: 82% (120 min sob M.O.)
o Rt 0,3 (7:3 Hex:AcOEt)
0B e, [a]) +73,7 (CHCIs)

Anélise elementar:

Calculado C 65,81; H5,37; N 8,77
Encontrado C 65,54; H 1,16; N 8,28
RMN de *H: Tabela 19 (p. 90)

RMN de 3C: Tabela 20 (p. 91)

5.2.11 Obtencéo de 6-O-trifenilmetil-o-D-glicopiranosideo de 6-O-
trifenilmetil-o~D-glicopiranosila (154) (GILBERTSON 1995)

OH
HO
0
HO
HO OH
OH
89 OH
HO

Em um baldo contendo 0,5 g de «,a-trealose anidra (1,46 mmol) foram adicionados 10
mL de piridina. A mistura foi submetida a agitacdo magnética a temperatura ambiente por 30 min
até a formacdo de uma suspensdo. A esta suspensdo foram adicionados 2,4 g de cloreto de tritila
(8,61 mmoil) e entdo aquecida a 40°C por 8 horas sob atmosfera de nitrogénio. Apds percebido por
CCD (eluente: diclorometano/metanol 6:1 v/v, R 0,65) o consumo do material de partida e
formag&o do produto di-tritilado, foram adicionados 5 mL de metanol anidro. A solucéo foi
agitada por mais 30 min e concentrada em evaporador rotatorio. Foram obtidos 3,0 g de
um sélido amarelado que foi utilizado sem purificacdo prévia na etapa posterior.

FM: CsoHs0011

MM: 826,93 g mol™*

Aspecto fisico: sélido palha
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5.2.12 Obtencéo de 2,3,4-tri-O-benzil-6-O-trifenilmetil-o-D-glicopiranosideo de
2,3,4-tri-O-benziI6-6-O-trifeniImetiI-wD-incopiranosiIa (155) (GILBERTSON, 1995)

OTr
TrO
HO 0 OH BnO
HO BnO
OH OBn
154 OH
HO

155

Em um baldo sob atmosfera de nitrogénio contendo 3,4 g de hidreto de sddio seco
(142,72 mmol) foi adicionada uma solucéo de 3,0 g de 6-O-trifenilmetil-a-D-glicopiranosideo de
6-O-trifenilmetil-a-D-glicopiranose (sem purificacdo prévia) em 60 mL de DMF. Apds cessado o
desprendimento de gas, foram adicionados 0,04 g de brometo de tetrabutilamdnio (0,12 mmol) e
8,0 mL de brometo de benzila (67,36 mmol). A mistura reagente foi deixada sob temperatura
ambiente e agitacdo magnética por 72 horas, e sendo observada a formagéo do produto por CCD
(eluente: hexano/acetato de etila 8:2 v/v, R¢ 0,80) foram adicionados 150 mL de &gua. A
solucéo foi transferida para um funil de separagdo e lavada com éter etilico (4x80 mL). As fragdes
organicas foram reunidas, concentradas em evaporador rotatorio e submetidas a etapa posterior
sem purificagdo prévia.

FM: Co2Hgs011

MM: 1367,66 g mol*

Aspecto fisico: 6leo castanho

5.2.13 Obtencdo de 2,3,4-tri-O-benzil-a-D-glicopiranosideo de  2,3,4-tri-O-benzil-o-D-
glicopiranosila (153) (GILBERTSON, 1995)

BnO BnO
BnO BnO
OBn
153

Em um baldo contendo 3,8 g do produto hexa-benzilado (sem purificacdo prévia)
foram adicionados 25 mL de diclorometano e 25 mL de metanol. A esta solucdo, foram
adicionados 2,62 g de acido p-toluenossulfonico (13,8 mmol) solubilizados em 25 mL de
diclorometano e 25 mL de metanol. A mistura reagente foi deixada sob temperatura ambiente e

agitacdo magnética por 12 horas, e sendo observada a formagéo do produto por CCD (eluente:
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hexano/acetato de etila 1:1 v/v, Rf 0,40) foram adicionados 15 mL de trietilamina. A reac&o foi
concentrada em evaporador rotatorio e submetida a CCS (hexano/acetato de etila 9:1 v/v com
aumento gradual de acetato de etila).

FM: CssHsg011

MM: 883,03 g mol*!

Aspecto fisico: dleo castanho

Rendimento a partir de 89: 45%

RMN de H: Tabela 21 (p. 93)

RMN de *C: Tabela 22 (p. 93)

Tabela 32 - Dados do espectro no IV de 153

v cmt LigagGes Quimicas v emL Ligacdes Quimicas
3457 OH., 1453 C-Hs
3030 C-H, 1266 C-Ov
2924 C-H, 1208 C-Oy
1728 0-C-0O, 988 C-Hs

5214 Obtencdo de 2,3,4-tri-O-benzil-6-O-trifluorometanossulfonil-a-D-glicopiranosideo de
2,3 ,4-tri-O-benzil-6-O- trifluorometanossulfonil-o-D-glicopiranosila (156)
(GILBERTSON, 1995)

BnO BnO
BnO BnO
OBn OBn
153 156

Em uma solucdo de piridina (0,40 mL, 4,9 mmol) em CHxCl> (12 mL) foi
adicionado, gota a gota, anidrido triflico (1,03 mL, 6,12 mmol). Ap6s 10 min, o banho de
gelo foi removido e a solucdo de 2,3,4-tri-O-benzil-o-D-glicopiranosideo  de
2,3,4-tri-O-benzil-o-D-glicopiranose (1,08 g; 1,22 mmol) em CH2Cl, anidro (13 mL) foi
adicionada. A solucéo foi agitada por 2 horas a temperatura ambiente. Sendo observado o
consumo do material de partida por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 8:2 v/v, Rt
0,80) foi adicionado agua. A mistura foi transferida para um funil de separacéo, extraida
com CH2Cl> (3 x 20 mL), entdo as fracdes orgénicas foram reunidas e concentradas em
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evaporador rotatério. Apos CCS (hexano com o aumento gradual de acetato de etila) foram
obtidos 1,25 g do produto 156 (1,09 mmol, 90%) como um 6leo.

