UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

DIOGO RICARDO BAZAN DUCATTI

HIDROLISE ACIDA DE GALACTANAS PARA PRODUCAO
DE OLIGOSSACARIDEOS E C-GLICOSIDEOS: SEMI-
SINTESE DE N-ALQUIL E C-DIHIDROPIRIDINA
GLICOSIDEOS

CURITIBA
2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



DIOGO RICARDO BAZAN DUCATTI

HIDROLISE ACIDA DE GALACTANAS PARA PRODUCAO
DE OLIGOSSACARIDEOS E C-GLICOSIDEOS: SEMI-
SINTESE DE N-ALQUIL E C-DIHIDROPIRIDINA
GLICOSIDEOS

Tese apresentada ao Curso de Pdés-Graduagao
em Bioquimica e Biologia Molecular, Setor de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do
Parana, como requisito parcial a obtengdao do
titulo Doutor em Ciéncias — Area Bioquimica.

Orientador: Prof. Dr. Miguel Daniel Noseda
Co-Orientador: Profa. Dra. Maria Eugénia R.
Duarte

CURITIBA
2009



AGRADECIMENTOS

A Deus e Santo Expedito, pela vida e protecéao.

Aos meus orientadores Professores Miguel D. Noseda e Maria Eugénia R. Duarte
pela amizade, ensinamentos e principalmente pelo incentivo durante todos estes anos que

contribuiram enormemente para minha formacao cientifica.

Ao Professor Alessandro Dondoni por me receber muito bem na Universidade de

Ferrara.

Ao Dr. Alessandro Massi pela amizade, paciéncia e ensinamentos que contribuiram

enormemente para o trabalho e minha formacgéo.

Ao Prof. Alan Gongalves e Alexandre Orsato pelas discussdes e sugestdes durante a

realizacdo deste trabalho.

Aos meus colegas de laboratério: Alan, Adriano, Rosi, Juliana, Marco, Paula, Lu,
Alexandre, Fran, Diego, Bianca, Mohammed, Andrea, Reham, Michele, Davide Mauro, Lisa,

Alessandra e Omar pelas conversas, brincadeiras e ajuda no dia a dia.

Aos meus colegas da Quimica de Carboidratos: Ana, Lauro, Thales, Fernanda,
Fhernanda, Vassoler, Elaine, Dirce e Andréa pelos cafés, materiais emprestados, conversas

e brincadeiras.

Ao Sr. Paolo Formaglio pela ajuda com as analises de RMN na Universidade de

Ferrara.
A Pos-graduagao em Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR.

As Bibliotecarias do setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR pela paciéncia e auxilio

com os artigos cientificos.

Ao CNPq (Bolsa Doutorado e taxa de bancada), Pronex Carboidratos, CAPES

(Doutorado Sanduiche — PDEE) e Universita di Ferrara pelo auxilio financeiro.



RESUMO

As algas vermelhas produzem polissacarideos (agaranas e carragenanas) de grande
interesse para a industria alimenticia e quimica. O objetivo deste trabalho foi utilizar duas
galactanas produzidas comercialmente em grandes quantidades para produgéo de
oligossacarideos e derivados com potencial aplicagdao no campo bioquimico, quimico e
farmacoldgico. Agarose e k-carragenana foram submetidas a hidrélise acida parcial (TFA
0,1 M, 65 °C) para promover a quebra seletiva das ligagdes 3,6-anidro alfa glicosidicas.
Foram produzidos oligossacarideos contendo unidades de 3,6-anidro-galactose na forma de
aldeido hidratado no terminal redutor. Da Agarose foram obtidos a agarobiose e
agarotetraose, enquanto que da k-carragenana foram obtidos a k-carrabiose e «-
carratetraose. Os oligossacarideos foram purificados por cromatografia de filtragdo em gel e
caracterizados através de RMN e ESI MS. A agarobiose e agarotetraose foram utilizadas no
desenvolvimento de uma metodologia analitica de separacéao utilizando CLAE. Através
deste método foi estimada a quantidade de di- e tetrassacarideos produzidos pela hidrdlise
acida parcial da Agarose em diferentes tempos. A Agarose demonstrou uma taxa rapida de
hidrolise e em seis horas praticamente 50% do hidrolisado correspondia a di- e
tetrassacarideos. A k-carrabiose, lactose e oligossacarideos com diferentes graus de
polimerizacao obtidos de k-carragenana foram utilizados em reagdes de aminagao redutiva
com diferentes aminas alifaticas. A utilizagdo de tamp&o borato pH 8,2 (MeOH/H,0) foi
eficiente em produzir os N-alquil glicosideos em maiores rendimentos. Agarose e «-
carragenana foram utilizadas na semi-sintese de C-glicosideos building blocks protegidos
por grupos benzil e contendo a funcao aldeido. Estes BB apresentam uma unidade C-
glicosidica de treofuranose derivada da 3,6-anidro-galactose, na estereoquimica D- ou L-.
Um dos BB produzidos apresenta ainda um grupo sulfato. Foram semi-sintetizados trés
dissacarideos e quatro monossacarideos BB. O BB C-formil-o-L-treofuranosil foi utilizado na
sintese do derivado raro 2,3-di-O-benzil L-treose através da oxidagao de Baeyer-Villiger. O
derivado benzilado da L-treose pode ser utilizado na sintese de nucleotideos usados na
construcao de TNA. A reagao de Hantzsch com trés componentes utilizando os BB
produzidos foi realizada utilizando L-prolina como catalisador para fornecer dihidropiridinas
contendo um radical glicosil ligado através de uma ligacao carbono-carbono. A versao
assimétrica desta reagao de Hantzsch organocatalisada utilizando os derivados D- e L- C-
formil da treofuranose forneceu C-nucleosideos enantidmeros de forma estereosselectiva
(de > 95%).

Palavras-chave: Agarose. k-carragenana. Oligossacarideos redutores. N-alquil glicosideos.
C-glicosideos building blocks. Reagao de multicomponentes de Hantzsch. Organocatalise.
Dihidropiridinas. C-nucleosideos.



ABSTRACT

Red seaweeds are a good source of polysaccharides (agarans and carrageenans) for the
food and chemical industries. In this light, oligosaccharides and their derivatives, with
potential application in the biochemical, chemical and pharmacological areas, were prepared
from agarose and k-carragenan. They were submitted to partial acid hydrolysis (0.1 M TFA,
65 °C) to promote specific cleavage of 3,6-anhydro-a-galactopyranosyl linkages. This
produced oligosaccharides containing 3,6-anhydro-galactose in the hydrated aldehyde form
at the reducing end. Agarose gave rise to agarobiose and agarotetrose while k-carrageenan
gave k-carrabiose and k-carratetrose. These oligosaccharides were purified via gel filtration
column chromatography and completely characterized by NMR spectroscopy and ESI MS.
The neutral oligosaccharides agarobiose and agarotetrose were used as standards to
develop an HPLC separation method. The kinetics of partial hydrolysis of agarose were
determined by quantification of di- and tetrasaccharide production. k-Carrabiose, lactose,
and a depolymerized k-carrageenan were used as substrates in reductive amination
reactions to produce N-alkyl glycosides, a borate buffer pH 8.2-MeOH/H,O solvent being was
utilized to synthesize them in good yield. Also, in order to produce two sets of C-glycosyl
building blocks, the commercial galactans were employed. These were a set of O-benzyl
protected aldehydes containing a threofuranosyl unit in either the D- or L-enantiomeric form,
and eventually bearing a sulfate group in their structure. Produced were three disaccharides
and four monosaccharides building blocks. The 2,3-Di-O-benzyl-L-threofuranose derivative
was produced by Baeyer-Villiger oxidation of the benzylated C-formyl-a-L-treofuranosyl
building block. The main interest in the production of 2,3-Di-O-benzyl-L-threofuranose
derivative was for its use as starting material for synthesis of non-natural nucleotides and
subsequent generation of (3'—>2’)-a-L-threose nucleic acid (TNA). The three-component
(83CR) Hantzsch reaction of carbohydrate building blocks was carried out with L-proline
catalysis to afford dihydropyridine C-glycoconjugates. The asymmetric version of the L-
proline-catalyzed Hantzsch reaction, of either C-formyl a-L or a-D-threofuranoside building
block yielded a pair of biologically relevant a-threofuranose C-nucleoside enantiomers in a
completely stereoselective manner (de > 95%).

Key words: Agarose. k-carrageenan. Reducing oligosaccharides. N-alkyl glycosides. C-
glycoside building blocks. Multicomponent Hantzsch reaction. Organocatalysis.
Dihydropyridines. C-Nucleosides.
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1. INTRODUGAO

Este trabalho foi desenvolvido no periodo de margo de 2005 a fevereiro de
2009 no laboratorio de quimica de carboidratos de algas marinhas, sendo uma parte
dos experimentos realizados no departamento de quimica da Universidade de

Ferrara — Italia (Novembro/07 — Agosto/08).

Esta tese teve como interesse geral o estudo de polissacarideos de algas
vermelhas. Estes biopolimeros podem ser obtidos comercialmente a partir de
determinadas espécies de algas marinhas em grandes quantidades. Devido as
caracteristicas unicas que estes polissacarideos apresentam, foram desenvolvidas
metodologias de degradagao para producéo de oligossacarideos e derivados. Foram
relatados o desenvolvimento de uma metodologia para avaliagdo da hidrélise e a
utilizacdo dos produtos de degradacgédo na sintese de N-alquil e C-glicosideos com

potencial atividade biologica.

A seguir, alguns topicos sao descritos sucintamente com o objetivo de
fornecer as informagdes mais relevantes para o melhor entendimento do trabalho

desenvolvido.