FM: CseHs6F6015S2

MM: 1147,16 g mol™*

Aspecto fisico: 6leo amarelo

RMN de H: Tabela 23 (p. 96)

RMN de *C: Tabela 24 (p. 96)

Tabela 33 - Dados do espectro no IV de 156

v cmt LigacGes Quimicas v cmt LigacBes Quimicas
3066 C-H. 1244 C-Ov

3030 C-H. 1206 C-Ov

2919 C-H. 1142 S=0,

2860 C-H. 1070 C-0-Cv
1411 S=0, 986 C-Hs

1357 C-F. 928 C-Hs

5.2.15 Meétodo Geral para a obtencdo dos tetrazois (158, 159, 160, 161e 162) e 1, 3, 4-
oxadiazois (163 e 164) alquilados da trealose: (PEDROSA, 2003)

oTf R'
TfO R"
o) o)
BnO BnO
BnO OBn BnO OBn
reagentes
BnO > BnO
156 o OBn K,CO3, acetona o OBn
= o 0
BnO BnO
Reagentes Substituintes
y SH A% e e
N N
N\ Ph _N Ph — 'ﬁ/N Nl/ \ | \
\ 158 R'=R"= N 159 R'= N R"= N
1= || NI NH  81= | N - N/ TN Nw.”
N—.” N~ / N /
N N N
V.V
SH SH Ph N Ph N Ph N
=\ ="\ \
o A 160 R=R"= NE 161R'= N% rR= || )
/ 4
146= N 147= N N=y N/ N~y
\N ~ /
Ph 4-Py N
5% °3 %
Ph
AN
N\ 0\ o/<
162 R=R"= | N 163 R=R'= N 164 R=R"= \N
N§N/ \N/ \N/
Ph 4-Py
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Em uma solucédo de 0,52 mmol de tetrazol (13, 79, e 81) ou oxadiazol (146 e 147)
em 7 mL de acetona anidra foi adicionado K2COs3 (5,23 mmol). Em seguida 0,17 mmol do
triflato 156 foram adicionados. A mistura reagente foi deixada sob agitacdo magnética por
uma noite. Sendo verificado a formacdo do produto por CCD, o solvente da reacao foi
destilado sob pressdo reduzida. O residuo foi diluido com &gua (30 mL) e lavado com
diclorometano (3x30 mL). A fase organica foi entdo concentrada e submetida a CCS

(hexano com aumento gradual de acetato de etila).

5.2.15.1 2,3,4-Tri-O-benzil-6-desoxi-6-(tetrazol-2-il)-o-D-glicopiranosideo de 2,3,4-tri-O-benzil-
6-desoxi-6-(tetrazol-2-il)-o-D-glicopiranosila (158)
FM: CssHssNgOg

N,,N | MM: 987,11 g mol*
N N//N—\\N Aspecto fisico: 6leo
N7 Rendimento: 25%
e ) o8 R 0,60 (1:1 Hex:AcOEY)
se 6 [ Zom  [a]f+110(0,9; CHCL)

BnO
Andlise elementar:

Calculado C68,14; H5,92; N 11,35
Encontrado C 67,92; H5,59; N 11,14
RMN de 'H: Tabela 25 (p. 109)
RMN de °C: Tabela 27 (p. 111)

Tabela 34 - Dados do espectro no 1V de 158

v cmt LigacGes Quimicas v cmt LigacGes Quimicas
3031 C-H. 1361 =C-Hs

2920 C-H. 1281 C-Ov

1728 0-C-0, 1066 C-0-Cy
1453 N=N, 988 =C-Hs
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5.2.15.2 2,3,4-Tri-O-benzil-6-desoxi-6-(tetrazol-1-il)-o-D-glicopiranosideo de 2,3,4-tri-O-benzil-
6-desoxi-6-(tetrazol-2-il)-o-D-glicopiranosila (159)

N,,N | FM: CssHssNgOo
NN hf/”) MM: 987,11 g mol™*
Y Aspecto fisico: dleo
B”;’no § OBn Rendimento: 43%
@?B”O . o8 Rr 0,10 (1:1 Hex:AcOEt)
[a]2 +73 (¢ 0,7; CHCl5)
BnO
Anélise elementar:
Calculado C68,14; H5,92; N 11,35
Encontrado C 67,97; H5,63; N 11,21
RMN de 'H: Tabela 25 (p. 109)
RMN de °C: Tabela 27 (p. 111)
Tabela 35 - Dados do espectro no IV de 159
vem? LigacBes Quimicas v cmt LigacBes Quimicas
3031 C-H, 1362 =C-Hs
2923 C-H, 1281 C-Ov
1729 0-C-0., 1066 C-O-C,
1453 N=N, 988 =C-Hs

5.2.15.3 2,3,4-Tri-O-benzil-6-desoxi-6-(5-feniltetrazol-2-il)-a-D-glicopiranosideo de 2,3,4-tri-O-

benzil-6-desoxi-6-(5-feniltetrazol-2-il)-o-D-glicopiranosila (160)

-
h K \N
\N/
BnO N OBn
BnO
OBn
160 fe) g OBn
BnO

FM: CesHesNgOo

MM: 1139,3 g mol*

Aspecto fisico: 0leo

Rendimento: 58%

Rf 0,4 (4:2 Hex:AcOEt)

[a]} +107 (c 1,05; CHCI3)

Anélise elementar:

C71,69; H5,84; N 9,84
Encontrado C 71,02; H 5,84; N 9,84

Calculado
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RMN de 'H: Tabela 25 (p. 109)

RMN de ©C: Tabela 27 (p. 111)

Tabela 36 - Dados do espectro no 1V de 160

v cmt LigagGes Quimicas v emL Ligacdes Quimicas
3031 C-H. 1361 =C-Hs

2922 C-Hv 1207 C-Ov

1729 0-C-0. 1067 C-O-Cy
1450 N=N., 989 =C-Hs

5.2.15.4 2,3,4-Tri-O-benzil-6-desoxi-6-(5-feniltetrazol-1-il)-o-D-glicopiranosideo de 2,3,4-ri-O-
benzil-6-desoxi-6-(5-feniltetrazol-2-il)-o-D-glicopiranosila (161)

FM: CsgHesNgOg
MM: 1139,3 g mol*

N NN Aspecto fisico: 6leo
N\N>\© Rendimento: 23%
e ° oBn R 0,13 (4:1 Hex:AcOEY)
) / Zomn [o]° +114 (c 0,8; CHCl3)
oo Anélise elementar:
Calculado C 71,69;H5,84; N 9,84
Encontrado C 72,19; H5,24; N 9,71
RMN de 'H: Tabela 25 (p. 109)
RMN de C: Tabela 27 (p. 111)
Tabela 37 - Dados do espectro no IV de 161
v cmt Ligages Quimicas v cm LigacBes Quimicas
3031 C-H, 1361 =C-Hs
2923 C-H, 1208 C-Ov
1730 O-C-0, 1067 C-0-C,
1451 N=N, 989 =C-Hs
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5.2.15.5 2,3,4-Tri-O-benzil-6-desoxi-6-(1-fenil-tetrazol-5-tiolil)-o-D-glicopiranosideo de 2,3,4-
tri-O-benzil-6-desoxi-6-(1-fenil-tetrazol-5-tiolil)- «-D-glicopiranosila (162)

FM: CegHesNgOoS:
MM: 1203,43 g mol™
Aspecto fisico: dleo
Rendimento: 76%

Bro— ° oBn R10,14 (4:1 Hex:AcoOEY)
ﬁosno ) - [a]2 +59 (c 0,6; CHCl5)
Analise elementar:
oo Calculado  C 67,87; H5,53; N 9,31
Encontrado C 67,85; H 5,56; N 9,40
RMN de 'H: Tabela 26 (p. 110)
RMN de °C: Tabela 28 (p. 112)
Tabela 38 - Dados do espectro no IV de 162
v cmt LigacBes Quimicas v cmt LigacBes Quimicas
3030 C-H. 1359 =C-Hs
1727 0-C-Ov 1275 C-Ov
1598 C=Ny, 1208 C-Ov
1453 N=N, 1063 C-0O-Cy
1387 =C-Hs 988 C-Hs

5.2.15.6 2,3,4-Tri-O-benzil-6-desoxi-6-(5-fenil-1,3,4-oxadiazol-2-tiolil)-o-D-glicopiranosideo de
2,3,4-tri-O-benzil-6-desoxi-6-(5-fenil-1,3,4-oxadiazol-2-tiolil)-o-D-glicopiranosila (163)

163 o OBn

BnO

FM: C7oHesN4O11S2

MM: 1203,42 g mol™

Aspecto fisico: 0leo

Rendimento: 77%

Rf0,21 (4:1 Hex:AcOEt)

[a]5 +86 (c 1,25; CHCls)

Anélise elementar:

C 69,86; H 5,53; N 4,66
Encontrado C 69,30; H 5,41; N 4,65
RMN de 'H: Tabela 26 (p. 110)

Calculado
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RMN de 3C: Tabela 28 (p. 112)

Tabela 39 - Dados do espectro no IV de 163

v cmt LigagGes Quimicas v emL Ligacdes Quimicas
3030 C-H. 1387 =C-Hs

2918 C-H. 1273 C-Ov

1727 0-C-0, 1243 C-0.,

1597 C=N., 1063 C-O-Cy

1453 N=N, 988 C-Hs

5.2.15.7 2,3,4-Tri-O-benzil-6-desoxi-6-(5-piridin-4-il-1,3,4-oxadiazol-2-tiolil)-a-D-
glicopiranosideo de 2,3,4-tri-O-benzil-6-desoxi-6-(5-piridin-4-il-1,3,4-oxadiazol-2-
tiolil)-o-D-glicopiranosila (164)
N FM: CesHeaNeO11S2
N / = N
N}\/_ SR y W)Q MM: 1205,4 g mol*
° N Aspecto fisico: 6l
S \ o pecto fisico: 6leo
S>/

Rendimento: 76%

P a0 ° oBn R: 0,43 (1:1 Hex:AcOEt)
w o o [« +80 (c 1,65; CHCls)
- Anélise elementar:
Calculado C 67,76; H 5,35; N 6,97
Encontrado C 67,16; H 4,81; N 6,41
RMN de 'H: Tabela 26 (p. 110)
RMN de °C: Tabela 28 (p. 112)
Tabela 40 - Dados do espectro no IV de 164
v cml LigagOes Quimicas v cm? LigacOes Quimicas
3030 C-H. 1413 =C-Hs
2925 C-H. 1267 C-Ov
1727 0O-C-Ov 1062 C-Ov
1608 C=N. 988 C-0-C
1454 N=N, 828 C-Hs
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Ensaios Biologicos

6 Ensaios Bioldgicos

Compostos heterociclicos constituem um grande numero de agroquimicos
biologicamente ativos bem como a maioria dos principios que compoem o atual arsenal
farmacéutico. Dentre os heterociclos estdo os tetrazois e oxadiazéis com conhecida
atividade anticancerigena. Estes compostos tém sido reconhecidos por sua capacidade em
induzir apoptose e causar a inibicdo de crescimento de celulas cancerigenas e células
cancerigenas resistentes (MARTINS et al., 2015).

Outros compostos que tém ganhado importancia na terapia do cancer sdo 0s
sacarideos. Durante o processo de desenvolvimento tumoral, as alteragdes no crescimento
celular, bem como a migracdo celular e a imunidade antitumoral podem ser
correlacionadas com uma variedade de mecanismos de glicosilacdo na superficie celular
(PIERRE et al., 2014). As células tumorais exibem uma ampla gama de alteracbes na
glicosilacdo, em comparagdo com células homdlogas nédo transformadas (MARCHIORI et
al., 2015). Portanto, para uma compreensdo completa de quais fatores ocorrem durante os
estagios iniciais e tardios das doencas neoplasicas, € essencial levar em consideracdo a
identificacdo e expressao de proteinas correlacionadas a carboidratos.