1.1 GALACTANAS DE ALGAS VERMELHAS

Relatos indicam a comercializagdo de extratos de algas marinhas no Japéao
desde o século XVII e na Europa a partir dos meados do século XVIII (PERCIVAL;
McDOWELL, 1967). Nas ultimas décadas a produgéo de polissacarideos obtidos de
algas marinhas se tornou um negocio altamente lucrativo e no final do século
passado movimentou aproximadamente 310 milhdes de dolares (VAN de VELDE,
2002). Dentre os polissacarideos comercializados, as galactanas obtidas de algas

vermelhas (Rhodophyta) apresentam grande destaque.

Estes biopolimeros apresentam uma estrutura dissacaridica repetitiva
constituida de unidades de (1—3)-B-D-galactopiranose e (1—4)-a-galactopiranose
(Figura 1). As galactanas sao classificadas de acordo com a estereoquimica das
unidades 4-O-ligadas em agaranas 1 (enantibmero L-) e carragenanas 2
(enantidmero D-). Frequentemente encontra-se nas unidades alfa o derivado anidro
da galactose 3, 4 e 5 (PAINTER, 1982). A estrutura basica e repetitiva das
galactanas é geralmente modificada por diferentes tipos de substituintes, tais como
O-sulfato, O-metil, O-glicosil e 4,6-O-(1’-carboxietilideno) (CRAIGE, 1990).

As agaranas sao utilizadas para confec¢ao de capsulas, material para moldes
dentérios, base para cosméticos e como agente antidessecante e espessante pela
industria alimenticia. A agarose purificada € utilizada em experimentagao bioquimica
como gel para eletroforese, cromatografia e suporte para o cultivo de
microorganismos e células (RAVEN; EVERT; EICHORN, 1996). As carragenanas
sdo utilizadas como estabilizantes de emulséo, espessantes e geleificantes (RENN,
1997).

Recentemente, as galactanas sulfatadas tem chamado aten¢ao devido a uma
série de propriedades bioldgicas. A presencga de grupos O-sulfato permite que estes
biopolimeros mimetizem as glicosaminoglicanas e interfiram nos eventos de
reconhecimento célula — hospedeiro. Atividades contra o virus da herpes (tipo | e Il)
(DUARTE et al., 2004) e da dengue tem sido relatadas (TALARICO et al., 2005).

Carragenanas sulfatadas mostraram uma capacidade de inibir o crescimento e a



invasao de duas linhagens de Plasmodium falciparum, o protozoario causador da
malaria, a eritrécitos humanos (ADAMS; SMITH, 2005).
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FIGURA 1 - ESTRUTURAS DE GALACTANAS

Considerando os padrdes de sulfatagdo das unidades de B-D-galactopiranose,
as carragenanas sao denominadas com letras gregas. Estes nomes, mesmo né&o
seguindo a nomenclatura especifica para carboidratos, sdo amplamente aceitos e
utilizados no comércio, artigos cientificos e legislacdo (De RUITER; RUDOLPH,

1997). As agaranas ndo possuem um sistema de nomenclatura como este.

1.2 OLIGOSSACARIDEOS OBTIDOS A PARTIR DE GALACTANAS

Oligossacarideos de galactanas podem ser obtidos através de hidrdlise acida
parcial (YU et al., 2002) ou enzimatica (GUIBET et al., 2006). Algumas bactérias de

ambiente marinho produzem enzimas capazes de degradar galactanas de algas



vermelhas. As enzimas sio classificadas de acordo com a especificidade por
agaranas e carragenanas em agarases e carragenases respectivamente. A atividade
enzimatica é dependente do padrao de substituicdo do polissacarideo (De RUITER,;
RUDOLPH, 1997).

As agarases descritas sdo capazes de hidrolisar a ligacdo alfa (YOUNG;
BHATTACHARJEE; YAPHE, 1978) ou beta (LAHAYE et al., 1989) da agarana
(Figura 2). As a-agarases produzem oligossacarideos contendo unidades de 3,6-
anidro-L-galactose, na forma de seu aldeido hidratado, como terminal redutor. Estes
oligossacarideos sao denominados agaro-oligossacarideos 6. As [(-agarases
produzem oligossacarideos denominados neoagaro-oligossacarideos 7, contendo

unidades de D-galactose como terminal redutor (Figura 2).
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FIGURA 2 — HIDROLISE ENZIMATICA DA AGAROSE

Para as carragenanas, sao descritas apenas p-carragenases que tem na

Kappa- 4 e lota-carragenana 5 seus principais substratos.

A hidrélise acida parcial de galactanas permite a quebra seletiva das liga¢des
alfa envolvendo as unidades de 3,6-anidro-galactose. Devido a instabilidade destes

residuos em meio acido, oligossacarideos com numero de unidades impares 8 e



pares 6 podem ser isolados (Figura 3). Uma alternativa bastante utilizada para
preservar o residuo anidro da galactose € associar a hidrdlise acida com agentes
redutores (USOV; ELASHVILI, 1991) ou oxidantes (PENMAN; REES, 1973),
transformando a 3,6-anidro-galactose no seu derivado galactitol ou galacténico
respectivamente. Grupos O-sulfato e 4,6-O-(1-carboxietilideno) sao resistentes na

maioria das condi¢des hidroliticas utilizadas.

OH OH

0

< 0 .

‘O%OM :
3

Agarose

n
Hidrolise acida parcial
6

OHOH

ou
0 OH OH
< 0 ﬁ\ o]
‘o%o d O%OH
OH OH OH
n
8

FIGURA 3 — HIDROLISE ACIDA PARCIAL DA AGAROSE

A produgdo de oligossacarideos a partir de galactanas de algas vermelhas
tem ganhado destaque devido a variedade de atividades biolégicas que estas
moléculas tem apresentado. Agaro-oligossacarideos 6 sdo capazes de diminuir a
producao da citocina TNFa (fator de necrose tumoral alfa) e a expressédo de 6xido
nitrico sintase induzivel (INOS), uma enzima associada a produgéo de NO na célula
(KOBAYASHI et al., 2003; ENOKI et al., 2004). Dessa forma, agaro-oligossacarideos
apresentam propriedades antiinflamatéria e anti-alérgica, uma vez que o NO e TNFa

estao relacionados com a resposta inflamatoéria. Propriedades carcinostatica e de



inibicdo da apoptose foram também relatadas. Estas atividades foram relacionadas a
um produto de metabolizagdo das unidades de 3,6-anidro-galactose. Além disso,
oligossacarideos de galactanas tem mostrado atividade antioxidante intracelular bem
como, capacidade de aumentar a viabilidade de células em cultura (YUAN et al.,
2005; CHEN; YAN, 2005).

As galactanas podem ser degradadas a oligossacarideos naturalmente
sulfatados, contendo um padrdo de sulfatacdo conhecido e derivado do
polissacarideo de origem. Recentemente, oligossacarideos sulfatados e seus
derivados tem demonstrado uma série de atividades bioldgicas, tais como: antiviral
(KATSURAYA et al, 1999), antitumoral (YUAN et al., 2006), antiinflamatoria
(SANDERS et al., 1999), anticoagulante (WALL et al., 2001) e antiangiogénica
(KASBAUER; PAPER; FRANZ, 2001). Estas atividades ndo estdo apenas
relacionadas com o grau de sulfatacdo da porcéo glicidica, mas sobretudo, com a

regioquimica e estereoquimica dos grupos sulfatos.

Neste contexto, oligossacarideos sulfatados obtidos de carragenanas
mostraram atividades antitumoral in vivo e in vitro, além de uma capacidade de
inibicdo da angiogénese (HAIJIN; XIAOLU; HUASHI, 2003; CHEN et al., 2007). A
atividade antitumoral e antiangiogénica de carboidratos sulfatados esta relacionada
com a inibicdo da enzima heparanase — responsavel pela degradacdo de
glicosaminoglicanos que leva ao desarranjo da matriz extracelular e liberacdo de
fatores de crescimento (NAGGI et al.,, 2005; LEVY-ADAM et al., 2005). Outra
possibilidade é o bloqueio da ligagdo dos fatores de crescimento com seus
respectivos receptores (GUERRINI et al., 2002). A interacdo entre carboidratos
sulfatados e proteinas € a principal razdo que explica as atividades antiviral,

antiinflamatoria e anticoagulante.

Um exemplo desta interagdo é a atividade antiviral de carboidratos sulfatados
junto aos virus da herpes tipo 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2). Estes virus ligam-se as
células através de interagdes entre glicoproteinas do envelope viral (gB e/ou gC)
com o heparan sulfato presente na superficie celular. Apés essa primeira interacao,
uma terceira glicoproteina viral (gD), interage com um ou mais receptores
especificos, resultando na fusdo do envelope viral com a membrana celular

(SHUKLA et al., 1999). Além da importancia dos grupos sulfato nesta interagao, é



relatado que porg¢des hidrofobicas poderiam auxiliar na interagdo carboidrato
sulfatado — proteinas virais (HOSOYA et al., 1991). Gongalves et al., (2007)
sintetizaram alquil éteres derivados de oligossacarideos sulfatados obtidos a partir
de Kappa-carragenana. O objetivo era o desenvolvimento de moléculas contendo
um padrdao de sulfatagdo conhecido derivado da galactana e com grupos
hidrofébicos. Katsuraya et al., (1999) sintetizaram alquil-glicosideos sulfatados a
partir de oligossacarideos de laminarana, B-D-glucopiranose (1—3) ligada, com alta
atividade anti-SIDA. O efeito antiviral aumenta com o indice de sulfatacdo e com a
hidrofobicidade proporcionada pelo radical alquila ligado. A entrada do virus da SIDA
na célula é provavelmente inibida devido a interagdes entre o oligossacarideo
sulfatado e a glicoproteina gp120, rica em cargas positivas e responsavel pela

adsorcgao do virus na superficie celular.

Devido ao amplo potencial dos oligossacarideos de galactanas e seus
derivados na producao de compostos bioativos, o desenvolvimento de novas
metodologias de obtengdo (ENOKI et al., 2007) e avaliagdo do processo hidrolitico
(KAZLOWSKI; PAN; KO, 2008; CHEN et al., 2004) tem sido desenvolvidas. Estas
metodologias utilizam cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), uma técnica
muito eficiente na analise de carboidratos. Cromatografia de gel filtragdo e afinidade
foram utilizadas. Os oligossacarideos foram detectados diretamente por indice de
refragdo ou evaporative light-scattering (ELS). Outro modo de deteccdo utilizado
consistiu na derivatizagdo dos oligossacarideos através de aminagédo redutiva e

deteccao por UV.

1.3 C-GLICOSIDEOS: PROPRIEDADES BIOLOGICAS E METODOS DE SINTESE.

C-Glicosideos sao analogos de carboidratos que possuem um atomo de
carbono substituindo o oxigénio envolvido na ligagdo glicosidica. (Figura 4)
(NICOTRA, 1997). A presencga da ligagao carbono-carbono envolvendo o carbono
anomérico do anel piranosidico ou furanosidico, confere aos C-glicosideos uma

maior resisténcia a hidrélise quimica e enzimatica.



O interesse em C-glicosideos comecgou a ser despertado na década de 70 a
partir da observacdo de interessantes propriedades antivirais, antitumorais e
antibacterianas de alguns C-nucleosideos 9 obtidos de microorganismos (Figura 4)
(GUTOXSKI et al., 1973; KUSAKABE et al., 1972). Nas ultimas décadas o aumento
do conhecimento dentro da glicobiologia tem mostrado a importante funcdo de
carboidratos em varios eventos de reconhecimento celular (VARKI, 1993). A
participacao ativa de carboidratos € comprovada numa série de eventos importantes
para os seres vivos, tais como: desenvolvimento neuronal (BULOW; HOBERT,
2006), crescimento tumoral e metastase (FUSTER; ESKO, 2005), inflamagéo
(PARISH, 2006), invasao viral e bacteriana (SHUKLA et al., 1999), resposta imune
(RUDD et al., 2001) e fertilizacdo (DIEKMAN, 2003). Dessa forma, vem crescendo o
interesse em moléculas capazes de mimetizar as fungdes dos carboidratos — os
chamados glicomiméticos. Neste campo, o potencial dos C-glicosideos &
imensuravel devido as possibilidades de atuagdo como inibidores de enzimas
envolvidas no metabolismo de carboidratos e como analogos glicidicos estaveis

capazes de interferir numa série de eventos celulares.
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FIGURA 4 — ESTRUTURA DE GLICOSIDEOS



Devido a sua importancia e estrutura quimica, alguns C-glicosideos sao
agrupados em classes. Sao exemplos os C-nucleosideos 9 e C-glicosil aminoacidos
10 e 11. Os C-nucleosideos séo heterociclos glicosilados que possuem o carbono
anomeérico ligado ao anel heterociclo através de uma ligagdo carbono-carbono
(HANESSIAN; PERNET, 1976). Os C-glicosil aminoacidos sao compostos que
apresentam um grupo aminoacido ligado diretamente, ou através de uma cadeia
carbbnica, ao carbono anomérico de uma unidade acgucar (DONDONI; MARRA,
2000). C-Glicosil alfa (BERTOZZI; HOEPRICH; BEDNARSKI, 1992) 10 e beta
(PALOMO et al., 2002) 11 aminoacidos tem sido sintetizado. Estes compostos
podem ser utilizados como blocos de construgao (building blocks) para sintese de C-
glicopeptideos e C-glicoproteinas, que possuiriam propriedades farmacocinéticas

diferentes dos seus respectivos analogos O-glicosilados.

Nos primeiros trabalhos descrevendo a sintese de C-glicosideos o interesse
foi meramente académico. Hurd e Bonner (1945) obtiveram os primeiros C-
glicosideos através da reacao do cloreto de tetraacetil-a-D-glucopiranosil 12 com
diferentes compostos de Grignard (Esquema 1). Derivados alfa e beta da glucose 13

foram obtidos em diferentes proporg¢des.

OAc OAc
AcO (0] 1. RMgBr, Et,O AcO 0]
AcO S E—— AcO R
AcO 2. AcO, AcNa AcO
Cl
12 13

R = Ph, i-Prop, n-But, Bn

ESQUEMA 1 — SINTESE DE C-GLICOSIDEOS ATRAVES DE REACOES DE
GRIGNARD

A sintese de C-glicosideos ganhou grande impulso na década de 80 a partir
da observacdo de que varios produtos naturais, como os macrolideos Palytoxin
(UEMURA et al., 1980) 14 e Spongistatin 1 (PATERSON; KEOWN, 1997) 15 (Figura
5), sao estruturalmente relacionados aos C-glicosideos. Varios laboratérios de
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sintese embarcaram em projetos visando o desenvolvimento de C-glicosideos
(NICOTRA, 1997; LEWIS; CHA; KISHI, 1982). A partir deste interesse, novos e
melhores procedimentos de sintese de C-glicosideos foram desenvolvidos, com

grande ganho no entendimento das reagbes em relagao a estereoquimica.

Na sintese de C-glicosideos geralmente se utiliza um derivado do agucar de
interesse como doador glicosil. No Esquema 2 (p. 12) pode-se observar um pequeno
resumo com alguns exemplos de doadores glicosil e rotas utilizadas na sintese de
C-glicosideos (DU; LINHARDT; VLAHOV, 1998; BEAU; GALLAGHER, 1997). As
estratégias de C-glicosilagdo, na sua grande maioria, exploram o carater eletrofilico
do carbono anomérico do doador glicosil. A reacdo da fungado aldeido de 16 com
reagentes organometalicos (YOKOYAMA et al., 1997) ou de Wittig (KHAN; AHMED;
SCHIDT, 1996) leva a formagao dos intermediarios 17 e 18, respectivamente. Apds
adicdo nucledfila da hidroxila livre ao carbono anomérico ocorre a formagao do C-

glicosideo.

Glicosil haletos 20 sado bons doadores glicosil que podem reagir com
carbéanions. O tratamento com acidos de Lewis (LETEUX; VEYRIERES, 1994) dos
doadores glicosil reforgam ainda mais o carater eletrofilico do carbono anomérico.
Este tratamento origina um intermediario carbocation estavel 21 que pode reagir
facilmente com um nucledfilo. Esta reagdo pode ser iniciada a partir de glicosil
haletos 19, acetatos e aldoses 20. Quanto melhor o grupo abandonador, mais
favoravel € a reacdo. No caso das piranoses, o nucledfilo ataca o carbono
anomérico pelo lado oposto ao do par i6nico formado com o oxigénio piranosidico
(LEWIS; CHA; KISHI, 1982). No caso das furanoses, o efeito anomérico ndo exerce
clara influéncia. Os resultados estereoquimicos das reacdes sdo0 menos previsiveis e
fortemente influenciados pelas condicbes experimentais como temperatura e
solvente (NICOTRA, 1997).

Glicals (TOSHIMA et al., 1996) 24 , lactonas (HILDBRAND et al., 1997) 25 e
1,2-anidro agucares (LEEUWENBURGH et al., 1997) 26 s&o também utilizados

como doadores glicosil na sintese de C-glicosideos.
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FIGURA 5 — ESTRUTURA QUIMICA DA PALYTOXIN E SPONGISTATIN 1

C-Glicosilagdo pode ser realizada via formagao de radical livre (PONTEN;
MAGNUSSON, 1996) 22. Bromo glicosideos podem reagir com alil sulfetos ou
sulfonas na presenga de BuzSnSnBus em condigdes fotoliticas. Outra estratégia
utilizada é a inversao da polaridade do carbono anomérico. O tratamento de glicosil
haletos com n-BulLi gera um intermediario carbé&nion 23 que ao reagir com aldeidos
leva a formacéao de C-glicosideos (PARKER; COBUM, 1991).
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ESQUEMA 2 — DOADORES GLICOSIL E INTERMEDIARIOS UTILIZADOS NA
SINTESE DE C-GLICOSIDEOS

Nas reagdes de C-glicosilagdo um novo estereocentro é formado. Na
maioria dos casos, apenas um dos diasteroisbmeros (alfa ou beta) € desejado.
Portanto, as reacdes de C-glicosilacdo devem ser planejadas e realizadas de forma
a produzir apenas o isdbmero desejado. Uma forma de contornar os problemas
relacionados a baixa estereoseletividade de algumas reagdes de C-glicosilagao, é
utilizar doadores glicosil que ja possuam uma estereoquimica definida (alfa ou beta)

no carbono anomérico.