Deste modo, a avaliacdo da citotoxicidade e do mecanismo de acdo de novos
derivados tetrazdlicos e oxadiazélicos de carboidratos (Figura 136) torna-se importante

para aprimorar o entendimento e o desenvolvimento de farmacos antitumorais.

N—N N
SN 5\
oTs SN N\N/
O o
0
BnO BnO BnO
BnO BnO BnO
el NH
Bz NH
141a OCHs 144a BZ Och, 144 BZ Och,

Q o] 0
BnO BnO BnO BnO
Bn BnO BnO BnO
NH NH NH
148 Bz 149 Bz 150 Bz

CHj 448 OCH, 443 OCHs = OCHjq

Z
)]
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\N/
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Figura 136 — Compostos avaliados quanto a citotoxicidade e modo de agéo.
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Sendo assim, 0s compostos 141a, 144a, 144b, 145, 148, 149 e 150 foram avaliados

quanto a citotoxicidade no Laboratorio de Bioquimica Medicinal (LBgqM) do Ndcleo de

Pesquisa em Quimica Bioldgica da UFSJ-CCO (NQBIo), sob a supervisdo do Prof. Dr.
Fernando de Pilla Varotti, e quanto ao modo de acdo no Laboratério de Hematologia
Clinica da Faculdade de Farmécia da UFMG sob a supervisdo do Prof. Dr. Adriano de

Paula Sabino.

Procedimentos

Cultivo de linhagens celulares

As linhagens celulares humanas utilizadas para analise de toxicidade foram MDA-
MB-231 (adenocarcinoma de mama ATCC HTB-26), TOV-21g (adenocarcinoma de
ovario ATCC CRL-11730), THP-1 (leucemia monocitica aguda ATCC TIB-202) e RKO-
AS45 (carcinoma de colon ATCC CRL-2579). Essas linhagens fazem parte do banco de
células animais do Servico de Biologia Celular (SBC) da Fundacdo Ezequiel Dias
(FUNED) em Belo Horizonte, que possui um laboratério com certificacio ABNT NBR
1ISO9001/2008 e se destaca no suporte ao desenvolvimento de projetos de pesquisa que
requerem 0 acesso as técnicas de cultivo de células e tecidos, consolidando-se como
referéncia no cultivo de células animais.

O contetdo do criotubo (linhagem celular com 5% de dimetilsulféxido e soro),
que estava mantido em nitrogénio liquido no banco de criopreservacao (CryoPlus 7405 /
Thermo Scientific, EUA), foi descongelado a 37°C, transferido para um tubo de centrifuga
de 15 mL (Corning, EUA) contendo 2 mL de meio RPMI 1640 incompleto e entédo
submetido a centrifugacdo de 700 m s? durante cinco minutos (mod. CS-6R, Becman,
EUA).

O sobrenadante foi descartado e a massa celular presente no fundo do tubo foi
ressuspendida em 5 mL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal
(SBF) inativado pelo calor.

A suspensdo celular foi transferida para garrafas plasticas de cultivo celular,
tratada para promover a adeséo celular, T75 (75cm?) 15 mL (Corning Costar Inc., EUA),
mantidas como monocamadas a 37°C em estufa (Thermo electron co. EUA) com

atmosfera Umida de 5% de COs..
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Para a manutencdo da linhagem, apds a adesdo celular, o0 meio de cultura foi
substituido a cada 48 horas para garantir a renovacdo dos nutrientes. Contaminagoes,
morfologia celular e formacdo da monocamada foram observadas ao microscopio invertido
em aumento de 100x (modelo Olympus, CKX 41).

No momento em que a cultura apresentou formacéo de monocamada com 80% de
confluéncia fez-se um repique utilizando a enzima tripsina (1:250 Sigma) para remover
células aderidas no fundo da garrafa. As células soltas foram ressuspendidas em 5 mL de
meio e recolhidas em tubo de centrifuga. O tubo foi centrifugado por 5 minutos a 700 m s
e 0 sobrenadante descartado. A massa celular foi ressuspendida em 5 mL de meio novo e
50 uL da suspensdo foi retirada para misturar com 50 pL de azul de tripan para contagem
manual de células viaveis em camara de neubauer ao microscopio oOptico 16x. Apos
contagem, as células foram distribuidas em placas de 96 pocos (Corning Costar Inc., EUA)

para realizagdo do ensaio de viabilidade celular.

Ensaio de Viabilidade Celular

A citotoxicidade dos compostos sintéticos em linhagens celulares foi avaliada pelo
ensaio do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol]. O MTT € um sal tetrazolico
que reage com enzimas mitocondriais de células vidveis formando um cristal de cor
violeta, insolivel em agua, o formazam, que é solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO).
Para calculo da viabilidade celular faz-se leitura da absorbancia a 550 nm em um leitor de
placas de Elisa.

Para o ensaio da viabilidade celular as células foram transferidas para uma placa
de 96 pocos na concentragdo de 1 x 10° células/poco. A placa foi incubada em estufa de
COo, a 37°C e atmosfera umida de CO. a 5% por 24h. Apos esse periodo 0s pocos foram
lavados com solucdo salina tamponada (PBS). Os compostos a serem testados foram
diluidos em meio de cultivo fresco, contendo 1% de soro fetal bovino (SFB) e adicionados
a placa. Apos 48 horas de incubacdo, os pocos foram lavados com PBS novamente, e
adicionaram-se 100 pL da solucdo tetrazdlica de MTT na concentragdo de 5 mg/mL. A
placa foi incubada por 3 horas e, apds esse tempo, foi centrifugada por 5 min a 3200 m s
g. Entdo, retirou-se o sobrenadante e foram adicionados 50 pL de DMSO em cada poco
para solubilizar os cristais de formazan. A absorbancia por poc¢o foi medida a um
comprimento de onda de 550 nm utilizando o Gen5 (Data Analysis Software - Bio-Tek).

Os dados foram analisados a partir de trés experimentos independentes.
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A concentracdo dos compostos que inibiu 50% do crescimento das células (ICso)
foi determinada em comparacdo com células cultivadas sem a presenca de compostos
(considerada 100% de viabilidade). A densidade dptica (DO) de cada poc¢o das placas de
96 pocos foi medida utilizando um espectrofotometro de microplacas Spectramax Mb5e a
550 nm (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). A DO em células de controle ndo
tratadas foi definida como 100% de viabilidade celular (LEE et al., 2003).