Dondoni e Schermann (1994) sintetizaram C-formil glicosideos alfa ou beta
derivados de glucose, manose, galactose e ribose (Esquema 3). A adigao de 2-litio-
tiazol 27 ao derivado lactona 28 dos acgucares de interesse fornece o cetol derivado
29. A acetilagdo seguida da reducado do cetol acetato derivado 30 com Et;SiH e
TMSOTf gera o C-glicosideo tiazol 31. Com excecdo da glucose, os derivados
agucares piranosidicos apo0s redugdo geraram exclusivamente o B-C-glicosideo

tiazol 31. Para os derivados cetol acetatos furanosidicos ndo foi observado um
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excesso diastereoisomérico significativo. A partir do C-glicosil tiazol de configuragao
anomérica definida, o protocolo one pot de N-metilagdo, reducdo e hidrélise com
mercurio forneceu os C-formil-glicosideos 32a-f. A preparacdo destes C-formil
building blocks foi realizada diversas vezes e em escala preparativa (1 a 15 g). Estes
compostos foram utilizados como doadores glicosil em diversas metodologias de C-
glicosilagdo, com destaque nas reagdes de multicomponentes para a formagéao de
C-nucleosideos e C-glicosil aminoacidos (DONDONI, 2000; DONDONI; MASSI,
2006).

j N
Z >\ N N
RO S H RO._ 0 / \3 RO. o 4}
(\),o 0 27 o s (i\)j{ s
in_/V/ Et,0, 78 °C " OH Ac,0, EtN, n OAc
Et,SiH
TMSOTS

N
RO, o -CHO RO._ 0 ( \l
(U e )
n=0out 1. TFOMe

R =Bn ou C(Me), 32 2. NaBH, 31
3. HgCl,

C-formil-glicosideos building blocks

OBn OBn BnO OBn BnO OBn
BnO 0 B0 oBn 0 o)
BnO R anO CHO BnO CHO BnO CHO
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BnO
"N T:o:r

R, Ns
32d
R;=H, R, = CHO

R;=CHO, R, =H

C
o} (0] BnO OBn

32e 32f

ESQUEMA 3 — SINTESE DE C-FORMIL-GLICOSIDEOS BUILDING BLOCKS
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1.4 REAGOES DE MULTICOMPONENTES

As reagcdes em que trés ou mais reagentes sao adicionados a0 mesmo tempo
num unico frasco (one-pot) para formar um novo composto que contém na sua
composi¢cdo a maioria dos atomos dos reagentes de partida sdo denominadas de
reagcoes de multicomponentes (RMCs) (Figura 6a) (DOMLING; UGI, 2000). Hoje em
dia, reagbes domino one-pot onde dois componentes dao origem a um intermediario
que na sequéncia é capturado por um terceiro reagente também sao aceitas como
RMCs (Figura 6b) (MINGHINI, 2003).

Nas RMCs os reagentes participam de uma sequéncia de reagdes
elementares irreversiveis e de equilibrio que geram diferentes intermediarios. Todas

estas reacgbes estdo conectadas e sédo importantes para direcionar a formagao do

produto.
B C
B C

og.o.0o.o a

A D A D

/B > /B
A—> + B*{> A—'|> e A-D% b

N

FIGURA 6 — REACOES DE MULTICOMPONENTES

As RMCs apresentam uma série de vantagens em relagcdo ao métodos
classicos de sintese orgénica que envolvem multiplas etapas. Algumas das
vantagens sao (RAMON; YUS, 2005; BIENAYME et al., 2000; DOMLING, 2006):

e Convergéncia: Uma reacédo é dita convergente quando tende a maximizar o

rendimento através da diminuicdo dos numeros de etapas envolvidos na sintese.
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Dessa forma, as RMCs por serem processos one-pot apresentam o maximo de

convergéncia.

e Economia de atomos: O produto das RMCs é a soma de todos os reagentes de

partida. Isto representa uma grande economia de reagentes.

¢ Seletividade: Embora a variagao dos reagentes de partida permitam a obtencao de
um grande numero de produtos diferentes, a reacado produzira sempre compostos

contendo um estrutura basica precisa.

e Econbmicas: O processo one-pot evita a necessidade de purificacdo de
intermediarios. Isto representa uma grande economia de solventes, energia, mao de
obra e outros insumos laboratoriais. A obtencdo do produto alvo numa unica etapa
representa ainda uma grande economia de tempo no desenvolvimento do projeto

sintético.

e Ecoldgicas: Recentemente a comunidade quimica tem concentrado esforgos no
desenvolvimento de metodologias sintéticas que sejam mais benéficas ao meio
ambiente. Nesse sentido a economia de solventes, insumos e reagentes ja
discutidas tem um papel relevante. Além disso, a facilidade de adaptagao das RMCs
para utilizacdo de metodologias com maior apego ecoldgico tais como, reagdes na
auséncia de solvente (solvent-free reactions) (SU et al., 2005), e organocatalisadas
(GONG; CHEN; XU, 2007) tem sido descritas.

¢ Alto potencial na sintese combinatéria e descobrimento de novos farmacos: Nas
ultimas décadas o maior entendimento de muitos processos biolégicos trouxe uma
maior demanda pela sintese de novos compostos com potencial atividade bioldgica.
A sintese combinatorial (BALKENHOHL et al., 1996) tem um importante papel para
producao de cole¢des de novos compostos (chemical libraries). Varias companhias
farmacéuticas investiram grandes volumes de recursos no desenvolvimento de
métodos automatizados de sintese e de avaliagdo das atividades biologicas (high-
throughput screening). Facilidades de automac&o de todo o processo reacional,
desde a sintese até a purificagdo tornam as RMCs uma grande ferramenta dentro da
sintese combinatoria. A variagdo estrutural dos reagentes de partida permite a
sintese de uma grande colegdo de compostos. Por exemplo, a possibilidade de

utilizacdo de 10 reagentes diferentes numa reagcdo de 4 componentes permitiria a
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sintese de uma colegdo de 10* compostos. As RMCs permitem ainda um alto poder
exploratério devido a alta seletividade das reagdes. Compostos possuindo uma
estrutura basica comum de reconhecida atividade biolégica e com variadas
substituicdes podem ser sintetizados. Diversas colegbes explorando as RMCs foram

sintetizadas.

As primeiras RMCs foram descritas ha mais de 150 anos e foram
denominadas com os nomes de seus inventores. Na Tabela 1 sdo mostradas as
principais RMCs e os seus respectivos produtos (DOMLING; UGI, 2000).

A reacédo de Strecker (1850) foi a primeira RMC descrita. Nesta reacdo o
benzaldeido, aménia e HCN se combinam para formar aminobenzil cianeto. Esta
reacdo € uma importante rota para a producdo de a-aminoacidos. As RMCs séao
utilizadas para a producdo de heterociclos com destacadas propriedades
farmacoldgicas. A reagdo de Hantzsch (1882) da origem a dihidropiridinas, uma

classe de moléculas com reconhecida propriedade antagonista dos canais de calcio.

As dihidropirimidinas podem ser obtidas a partir da RMC de Biginelli (1893) e
possuem uma reconhecida atividade antitumoral. A reagdo de Mannich, descoberta
em 1912, mostrou-se eficiente na sintese de produtos naturais. Cinco anos mais
tarde Robinson (1917) sintetizou o alcaldide tropinona 33 através desta RMC
utilizando dialdeido succinico 34, metilamina 35 e dimetil-1,3-acetonadicarboxilato
36 (Esquema 4). As reagbes de Mannich (1912) e Reformatsky (1887) sé&o
importantes rotas de sintese para obtencdo de B-aminoacidos. A reacgdo de
Staudinger (1907) produz compostos com anéis -lactdmicos, que sao reconhecidos
pela sua atividade antimicrobiana ao inibir a sintese da parede celular bacteriana.
Esta reacdo tem sido amplamente explorada para producdo de colegcbes de
moléculas (chemical libraries). Passerini em 1921 foi o primeiro a utilizar isocianatos
em RMCs. Esta reagdo é semelhante a de Ugi e sdo utilizadas na obtencdo de

analogos de peptideos.
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TABELA 1 - PRINCIPAIS REACOES DE MULTICOMPONENTES

Ano de
descobrimento

CN
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NH,
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o EtO,C CO,Et
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SH

Tiazolinas —N
Rs
0O Ry 4
Ugi 1959 R4NH, + R,CHO + R3NC + R4COOH —— R)J\N N\R
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CO,Me
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ESQUEMA 4 — SINTESE DA TROPINONA COM 3 COMPONENTES

As RMCs sdo também utilizadas para a produgdo de moléculas quirais. As
RMCs assimétricas (RMCAs) sdo reagdes em que trés ou mais reagentes - quirais
ou aquirais - sao adicionados juntos num unico frasco para formar um composto com
pelo menos um novo estereocentro e que contém a maioria dos atomos dos
reagentes de partida (RAMON; YUS, 2005). Dependendo da forma de indugao
assimétrica, interna ou externa, as RMCAs sao classificadas em diasterosseletivas
ou enantiosseletivas (Figura 7). Nas RMCAs diasterosseletivas utiliza-se um ou mais
reagentes quirais para gerar a indugcado assimétrica, enquanto que na RMCAs

enantiosseletiva utiliza-se um catalisador quiral.

«D
R = SR P a
*
Catali * .
A—> + B—> + c_> + D‘{> ﬂ. )\‘D b

FIGURA 7 — RMCAs DIASTEROSSELETIVAS (a) E ENANTIOSSELETIVAS (b)

As reacdes de multicomponentes em todas as suas versdes tiveram e ainda
tem um importante papel no desenvolvimento de novos farmacos. A nifedipina 37 é
uma dihidropiridina obtida através da reagdo de Hantzsch utilizada como
antihipertensivo desde da década de 70 (Esquema 5) (BOSSERT; VATER, 1971).
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Uma variagdo da reacdo de Ugi possibilitou a sintese do anestésico xilocaina 38
ainda em 1959 (Esquema 6) (DOMLING; UGI, 2000). A partir da variacdo dos
reagentes de partida varios analogos da xilocaina com atividade anestésica foram
produzidos pela companhia farmacéutica Bayer. Nos ultimos anos as RMCs
baseadas em reagentes contendo isocianatos tem sido utilizadas na sintese de
inibidores de quinases, proteases e metalo-proteases e de interagdes proteina-
proteina (DOMLING, 2006).

NO, NO,
@[ s NHy o+ o CO0Me - MeO,C CO,Me
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Me N Me
H
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ESQUEMA 5 — SINTESE DA NIFEDIPINA COM 3 COMPONENTES

Me Me
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ESQUEMA 6 — SINTESE DA XILOCAINA COM 3 COMPONENTES
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1.5 ORGANOCATALISE

Na natureza as enzimas sao conhecidas pela sua capacidade de catalisar
reacbes de forma eficiente e enantiosseletiva. Na sintese organica a
enantiosseletividade € frenquentemente alcancada através da utilizacdo de
catalisadores metalicos. Um dado curioso, entretanto, € que metade das enzimas

conhecidas ndo contém metais no seu sitio ativo (SEAYAD; LIST, 2005).

Nos ultimos anos vem crescendo enormemente a utilizagdo de moléculas
organicas como catalisadores em sintese assimétrica. Organocatalisadores s&o
moléculas organicas de baixo massa molecular que possuem a atividade catalitica
dependente exclusivamente das suas caracteristicas quimicas acido-base e de
interacao intermolecular. Sao de facil obtengdo a um baixo custo, estaveis, livres de
metais e ndo téxicos (SEAYAD, LIST, 2005; DONDONI; MASSI, 2008).

A palavra organocatélise, na sua moderna definicdo, foi cunhada por
MacMillan em 2000 (AHRENDT; BORTHS; MACMILLAN, 2000). Historicamente,
pode-se dizer que Bredig e colaboradores em 1912 foram os primeiros a utilizar um
alcaléide como organocatalisador na sintese de cianoidrinas (MASSI, 2007). Na
década de 70 dois grupos ligados a industria publicaram a primeira reacéo de
aldolizagédo catalisada pelo aminoacido prolina (HAJOS; PARRISH, 1974; EDER,;
SAUER; WIECHERT, 1971). Entretanto, todo o potencial de utilizagdo de
organocatalisadores em sintese assimétrica foi pouco explorado até poucos anos

atras.

Embora ndo se discuta a importancia da biocatalise e da catalise metalica
dentro da sintese orgéanica, a organocatalise representa um significativo avango e
tem como principais vantagens (SEAYAD, LIST, 2005; DONDONI; MASSI, 2008;
MASSI, 2007):

e Baixo custo: Os organocatalisadores sdo mais baratos que muitas enzimas e

metais.
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¢ Estabilidade: Uma maior estabilidade aliada a possibilidade de utilizagdo em varias
condigdes (aquosas, aerbbicas, altas temperaturas, etc) em que metais e enzimas

nao podem ser utilizados.

e Ecologicas: Por serem moléculas organicas os residuos produzidos sao menos

Nocivos.

e Seletividade: Os organocatalisadores reconhecem fungdes organicas especificas.
Isto evita reagdes colaterais e até a necessidade de protecdo de certos grupos

funcionais.

e Aplicabilidade industrial: Todas as vantagens citadas acima tornam o uso da

organocatalise altamente promissor pela industria quimica e farmacéutica.

De acordo com o carater acido-basico, Seayad e List (2005) dividiram os
organocatalisadores em 4 grupos: Acidos e Bases de Lewis e Acidos e Bases de

Brgnsted. Na Figura 8 sdo mostrados alguns exemplos de organocatalisadores.

Dentro da organocatalise merecem destaque a utilizacdo de bases de Lewis
azotadas e acidos de Brgnsted na manipulacdo de substratos contendo o grupo
carbonila. Estas reacdes foram mais estudadas e detalhes sobre seus mecanismos
tem mostrado a importancia de interagbes eletrostaticas, ponte de hidrogénio e
estéricas, entre catalisador e substrato no estado de transigdo, que explicam a alta
estereoseletividade observada (MASSI, 2007). Estes estudos mostram que a

catélise ocorre de forma mais simplificada, mas semelhante a catalise enzimatica.

A utilizagdo de aminas primarias e secundarias (bases de Lewis) como
organocatalisadores permite converter substratos contendo o grupo carbonila em
intermediarios nucledfilos ou eletréfilos ativados. Os principais intermediarios
formados sdao enaminas (LIST, 2004; MUKHERJEE et al., 2007) e ions iminio
(ERKKILA; MAJANDER; PIHKO, 2007).
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FIGURA 8 — EXEMPLOS DE ORGANOCATALISADORES

No ciclo catalitico via enamina (Esquema 7) o processo chave é a formagao
do ion iminio 39 que diminui a energia do orbital molecular desocupado (LUMO -
lowest unoccupied molecular orbital) do sistema. Ocorrendo a desprotonagdo do
carbono alfa, um intermediario enamina 40 é formado resultando num aumento de
energia do HOMO (highest occupied molecular orbital). Neste estagio, o
intermediario enamina 40 pode reagir via adicdo ou substituigdo nucleofilica. A
hidrolise do ion iminio a-substituido 41 com uma molécula de agua fornece o

produto 42 junto com o catalisador L-prolina 43.

O ciclo catalitico via enamina mimetiza a condensagao entre o substrato
carbonilico e um residuo de lisina presente no sitio ativo de aldolases do tipo |
(WAGNER; LERNER; BARBAS IlI, 1995). Isto claramente representa um belo

exemplo de similaridade mecanistica entre organo e biocatalise.
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ESQUEMA 7 — CICLO CATALITICO VIA INTERMEDIARIO ENAMINA

As aldolases sdo enzimas importantes na sintese de carboidratos. A partir da
hidroxiacetona fosfato e um aldeido como aceptor, as aldolases formam uma estavel
ligagcao carbono-carbono e dois novos estereocentros (LAI; NAKAI; CHANG, 1974)
(Tabela 2 entrada 1).

A semelhanga entre as reacgdes catalisadas por diferentes aldolases e a
promovida por bases de Lewis azotadas levou varios pesquisadores a descoberta de
novas rotas de sintese de carboidratos através da organocatalise. De modo
semelhante a catalise enzimatica, uma dihidroxiacetona foi utilizada como substrato
nucledfilo e o D-gliceraldeido como aceptor. Na Tabela 2 s&o mostradas a sintese
dos derivados isopropilidenos dos agucares raros D-tagatose (SURI et al., 2006)
(entrada 2) e D-psicose (ENDERS; GRONDAL, 2005) (entrada 3), além da D-frutose
(UTSUMI et al., 2007) (entrada 4). Estes exemplos mostram ainda a importancia do
papel exercido pelo organocatalisador no controle dos dois novos estereocentros
produzidos. Enquanto D- ent-43 e L-prolina 43 produziram preferencialmente dois
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estereocentros em configuragcédo relativa anti, o derivado da treonina 44 produziu

estereocentros em configuragao relativa sin.

O primeiro exemplo de catalise via intermediario enamina rendendo um
produto assimétrico foi descrito por List, Lerner e Barbas Il (2000). A aldolizacéo de
cetonas e aldeidos, catalisada pela L-prolina, produziu compostos ceto-p-
hidroxilados com alto rendimento e enantioseletividade (Tabela 2, entrada 5). Este
ciclo catalitico tem sido amplamente explorado utilizando acetonas e aldeidos como
substratos (LIST, 2002; LIST, 2000). Diferentes eletrofilos foram utilizados, como por
exemplo compostos carbonil, iminas, azodicarboxilatos, nitrobenzenos e aceptores
do tipo Michael (Tabela 2, entradas 6 e 7).

No processo catalitico via intermediario enamina a prolina ndo age como uma
simples base de Lewis. Tanto a fungdo amina quanto carboxilica (acido de Brgnsted)
sao importantes para ativagao do substrato. Dessa forma, a prolina € um exemplo de
catalisador bifuncional, ou seja, capaz de ativar tanto nucledfilo quanto eletrdéfilo
(LIST, 2004). O aumento no conhecimento do mecanismo catalitico levou ao
desenvolvimento de novos catalisadores, principalmente analogos da prolina com
maior reatividade e seletividade (SAITO; YAMAMOTO, 2004). Varias modificagcbes
sao descritas, como por exemplo, a substituicdo da fung¢do carboxila por outras
funcdes acidas e a insergao de grupos volumosos ou capazes de realizar interagdes

ponte de hidrogénio.

Na Figura 9 sdo mostrados alguns exemplos de organocatalisadores obtidos
a partir da derivatizagdo do aminoacido L-prolina. Alguns destes compostos podem
ser obtidos comercialmente. Os derivados sal de amoénio 45 e tetrazol 46 sdo bons
exemplos de modificacbes que alteram o acidez do catalisador. Enquanto que L-
prolina 43 apresenta um pKa de aproximadamente 12 (em DMSO), os compostos 45
e 46 apresentam um pKa de 10 e 8 respectivamente (SAITO; YAMAMOTO, 2004).
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FIGURA 9 — ORGANOCATALISADORES DERIVADOS DA L-PROLINA

A catalise via intermediario iminio segue o mesmo principio da catalise via
enamina (Esquema 8) (MASSI, 2007). O intermediario iminio gerado 47 diminui a
energia LUMO do sistema e como resultado pode sofrer um ataque de um nucledfilo.
A enamina 48 formada recebe um préton do proprio catalisador. A hidrélise restaura

o catalisador liberando o produto final 49.

Ho HO R (6]
47
Nu—H
2
o Nu
H
R1H R nln
Ro R HO

ESQUEMA 8 — CICLO CATALITICO VIA INTERMEDIARIO IMINIO
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Esta estratégia tem sido aplicada principalmente a aldeidos o,B-insaturados e
enonas. Um bom exemplo de aplicacdo da catalise via intermediario iminio foi
publicado por Ahrendt, Borths e MacMillan (2000). Utilizando uma amina secundaria
50 como catalisador, foi promovido uma reacdo de Diels-Alder enantioseletiva com

aldeidos 51 insaturados e alquenos conjugados 52 (Esquema 9).