Todas as experiéncias foram realizadas em triplicata. Os resultados sdo expressos
como a média da ICso (concentragdo de farmaco letal que reduziu a viabilidade celular em
50%). Os valores de 1Cso foram calculados usando o software OriginPro 8.0 (OriginLab
Corporation, Northampton, MA, USA).

Teste Colorimétrico para Caspase-3

Para investigacdo da ativacdo da Caspase-3, ap0s o tratamento das linhagem THP-1
com o compostos 148 e 149, foi utilizado o Kit colorimétrico da R&D Systems
(Wiesbaden-Nordenstadt, Alemanha) de acordo com as instrucdes do préprio fabricante.
Neste ensaio, 2x10° células THP-1 /pogo foram inoculadas em placas de cultura de seis
pocos e incubadas pelo periodo de 24 horas na auséncia ou presenca dos compostos 148 e
149, na sua respectiva concentracdo do 1Csg, diluido no meio de cultura. Apos a incubacéo,
as células foram inicialmente centrifugadas e os pellets de células formados foram
incubados com tampéao de lise em banho de gelo por 10min. As células de cada linhagem
foram lisadas com 100ul do tampdo de lise. Os homogeneizados foram centrifugados a
200000 m s durante 1min e os sobrenadantes foram incubados com os substratos para
caspase-3 a 37°C por 2h. A absorbancia de cada amostra foi registrada a 405nm e o nivel
da atividade da caspase-3 foi diretamente proporcional & reacdo de cor. Ressalta-se que

foram realizados trés experimentos totalmente independentes.

Extracdo de RNA

A extragdo do RNA total das células da linhagem THP-1 foi realizada com o
reagente Trizol LS (Introgen, EUA) seguindo-se rigorosamente as recomendacdes do
fabricante.

Esta extracdo foi realizada em dois momentos distintos, 24 e 48 horas apds o

tratamento das células com o compostos 148 e 149 nas concentragdes de 1Cso, ICso/2 €
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ICso/4. As preparacOes das placas de 96 pocos para extracdo foram equivalentes as
preparadas para o teste de citotoxicidade, com uma quantidade de plaqueamento de 1x10°
de células por pogco. O meio de cultura presente nas placas foi removido para a adi¢ao
direta de 10pL de reagente Trizol LS nas células, para que houvesse a lise das mesmas. Em
seguida, homogeneizou-se e incubou-se por cinco minutos em temperatura ambiente para
permitir a completa dissociagdo do complexo nucleoproteina, em seguida o contetdo dos
pocos foi transferido para um tubo de 1,5mL.

A separacéo das fases organica e aquosa foi realizada por meio da adi¢do de 3L de
cloroférmio (Merck). As amostras foram agitadas vigorosamente por 15 segundos e
incubadas por dez minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 120000 m s por 15 minutos a uma temperatura de 4°C. A fase aquosa
(camada superior) foi transferida para outro tubo estéril e o restante foi descartado. Na fase
aquosa, contendo o RNA total, foram adicionados 7uL de isopropanol 100% (Merck) para
precipitacdo do RNA. Seguiu-se uma nova incubagdo por 10 minutos a temperatura
ambiente. As amostras foram novamente centrifugadas a 120000 m s-? por 10 minutos em
temperatura de 4°C e o sobrenadante descartado. O sedimento formado foi lavado com
14uL de etanol (Merck) 75% (diluido em &gua DEPC 0,1% estéril). As amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas a 75000 m s por 5 minutos (4°C) e, logo apés, 0
sobrenadante foi descartado novamente. O pellet de RNA formado foi ressuspendido com
40uL de agua livre de RNAse. Em seguida foram incubados por 15 minutos a uma
temperatura de 60°C para completa dissolugdo do RNA. Por fim, o RNA total foi usado
para sintese de cDNA e/ou armazenado a -80°C até sua utilizacéo.

Para quantificar o RNA total obtido ap6s o0 processo de extracdo, as amostras foram
analisadas por espectrofotometria (Nanovue, GE Healthcare Life Sciences, UK), por meio
da leitura simultdnea da densidade Optica nos comprimentos de onda 260 e 280nm. A
identificacdo da pureza do RNA extraido foi calculada por meio da razdo entre a
absorbancia medida a 260nm e a 280nm.

Confeccao de cDNA

Os RNAs extraidos foram submetidos a reacdo de transcriptase reversa para
obtencdo de cDNA (High Capacity cDNA Reverse Transcription kit® (Applied
Biosystems, USA). Ao término dessa etapa, foi obtido cerca de 100ng/uL de cDNA, que

foi armazenado a -20°C para posteriormente ser utilizado para a analise de expresséo
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génica. A identificacdo da integridade dos RNAs extraidos e a qualidade dos cDNAs
sintetizados foi realizada por meio da amplificacdo da reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) do fragmento de cDNA correspondente ao RNA mensageiro (RNAm) da
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH), os resultados foram visualizados através

do gel de poliacrilamida a 8%.

PCR em Tempo Real

Quanto aos experimentos de gRT - PCR, foram utilizados o fluoréforo SYBR®
Green. Para garantir uma alta eficiéncia, foi realizada a padronizacdo da temperatura ideal
de anelamento para cada sequéncia de oligonucleotideo a ser analisada. Realizou-se essa
padronizacdo através de PCR convencional, no qual as reacdes foram processadas em um
termociclador (Applied Biosystems, Foster, CA, USA). As reagdes de amplificagédo
consistem de uma desnaturacédo inicial a 94°C por trés minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos; anelamento no qual a temperatura vai ser
determinada por um minuto e extensdo a 72°C por dois minutos, com extensdo final a
72°C por dez minutos. A segunda padronizacdo realizada foi a titulacdo dos
oligonucleotideos iniciadores, ou seja, realizou-se uma série de reacfes em que a
concentracdo dos iniciadores foi diversificada, o que possibilitou a escolha da concentragéo
mais adequada. Assim, os iniciadores foram diluidos entre as concentracfes de 100 a 600
nanomolar (nM).