0. Me
N Me
Ph N).‘Me R
H .CHO
/\A 50 / ‘\
Ry o + f\LR1 HCl 63.96% oo
51 52 12:90% Ry

ESQUEMA 9 — EXEMPLO DE CATALISE VIA INTERMEDIARIO IMINIO

1.6 DIHIDROPIRIDINAS: PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS E SINTESE

As dihidropiridinas (DHPs) comecaram a chamar atencdo de quimicos e
bioquimicos ainda na década de 30 a partir da descoberta da estrutura do cofator
enzimatico NADH. A presenca do anel DHP é responsavel por fornecer poder

redutor em varios processos enzimaticos (Figura 10) (NELSON; COX, 2000).

NH,

N=N | HH :
NS o™
N | ‘

N Ho_ ,0 O_ OH - \

o \P// \\P/ l,,b,,,N ,,,,,,,,,, |
QAO/ o~ \o/\d dominio dihidropiridina

HO OH HO OH

FIGURA 10 - ESTRUTURA DO NADH
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Na década de 40, Phillips e Randall (1943) relataram a sintese de diversas
DHP substituidas contendo atividade analgésica, espasmolitica e agonista da
morfina. Na década de 70 a empresa alema Bayer iniciou a comercializagao da
Nifedipina 37 (Figura 11) (MEYER et al., 1976) um potente vasodilatador utilizado
até os dias de hoje no tratamento de hipertensdo. A Nifedipina e outras DHPs atuam
como potentes antagonistas de canais de calcio. Varios medicamentos pertencentes
a classe das DHPs sao encontrados no mercado, como por exemplo a Felodipina
53, Nimodipina 54 e Amlodipino 55.

Cl NO,
NO, Cl Cl
MeO,C 7 CO,Me MeO,C . CO,Et i-PrO,C . CO,C,H,OMe EtO,C . CO,Me
| || | |
Me N~ Me Me N~ Me Me N Me H,NC,H4,OH,C™ 'N° Me
H H H H
37 53 54 55
Nifedipina Felodipina Nimodipina Amlodipino
(Adalat®) (Plendil®) (Nimotop®) (Norvasc®)
Cl
OCHF,
PronC,H40,C CO,C,H40N-Pr PhOC COPh
| |
Me N Me Me N Me
H H

56
Cerebrocrast

X=H, F, NO,, OMe, Me

FIGURA 11 — EXEMPLOS DE DIHIDROPIRIDINAS (DHPs)

Estudos que correlacionam estrutura e atividade indicam que a
estereoquimica do C-4 do anel DHP, bem como o tipo de substituinte presente sao
determinantes para a atividade biolégica (COBUM et al., 1988; VO et al., 1995). As
DHPs enantibmeras podem apresentar propriedades completamente diferentes. A
natureza dos grupos ésteres em C-3 e C-5 também tem um grande peso nas

propriedades farmacolégicas das DHPs.
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Além da atividade antagonista dos canais de calcio, uma série de novas
propriedades tem sido relatadas para as dihidropiridinas. Foi descrita uma atividade
neuroprotetiva do composto Cerebrocrast (KLUSA, 1995) 56 e derivados DHPs
(MARCO-CONTELLES et al., 2006) 57. Este resultado demonstrou uma potencial
aplicagao das DHPs no tratamento de mal de Alzheimer. Recentemente Kwase et al.
(2002) demonstraram que a DHP 58 pode inibir a agdo da glicoproteina-P. Esta
proteina é super expressada em células tumorais e é responsavel pelo efluxo de
drogas utilizadas no tratamento do cancer. Dessa forma, as DHPs podem ter uma
potencial aplicagdo como auxiliares na terapia tumoral. Sdo descritas ainda
propriedades antagonistas do fator de ativagao plaquetaria (COOPER et al., 1992) e
receptor adenosina As (JIANG et al., 1999), radioprotecdo (DONKOR et al., 1998) e
inibidora de protease do virus da SIDA (HILGEROTH; LILIE, 2003).

Além da utilizacdo no campo farmacéutico, as DHPs tem sido recentemente
utiizadas como agentes redutores em sintese organica (OUELLET; WALJI,
MACMILLAN, 2007). Ouellet, Tuttle e Macmillan (2005) utilizaram o
organocatalisador 59 para gerar o intermediario iminio a partir de aldeidos «,f-
insaturados e B,p’-disubstituidos 60 (Esquema 10). A DHP 61 participou na reagao
como doador de hidreto ao intermediario iminio assimétrico formado. Foram obtidos
aldeidos assimétricos 62 com bom excesso enantiomérico. Esta hidrogenacéo
enantioseletiva foi baseada na reagao que as oxiredutases catalisam na presenca de
NADH em sistemas biolégicos. De forma um pouco mais simplista da que ocorre na
natureza, os autores idealizaram que o organocatalisador poderia mimetizar a
enzima e gerar um intermediario assimétrico enquanto a DHP mimetizaria o NADH

atuando como agente redutor.

N
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ESQUEMA 10 — REDUGAO ORGANOCATALITICA E ENANTIOSSELETIVA COM
DHP
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Outros interessantes exemplos de seletividade alcancada na reacdo de
hidrogenagao utilizando DHPs como agentes redutores foram descritos por Mayer e
List (2006). Utilizando o organocatalisador 63 e DHP 64 foi possivel a redugcéo do
(E)-citral 65 a (R)-citronellal 66 - utilizado como ingrediente de perfumes e
intermediario na sintese do mentol — e do farnesal 67 a (R)-dihidrofarnesal 68, um

feroménio (Esquema 11).

71% 77%

)\vv'\/CHO WCHO

66 68
90% ee 92% ee

ESQUEMA 11 — REDUCAO ENANTIOSELETIVA DO (E)-CITRAL 65 E FARNESAL
67

O modo mais facil de sintetizar DHPs substituidas € através da reacgao de
multicomponentes de Hantzsch (1882). Arthur Rudolf Hantzsch® no ano de 1882
descobriu a sintese de DHPs ao misturar dois equivalentes do p-cetoéster 69, um
equivalente de aldeido 70 e um equivalente de aménia 71. Ao refluxar a mistura em

etanol por diversas horas Hantzsch isolou 1,4-DHPs 72 que foram depois oxidadas a

* Arthur Rudolf Hantzsch (1857-1935) nasceu em Dresda, Alemanha. Graduou-se no politécnico de
Dresda e obteve seu Ph.D. pela universidade de Wurzuburg (1880). Tornou-se professor de quimica
organica no politécnico de Zurich (1885-1893), Universidade de Wurzuburg (1893-1903) e
Universidade de Lipsia (1903-1927). Estudou estereoquimica, sintese de dihidropiridinas e piridinas
(1882), cumarinicos (1886), tiazois (1889) e pirrois (1890). Hantzsch é responsavel pela nomenclatura
dos heterociclos. A partir de 1907 comecgou a estudar crioscopia e espectroscopia de UV.

Fonte: European Association for Chemical and Molecular Science. Disponivel em
<http://www.euchems.org/Distinguished/20thCentury/hantzsch.asp> acesso em: 17/11/2008.
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seus respectivos derivados piridinas 73 (Esquema 12). O mecanismo de reagéo hoje
aceito prevé uma condensacdo entre 69 e 70 e a formacdo da enona de
Knoevenagel 74 através da eliminagdo de uma molécula de agua. Paralelamente, o
B-cetoéster 69 reage com a amoénia 71 formando uma enamina 75 e eliminando uma
segunda molécula de agua. A enamina formada 75 ataca com uma adi¢ao do tipo
Michael a enona de Knoevenagel 74. O intermediario 76, apds rearranjo forma a
hidroxitetrahidropiridina 77. Apos a eliminagdo de uma molécula de agua o
intermediario 77 da origem a DHP 72 (MINGHINI, 2003).

A reacéo original de Hantzsch possui algumas desvantagens tais como: baixo
rendimento; varios subprodutos na mistura reacional;, e ainda a amoénia pode
provocar danos ao produto ou reagentes com estereocentros epimerizaveis. Por
esta razdo, algumas modificagdes foram introduzidas como o uso de enaminas 75

e/ou enonas de Knoevenagel 74 pré-formadas (MINGHINI, 2003).

Varios trabalhos sdo encontradas na literatura trazendo inovagdes que visam
melhorar o procedimento original descrito por Hantzsch. Diversos catalisadores
foram testados, como por exemplo: triflatos metalicos (WANG, et al., 2005), iodo
molecular (KO et al., 2005), suportes de silica acidos (MAHESWARA et al., 2006),

entre outros.

Bridgwood, Veitch e Ley (2008) desenvolveram uma metodologia que utiliza
MgsN, para gerar amdnia na presenga de solventes proticos. Esta modificagao
produziu diversas DHPs com diferentes substituintes em bom rendimento. Lee
(2005) adicionou p-cetoésteres e amobnia a meios de cultura contento a levedura
Saccharomyces cerivisiae e isolou DHPs com ate 70% de rendimento. Este foi o

primeiro exemplo de produgédo de DHPs utilizando microorganismos.
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ESQUEMA 12 — REACAO DE HANTZSCH COM 3 COMPONENTES

Sao descritas também metodologias utilizando técnicas menos nocivas ao
meio ambiente como reagdes na auséncia de solventes (KUMAR et al., 2008) e
utiizando organocatalisadores (KUMAR; MAURYA, 2007). A utilizacdo de
microondas visando diminuir o tempo de reagao foi empregado com sucesso por
Ohberg e Westman (2001).