Ressalta-se que todas as reacGes foram feitas em triplicatas, com controles
negativos para cada combinacdo de iniciadores. As condi¢bes encontradas foram
posteriormente testadas na constru¢cdo de uma curva padrdo, construida a partir de
diluicdes seriadas do pool de cDNA. As curvas padrdo foram utilizadas como teste da
eficiéncia da reacdo, sendo que uma curva padrdo 6tima apresenta valor de eficiéncia de
um (100% de amplificacdo por ciclo), nesta situacdo as concentragdes da curva devem
corresponder com as diluicdes realizadas.

A PCR em tempo real, para o calculo da expressdo génica relativa, foi realizada
apos o término da padronizacgdo, utilizando-se o método do AACT comparativo. No qual a
quantificacéo relativa € a comparacao da expressdo de um grupo tratado com uma amostra
de referéncia ndo tratado. Assim, para utilizar o método de comparacdo CT é necessario
otimizar as reagdes de modo que as eficiéncias sejam proximas de 100%. Ademais, deve-
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se certificar que a eficiéncia da reacdo do gene de interesse é semelhante ao controle
endogeno.

Ressalta-se que a auséncia de variacdo na expressdo do gene enddgeno também
pode ser interpretado como um indicador da integridade do RNA extraido de uma sintese
de cDNA apropriada na reacdo de transcricdo reversa e amplificacdo do produto durante a
PCR.

Todas as reacdes de qRT - PCR foram realizadas em equipamento StepOne Real-
Time PCR (Applied Biosystems, Foster, CA, USA), utilizando kit SYBR Green Master
Mix (Applied Biosystems, Foster, CA, USA). Este kit contém todos os componentes
(exceto oligonucleotideos iniciadores, amostras e &gua), necessarios para as reacfes de
PCR: tampdo 2X, dNTPs, MgClI2, SYBR Green | Dye, AmpliTag Gold® DNA polimerase
e ROX como referéncia passiva. Os passos do ciclo de amplificagdo foram: 50 °C por 2

minutos, 95 °C por 10 minutos, 60 °C por um minuto, em um total de 40 ciclos.

Resultados e discussao

Estudos tém demonstrado a promissora atividade antineoplasica dos derivados
azllicos. Segundo Gomha et al., 2015, a citotoxicidade de moléculas hibridas de triazol
contra linhagens celulares de tumor de cdlon, prostata e pulmdo resultou em uma
significativa inibi¢do do crescimento celular para estes diferentes tipos de cancer.

Em outro estudo, triazéis betulinicos testados em linhagens de leucemia (THP1 e
HL60) demonstraram induzir apoptose nestas linhagens pela perda do potencial de
membrana mitocondrial e fragmentacgdo do DNA. O mesmo estudo relacionou o
mecanismo de citotoxicidade induzido por alguns derivados triazolicos com parada do
ciclo celular e apoptose (MAJEED et al., 2013).

De modo a avaliar a atividade citotoxica dos compostos tetrazdlicos e oxadiazolicos
da glicosamina, os ensaios de MTT foram realizados em linhagens celulares humanas
MDA-MB-231, TOV-21G, THP-1 e RKO-AS45-1, utilizando como padrdo o etoposideo.
Quando analisada a Tabela 41, pode se perceber que os resultados apresentaram valores
moderados a significativos para todos os compostos testados. Quando os produtos de
substituicdo ndo apresentaram o grupo fenila (144a e 144b) ligado ao tetrazol ou ao
oxadiazol observou-se, de forma geral, uma diminuicdo da atividade citotoxica. Apenas
para as linhagens de células TOV e MDA-MB foi observado um aumento na

citotoxicidade com a modificacdo do grupo fenila por piridila.
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De modo geral os compostos contendo enxofre em suas estruturas apresentaram
uma citotoxicidade mais pronunciada que os demais. Os menores valores de ICs (18,6 €
15,4 uM) foram exibidos respectivamente para os compostos 148 e 149 contra a linhagem
celular de leucemia THP-1.

A citotoxicidade observada pode estar associada com interacbes de enzimas
fosforilase com os derivados glicosaminicos, uma vez que a posicdo 6 do carboidrato,
associada a processos de fosforilacdo, estd comprometida com a presenca de heterociclos.
Como, em geral, uma atividade mais alta foi observada para os compostos contendo
enxofre, e este elemento € bastante suscetivel a variacdo de seu Nox, este fenébmeno pode

estar correlacionado com processos associados a enzimas oxidases.

Tabela 41 — Valores de citotoxicidade para derivados tetrazélicos e oxadiazolicos da

glicosamina em diferentes linhagens de células tumorais

Compostos Clso (UM)?2
TOV-21G* RKO-AS45-1* MDA-MB-231* THP-1*
141a 53,19+8,45 27,96+1,31 32,4+2,98 107,63+1,85
144a 67,01+6,17 48,74+7,82 37,07£12,61 78,99+3,74
144b 71,11+£26,23 45,22+6,61 47,7715,61 161,92+7,89
145 77,12+8,73 31,45+4.7 72,72+6,83 63,26+8,75
148 43,1848,25 33,7615,24 55,1849,6 18,61+2,45
149 41,3+5,32 39,03£7,28 48,4+5,58 15,41+1
150 25,31+7,11 42,19+1,53 26,02+1,5 58,49+4,77
Etoposideo® 51+1,7 3,6x1,7 4,2+1,0 9,8+1,5

2 Clsp valores séo indicados com + Desvio padréo a partir de trés experimentos independentes.

® Etoposideo foi utilizada como controle positivo.

*TOV-21G (adenocarcinoma de ovario ATCC CRL-11730), RKO-AS45 (carcinoma de colon
ATCC CRL-2579), MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama ATCC HTB-26) e THP-1 (leucemia
monocitica aguda ATCC TIB-202).