A maioria dos exemplos de sintese de DHPs através da reagao de Hantzsch
utiliza reagentes aquirais como substratos, principalmente aldeidos aromaticos, -
cetoésteres e enaminas comerciais. Recentemente, Dondoni, Massi e Minghini
(2002) utilizaram formil-C-glicosideos 32 na sintese de DHPs glicosiladas simétricas

78 (Esquema 13a). Analogos glicosilados da ribose, galactose e manose foram
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sintetizados. A reacido de Hantzsch em condi¢des térmicas forneceu DHPs com bom
rendimento (71-88%). Estes compostos sdo C-nucleosideos artificiais com potencial
atividade biolégica. A sintese de DHPs assimétricas 79, glicosiladas em C-2 foi
alcangada reagindo a enona de Knoevenagel 80 pré-formada com enaminas
glicosiladas 81 com (Esquema 13b) (DONDONI et al., 2002). Foram obtidos bons

rendimentos (61-71%) com excesso diastereoisomérico que variaram de 10 a 30%.

A reacdo de Hantzsch foi utilizada na sintese de aminoacidos nao naturais
(DONDONI et al., 2004). O interesse nestes compostos vem crescendo devido ao
potencial uso na sintese de analogos peptideos com potencial atividade bioldgica. A
reacao foi realizada utilizando aldeido derivado da glicina. O uso de polimeros como
sequestrantes permitiu o isolamento de derivados DHPs em 75% de rendimento.

Estes building blocks foram utilizados na sintese de peptideos artificiais.
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ESQUEMA 13 — SINTESE DE DHPS GLICOSILADAS SIMETRICAS (a) E
ASSIMETRICAS (b)
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo geral deste trabalho foi a hidrolise acida da Agarose e Kappa-
carragenana para obtencdo de oligossacarideos e derivados para posterior
utilizacdo destes produtos na sintese de N-alquil e C-glicosideos com potencial

atividade bioldgica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Hidrolise acida parcial da Agarose e Kappa-carragenana para producao de

oligossacarideos contendo 3,6-anidro-galactose no terminal redutor;

¢ Purificagao e caracterizagao espectroscopica dos oligossacarideos redutores;
¢ Avaliagdo dos produtos de hidrolise da Agarose através de CLAE;

¢ Sintese de N-alquil glicosideos utilizando lactose;

e Sintese de N-alquil glicosideos utilizando oligossacarideos derivados da Kappa-

carragenana;

e Hidrolise da Agarose e Kappa-carragenana para obtencdo de derivados mono- e

dissacarideos: C-glicosideos da D- e L-treofuranose;

e Utilizacdo dos derivados C-glicosideos da D- e L-treofuranose na sintese de

dihidropiridinas através da reacdo de multicomponentes de Hantzsch.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 SELEGAO DOS POLISSACARIDEOS

3.1.1 Obtencao das fontes de Agarose 3

A amostra AG1 é um agar-agar comercial obtido da empresa Vetec quimica
(Rio de Janeiro, RJ, Brasil). A amostra AG2 é uma agarose comercial obtida da
empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A amostra AG3 é uma agarose de

baixo ponto de fus&o obtida da empresa Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA).

3.1.2 Obtencao da Kappa-carragenana 4 (KWS)

A alga vermelha Kappaphycus alvarezii foi cultivada no litoral norte (Ubatuba)
do estado de S&o Paulo e coletada em margco de 1999 (PAULA; PEREIRA; OHNO,
1999). A alga foi lavada com agua corrente e secada a 60 °C até peso constante. A
alga seca foi submetida a tratamento alcalino com KOH 6% por 48 h a temperatura
ambiente (OHNO; NANG; HIRASE, 1996). Apds este tratamento, a alga foi lavada
com agua corrente, secada a 60 °C até peso constante e moida. A alga seca e
moida (80 g) foi extraida com agua destilada (4,0 L) a 70 °C por 5 h. Apos
centrifugacdo (8000 rpm por 15 min) os sobrenadantes foram agrupados,
concentrados e dialisados. A dialise foi realizada primeiro contra uma solucado de
NaCl 0,2 M e depois contra agua destilada até completa remogao do excesso de sal.
A solugado polissacaridica dialisada foi concentrada a pressdo reduzida. O extrato
contendo os polissacarideos KWS (43,3 g) foi obtido apos liofilizagdo com 54% de

rendimento em relagao a alga seca.
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3.2 METODOS ANALITICOS GERAIS

3.2.1 Cromatografia em silica

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em
cromatoplacas de aluminio revestidas com silica gel 60 ou silica gel 60 Fas4. As
placas foram eluidas com diferentes misturas de solventes. A detecgdo dos
compostos foi realizada borrifando uma solugdo de acido sulfurico (H2SO4
conc./EtOH 1:9) ou 0,5% orcinol (H,SO4 conc./EtOH 1:20). As cromatografias de
silica em coluna foram realizadas utilizando silica gel 60 (230-400 mesh). A
quantidade de silica e o tamanho da coluna foram selecionados de acordo com a

relacao descrita por Still, Kahn e Mitra (1978).

3.2.2 Determinacao da rotacgao otica.

A determinacao da rotagao 6tica especifica ([a]p) foi realizada em polarimetro
Perkin Elmer a 20 + 2 °C.

3.2.3 Determinagao do teor de sulfato

O teor de sulfato foi determinado pelo método de Dodgson (1961). As
amostras (2 - 10 mg) foram hidrolisadas com HCI 1 M a 105 °C por 5 h. Aliquotas do
hidrolisado foram adicionadas ao reativo gelatina de bario (1 mL). As analises foram
realizadas em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 360 nm. O teor de
sulfato foi determinado confrontando as absorbancias das amostras contra uma

curva padrao de Nay;SOq.
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3.2.4 Determinagao da composi¢cdao monossacaridica dos polissacarideos

A composigcdo monossacaridica dos polissacarideos foi determinada de
acordo com o método de Stevenson e Furneaux (1991). Os polissacarideos (1,0 mg)
foram dissolvidos separadamente em TFA 3 M (0,8 mL) e uma solugao de borano 4-
metil-morfolina (BMM) 0,8 mM (0,2 mL). A mistura foi aquecida a 80 °C por 15 min,
resfriada a temperatura ambiente, e diluida com a solu¢gao de BMM 0,8 mM (0,2 mL).
Esta nova mistura foi aquecida a 120 °C por 2 h, resfriada a temperatura ambiente,
diluida novamente com a solugédo de BMM 0,8 mM (0,4 mL) e evaporada. O residuo
obtido foi dissolvido em Ac,0O (0,4 mL) e TFA conc. (0,2 mL), e a mistura resultante
foi aquecida a 50 °C por 30 min. A solugéo obtida foi evaporada com o auxilio de
tolueno e o residuo obtido foi dissolvido em CHCI3 (1,0 mL). Esta fase orgénica foi
lavada com solugdo saturada de NaHCO; (2 x 2,0 mL) e agua destilada (2 x 2,0
mL). A fase organica foi evaporada em fluxo de N, e os alditéis acetatos obtidos
foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG-EM). As analises de CG-EM foram realizadas no cromatografo Varian 3800
equipado com coluna capilar de silica fundida revestida com DB-225MS (30 m x

0,25 mm d.i.). O gas He foi utilizado como gas de arraste a um fluxo de 1 mL.min™".

3.2.5 Analise de espectrometria de massa

As analises de MALDI-TOF foram realizadas utilizando aparelho Bruker e
acido a-ciano-4-hidroxicinamico como matriz, conforme descrito por Dondoni et al.
(2002). As analises de ESIMS foram realizadas utilizando aparelho Micromass

Quattro em modo positivo ou negativo utilizando MeCN-H,0 (7:3) como solvente.
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3.2.6 Analise por ressondncia magnética nuclear (RMN)

As analises de RMN foram realizadas em equipamentos da marca Bruker e
Varian operando a frequéncias de 400 e 300 MHz para hidrogénio respectivamente.
Os experimentos foram realizados utilizando tubo de 5 mm de didmetro externo em
diversos solventes deuterados. Experimentos bidimensionais 'H-'H COSY, 'H-'H
TOCSY e 'H-"*C HMQC foram utilizados para o assinalamento dos compostos

isolados.

3.3 OBTENGAO DOS OLIGOSSACARIDEOS

3.3.1 Obtencao da agarobiose 82 e agarotetraose 83

A amostra AG1 fonte de Agarose 3 (150 mg) foi dissolvida em H,O (13,5 mL)
quente (~ 90 °C). Em seguida TFA 1 M (1,5 mL) foi adicionado em uma Unica
aliquota. A mistura resultante foi aquecida a 65 °C por 2 h, resfriada a temperatura
ambiente, diluida com H,O (15 mL) e entdo concentrada. O residuo obtido foi
novamente evaporado com tolueno para remocgao do TFA. O xarope resultante foi
dissolvido em H,O (2,0 mL) e cromatografado em coluna de permeagao em gel
contendo Bio-Gel P2 (70 cm x 1,5 cm d.i.) Os oligossacarideos foram detectados
pelo método do fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956) e CCD. As CCD foram
realizadas utilizando uma mistura de BuOH-AcOH-H,0O (2:2:1) como fase movel. As
fragbes AA e AB foram agrupadas, concentradas a pressao reduzida e liofilizadas
para fornecer agarobiose 82 (15 mg, 12% a partir da Agarose 3)" e agarotetraose 83

(13 mg, 6% a partir da Agarose 3)" respectivamente.

* O rendimento foi calculado em fungdo do teor de 3,6-anidro-L-galactose presente na amostra AG1.
De acordo com a andlise de CG-EM, um grama de AG1 contém 2,38 mmol de 3,6-anidro-L-galactose.