A fim de se entender um pouco mais sobre 0 modo de acdo destes
derivados, os compostos que apresentaram maior citotoxicidade (148 e 149) foram

selecionados para continuidade dos estudos.
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De modo a determinar se a atividade citotdxica dos compostos 148 e 149 contra a
linhagem celular de leucemia THP-1 pode estar relacionada a apoptose, foi realizado um
ensaio colorimétrico de caspase-3. Como mostrado na Figura 137, ambos 0s compostos
foram capazes de aumentar a atividade da caspase-3. Estes resultados confirmam que os

compostos 148 e 149 induzem a apoptose na linhagem celular de leucemia THP-1.

25 25

©

Atividade da Caspase-3
Atividade da Caspase-3

Controle (-) 18.61+2.45 Etopnosideo (9.8uM) Controle (-) 15.41%1 Etoposideo (9.8uM)

Figura 137 — Teste de atividade da Caspase-3.

A fim de se investigar outros possiveis mecanismos que conduzam apoptose, foram
avaliadas também as variacGes de expressao de TP53, P21 e BAK da linhagem THP-1, uma
vez que 0 aumento da concentracdo destes metabolitos esta muitas vezes associado a morte
celular.

Em relacdo aos mecanismos moleculares relacionados a regulacdo da morte celular,
destacamos a importancia do gene supressor tumoral TP53. Este € um gene localizado no
cromossomo 17p13.1 e desempenha um papel fundamental na regulacdo do crescimento
celular.

Além disso, 0 TP53 também coordena a expressao de varios genes que participam
de diversas respostas celulares a condigdes de estresse, auxilia no controle e integridade do
genoma contra possiveis danos celulares e codifica a proteina p53, que € capaz de controlar
a fosforilacéo (ciclina quinase dependente).

Este processo esta relacionado a ruptura do ciclo celular através da ativacdo da
proteina p21, que é um supressor de tumor, e no ciclo celular é responsavel por regular a
transicdo da fase G1 para a fase S (VIRNIG et al., 2009; CHIANG et al., 2014; OHKOSHI
etal., 2015; PARSA et al., 2016).

Assim, p21 associa ciclinas D e E, o que leva a inibigdo de quinases dependentes de
ciclina cdk2 e cdk4, conduzindo a ruptura do ciclo celular. Ressalta-se que a expressao e
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transcricdo da p21 é regulada pela p53, e que a conjugacao da proteina p53 a p21 também
promove o reparo do DNA (RANE et al.,2014)

A proteina p53 também é capaz de induzir apoptose regulando a expressao das
proteinas da familia Bcl-2, que inclui proteinas anti-apoptéticas (por exemplo, BCL-XL) e
apoptdticas (por exemplo, BAX, BAK). Em relacdo a BAK, ela tem localizagdo
mitocondrial e é capaz de induzir a apoptose por meio da interacdo com a p53, que €é capaz
de se ligar a Bcl2c e inibir sua atividade antiapoptotica (VOLKMANN at al., 2014). No
entanto, Petros et al., 2004 demonstraram em seu estudo que o BAK pode promover a
apoptose sem interagir com proteinas antiapoptoticas por meio da interacdo direta com as
mitocdndrias. Assim, um dos papéis essenciais dessas proteinas é a promocao ou inibicdo
da permeabilidade da membrana mitocondrial externa e a regulacdo da via mitocondrial
para a apoptose, ja que alteracGes na membrana mitocondrial externa, induzidas pela BAK,
permitem o escape de proteinas para o citoplasma, levando a apoptose (VOLKMANN at
al., 2014).

Vale ressaltar que a grande maioria dos tumores apresenta problemas como perda
ou mutacdo do TP53 e aberracGes em outras vias responsaveis pelo controle dos niveis e
atividade da proteina p53. J& a inativacdo da via da p53 esta frequentemente relacionada a
expressdo da proteina p53 mutante, que expressa uma proteina nao funcional (WANG et
al., 2015). E digno de nota que a mutacdo p53 ocorre em 50% a 70% das neoplasias e esta
relacionada a resisténcia a terapias e pior sobrevida global (ZGHAIR et al., 2016).

Na Figura 138 pode ser observada a variacdo da expressdo de TP53, P21 e BAK da
linhagem THP-1, na qual TP53 e P21 mostraram um aumento significativo de expressao
em 48 horas de exposi¢cdo em todas as concentracdes de 148. Finalmente, a expressdo de
BAK teve um aumento significativo em 24 horas na concentracdo de 18,60 pM. Em 48

horas houve uma significativa variagdo de expressao em todas as concentragoes.
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Figura 138 — Variacdo das expressoes de TP53, P21 e BAK para o0 composto 148 em

diferentes concentracdes e tempos.
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Na Figura 139 pode ser observada a variagéo da expresséo de TP53, P21 e BAK da
linhagem THP-1, em 24 e 48 horas de exposicdo a diferentes concentragcdes do composto
149. Um aumento significativo da concentracdo de TP53, P21 e BAK (com aumento
substancial de aproximadamente 13 vezes) em ambas as 24 e 48 horas de exposi¢do pode

ser observada em relacéo ao grupo de referéncia (sem tratamento).
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Figura 139 — Variacdo das expressoes de TP53, P21 e BAK para o0 composto 149 em

diferentes concentracdes e tempos.

A ativacdo da caspase-3 € geralmente vista como um requisito para categorizar uma
via de morte celular. Este resultado, associado ao aumento das expressdes de TP53, P21 e
BAK, bem como uma reducdo significativa no nimero de células THP-1 na presenca dos
compostos 148 e 149 nos ensaios anteriores, sugere que estes compostos podem induzir a

morte celular por apoptose.
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7 Conclusoes

Como pode ser visto durante a exposic¢ao deste trabalho, foram abordadas duas rotas
de sintese para obtencdo dos analogos tetrazolicos 144a, 144b, 145, 148, 158, 159, 160,
161 e 162 e oxadiazoélicos 149, 150, 163 e 164 a partir de carboidratos (Figuras 143 e 146,
p. 147 e 149). Sendo uma rota a partir do sulfato de glicosamina (128, Figura 140, p.146) e

outra a partir da trealose (89, Figura 145, p. 148).

Na rota de sintese que foi iniciada pelo sulfato de glicosamina (128), foram
investigadas trés alternativas para obtencdo do intermediario chave 133 (Figura 140).

Na primeira seqiiéncia de sintese, na tentativa de se obter o intermediario iodado 131
foi obtido o composto 1,6-anidro 137. Na segunda seqiiéncia de sintese, durante a reacdo
de substituicdo do intermediario 138 para obtencdo do intermediario 139a foi obtido o
composto 1,3-anidro 139b. E na terceira sequéncia de sintese, durante a etapa de
substituicdo do intermediario 140 para obtencdo do intermedidrio 133 foi obtido o
composto desprotegido 139a (Figura 140).
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Figura 140 — Alternativas para obtencéo da nitrila 133.
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Como as trés alternativas testadas ndo permitiram a obtencdo de 133, um novo
intermediério (141a) foi proposto a partir do composto tosilado 138. Sendo assim o
intermediario 141a foi sintetizado, porém com a formacdo do subproduto 141b (Figura

141).

OTs OTs
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HO _ = BnO +
HO BnO
NH
138 Bz ocH, 1412 B OCH, O BY

Figura 141 — Obtencéo do intermediario 138.

O produto 141a foi isolado e utilizado para a obtencdo de uma nova nitrila 142
(Figura 142). Como esta era um intermediario chave para obtencdo de derivados
tetrazdlicos e oxadiazoélicos e s6 pode ser obtida com um rendimento global menor que
10% ap0s todas as tentativas de sintese, a estratégia de sintese para obtencdo de derivados
tetrazolicos e oxadiazolicos via adigdo foi abandonada e uma nova estratégia de sintese

para obtencdo destes derivados via substituicdo nucleofilica foi empregada (Figura 143).
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Figura 142 — Obtencéo da nitrila 142.

Nesta nova opcéo foi utilizado 141a como substrato e os tetrazois 13, 79 e 81 e 0s
oxadiaz0is 146 e 147 comerciais como nucleofilos para a obtencdo dos derivados

tetrazdlicos 144a, 144b, 145, 148 e oxadiazdlicos 149 e 150 (Figura 143).
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Figura 143 — Obtencéo dos derivados tetrazélicos e oxadiazolicos da glicosamina.
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Sendo assim, pode ser concluido que para a rota da glicosamina, as estratégias iniciais
para obtencgdo de tetrazois e oxadiazois inéditos ndo foram eficazes. Mas, apesar de todos
os percalcos, com a ultima estratégia utilizada derivados inéditos alternativos puderam ser
obtidos com rendimento global moderado entre 12% e 14% ap0ds cinco etapas de reacao.

Na rota de sintese que foi iniciada pela trealose (89), o intermediariol35 (Figura 36,
p. 26), inicialmente proposto ndo foi sintetizado. Esta escolha foi devida aos grupos
benzoilas terem apresentado baixa estabilidade durante as reacOes de substituicdo
realizadas para a rota da glicosamina. Como alternativa foi investigada uma nova
sequéncia que propunha a protecdo das hidroxilas em C-4, C-6 e C-4’, C-6’ na forma de
acetal benzilidénico, seguida da benzilagdo das hidroxilas em C-2, 2’ ¢ C-3, 3’com
posterior desprotecdo regiosseletiva das hidroxilas em C-6, 6’ para a obtencdo do
intermediario 153 (Figura 144). Porém a obtencdo de um grande nimero de produtos
durante a reacdo de desprotecdo em C-6, 6’ ¢ a dificil purificagdo dos mesmos fez com que

esta proposta fosse interrompida.
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Figura 144 — Obtencéo do intermediario 153.

Deste modo, um novo intermediario chave 156 foi proposto (Figura 145). Este foi
obtido por reacdo de tritilacdo da trealose (89), seguido de reacdes de benzilagdo das
hidroxilas secundérias, desprotecdo das hidroxilas primérias e esterificacdo com anidrido

trifluormetanossulfonico.

Figura 145 — Alternativa para obtencdo do intermediario 156.
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Apos obtencdo de 156, as reacOes de substituicdo foram realizadas tendo como
nucledfilos os tetrazdis 13, 79 e 81 e os oxadizdis 146 e 147 comerciais para obtencdo dos
derivados tetrazélicos 158, 159, 160, 161 e 162 e derivados oxadiazoOlicos 163 e 164
(Figura 146).
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Figura 146 — Obtencéo dos derivados tetrazélicos e oxadiazolicos da trealose.

Desta forma, podemos concluir que para a rota da trealose as estratégias iniciais ndo
foram eficazes. Mas, que a Ultima sequéncia utilizada foi eficiente para obtencdo de
derivados tetrazélicos e oxadiazélicos inéditos, com um bom rendimento global (28-33%)
apos cinco etapas de reacdo. Isto sugere que em estudos futuros uma estratégia semelhante
possa ser utilizada para obtencdo de derivados da glicosamina.

Ap0s a obtencdo dos derivados tetrazélicos e oxadiazolicos, os compostos da rota
da glicosamina foram selecionados e conduzidos aos testes de citotoxidade e de expressdo
enzimatica. Os resultados preliminares demonstraram de uma forma geral uma boa
atividade citotoxica, com destaque para 0os compostos 148 e 149 que apresentaram as
maiores citotoxidades em linhagens de leucemia monocitica aguda.

Com isto, a expressdo de TP53, P21, BAK e Caspase-3, responsaveis pela morte
celular por apoptose, foi investigada para 0s compostos 148 e 149. De modo geral, foi

observado o aumento significativo da expressdo de enzimas causadoras de apoptose, com
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Conclusoes

destaque para o composto 149 que proporciona um aumento de aproximadamente 13 vezes
da expressdo de BAK.

Sendo assim, pode ser concluido que derivados tetrazolicos e oxadiazdlicos da
glicosamina sdo promissores candidatos a prototipos para o desenvolvimento de novos
farmacos que possam compor o atual arsenal terapéutico.

De modo semelhante, é possivel supor que andlogos tetrazélicos e oxadiazélicos da
trealose tenham efeito biologico simalar, sugerindo que estudos futuros de citotoxicidade e

de expressao enzimatica também sejam realizados.
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