39

3.3.2 Obtencao da k-carrabiose 84 e k-carratetraose 85

A amostra KWS (150 mg) foi dissolvida em H,O (13,5 mL) quente (~ 90 °C).
Em seguida TFA 1 M (1,5 mL) foi adicionado em uma unica aliquota. A mistura
resultante foi aquecida a 65 °C por 3 h, resfriada a temperatura ambiente, diluida
com H20 (15 mL) e entdo concentrada. O residuo obtido foi novamente evaporado
com tolueno para remocgao do TFA. O xarope resultante foi dissolvido em H,O (2,5
mL) e cromatografado em coluna de gel permeagao contendo Sephadex G25 (100
cm x 1,5 cm d.i.). Os oligossacarideos foram detectados pelo método do fenol-acido
sulfurico (DUBOIS et al., 1956) e CCD. As CCD foram realizadas utilizando uma
mistura de BuOH-AcOH-H,0 (2:2:1) como fase movel. As fragdes KA e KB foram
agrupadas, concentradas a pressao reduzida e liofiizadas para fornecer «-
carrabiose 84 (31 mg, 12% a partir da Kappa-carragenana KWS 4)" e «-
carratetraose 85 (12 mg, 4% a partir da Kappa-carragenana KWS 4)

respectivamente.

3.4 ANALISE POR CLAE DA FORMAGAO DE AGAROBIOSE E
AGAROTETRAOSE

A amostra AG1 (10 mg) foi dissolvida em H,O (0,9 mL) quente (~ 90 °C). Em
seguida TFA 1 M (0,1 mL) foi adicionado em uma unica porg&o. A mistura resultante
foi aquecida a 65 °C por 1, 2, 4, 6 e 8 horas (n = 3 para cada tempo). Apds a
hidrolise as solugdes resultantes foram congeladas e liofilizadas. O hidrolisado
resultante (1 mg) foi diluido em H,O ultra-pura (1 mL) e analisado por cromatografo
liquido de alta eficiéncia. As cromatografias foram realizadas em aparelho Shimadzu

equipado com detector de indice de refracdo operando a 40 °C. A separagéo

* O rendimento foi calculado em fungéo do teor de 3,6-anidro-D-galactose presente na amostra KWS.
De acordo com a analise de CG-EM, um grama de KWS contém 2,31 mmol de 3,6-anidro-D-
galactose.
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cromatografica foi alcancada utilizando a coluna Ultra-hydrogel (Waters®) 120 (300 x
7,8 mm d.i.). A eluigdo foi realizada utilizando H,O ultrapura a 30 °C com fluxo de 0,4
mL.min"'. As amostras foram injetadas manualmente com injetor 7725i (50 pL de
capacidade). As curvas de calibragdo foram obtidas injetando concentragdes
crescentes (0,25 a 2,0 mg.mL™") de agarobiose 82 agarotetraose 83 (n = 3 para cada

concentracao).

3.5 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIHERPETICA

Os ensaios de atividade antiviral foram realizados pelo grupo de pesquisa do
laboratério de Virologia no Departamento de Quimica Bioldgica na Universidade de
Buenos Aires, Argentina. Solugbes de diferentes concentragbes dos derivados 89,
90, 91, 92 e 93 foram testados frente a trés cepas de virus herpes simplex: HSV-1
(F); HSV-2 (G); HSV-2 (MS). Foram determinadas as Clsy (concentragéo inibitoria
50%), comparando as culturas tratadas com as ndo tratadas conforme descrito por
Duarte et al. (2004).

3.6 SINTESE E SEMI-SINTESE DOS DERIVADOS GLICOSIDEOS

Hidrocloreto de p-D-Galactopiranosil-(1—4)-1-deséxi-1-pentilamino-D-glucitol
(88a). Lactose 87 (1,0 g; 2,92 mmol) foi dissolvida em tamp&o borato 0,5 M pH 8,1
(25 mL) e MeOH (25 mL). A esta mistura foi adicionado n-pentilamina 86a (0,7 mL;
6,40 mmol) e NaBH3;CN (180 mg; 2,86 mmol). A mistura resultante foi aquecida a 55
°C por 15 h, resfriada a temperatura ambiente, e evaporada a pressao reduzida. O
xarope resultante foi dissolvido em MeOH (10 mL) e a solugao obtida foi vertida em
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acetona (200 mL) para que ocorresse precipitacdo. O precipitado foi filtrado em
papel filtro para fornecer um material bruto (1,51 g). O material bruto foi
cromatografada em coluna de silica utilizando EtOH-AcOH-H,0 (18:1:1) como fase
movel. O xarope obtido foi em seguida cromatografado em coluna aniénica (Purolite
PFA 400°, forma Cl-) utilizando EtOH como fase mével para fornecer o composto
88a (1,05 g, 80%) como um sélido branco amorfo. RMN *C (D,0, pH 1,0): 5= 104,8;
80,7;77,3; 74,6; 73,2; 73,1; 72,6; 70,8; 69,8; 64,2; 63,3; 51,6; 50,0; 29,9; 27,0; 23,5;
15,1. ESIMS: 414,3 [M + H]"; 436,4 [M + Na]J".

Hidrocloreto  de pB-D-Galactopiranosil-(1—4)-1-deséxi-1-heptilamino-D-glucitol
(88b). O tratamento da lactose 87 (1,0 g; 2,92 mmol) com heptilamina 86b (1,0 mL;
6,40 mmol) conforme descrito para preparagao de 88a forneceu apds cromatografia
em silica gel e troca anibnica o composto 88b (558 mg; 40%) como um sélido
branco amorfo. RMN *C (D,0, pH 1,0): 6= 104,8; 80,7; 77,3; 74,6; 73,2; 73,1; 72,6;
70,8; 69,8; 64,2; 63,3; 51,6; 50,0; 32,8; 29,8; 27,7; 23,9; 15,4. ESIMS: 4425 [M +
H]™.

Hidrocloreto de B-D-Galactopiranosil-(1—4)-1-deséxi-1-nonilamino-D-glucitol
(88c). O tratamento da lactose 87 (1,0 g; 2,92 mmol) com nonilamina 86¢ (1,2 mL;
6,40 mmol) conforme descrito para preparagao de 88a forneceu apds cromatografia
em silica gel e troca anidnica o composto 88c (592 mg; 40%) como um solido branco
amorfo. RMN "*C (D0, pH 1,0): 5= 104,8; 80,7; 77,3; 74,6; 73,2; 73,1; 72,6; 70,8;
69,8; 64,2; 63,3; 51,6; 50,0; 33,2; 30,5; 30,4; 30,3; 27,8; 27,4; 24,1; 15,5. ESIMS:
470,5[M + H] "

Hidrocloreto de B-D-Galactopiranosil-(1—4)-1-deséxi-1-dodecilamino-D-glucitol
(88d). O tratamento da lactose 87 com dodecilamina 86d (1,19 g; 6,40 mmol)
conforme descrito para preparacao de 88a forneceu apds cromatografia em silica gel
e troca anibnica o composto 88d (801 mg; 50%) como um sdlido branco amorfo.
RMN C (D,0, pH 1,0): § = 104,8; 81,3; 77,1; 74,4; 73,1; 72,9; 72,2; 70,7; 69,8;
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63,9; 63,2; 51,9; 50,0; 33,6; 31,4; 30,9; 28,3; 27,5; 27,3; 24,3; 15,4. ESIMS: 512,6 [M
+H]".

Hidrocloreto de B-D-Galactopiranosil-(1—4)-1-desoéxi-1-tetradecilamino-D-
glucitol (88e). O tratamento da lactose 87 com tetradecilamina 86e (1,36 g; 6,40
mmol) conforme descrito para preparagao de 88a forneceu apos cromatografia em
silica gel e troca anidnica o composto 88e (589 mg; 35%) como um sélido branco
amorfo. RMN *C (D20, pH 1,0): 6= 105,1; 81,6; 77,3; 74,6; 73,3; 73,1; 72,4; 70,9;
70,0; 64,2; 63,4; 52,2; 50,3; 33,9; 31,9; 31,8; 31,7; 31,4; 31,2; 28,6; 27,8; 24,6; 15,8.
ESIMS: 540,6 [M + H]".

4-0O-Sulfonato-B-D-galactopiranosil-(1—4)-1-deséxi-1-pentilamino-3,6-anidro-D-
galactitol (89). Kappa-carrabiose 84 (85 mg; 0,20 mmol) foi dissolvido em MeOH
(2,5 mL). A esta mistura foi adicionado n-pentilamina 86a (46 uL; 0,4 mmol), AcOH
(25 pL, 0,4 mmol) e NaBH3;CN (31 mg; 0,50 mmol). A mistura resultante foi aquecida
a 55 °C por 15 h, resfriada a temperatura ambiente, e evaporada a presso reduzida.
O residuo resultante foi eluido em uma coluna de silica gel com AcOEt-MeOH-H,0
(9:4:1) para fornecer o composto 89 (53 mg, 55%) como um xarope incolor. RMN *C
(D20): 6=103,1; 86,7; 83,8; 76,3; 75,3; 74,6; 72,9; 71,6; 70,6; 66,1; 61,0; 49,6; 47,8;
27,8; 24,9; 21,4; 13,0. ESIMS: 473,6 [M - H]".

N-alquil glicosideos sulfatados da Kappa-carragenana (K5, K7, K9, K12 e K14).
A Kappa-carragenana 4 (KWS) (2,0 g) foi dissolvida em H,O (180 mL) quente (~ 90
°C). Em seguida TFA 1 M (20 mL) foi adicionado em uma Unica aliquota. A mistura
resultante foi aquecida a 65 °C por 2 h, resfriada a temperatura ambiente, diluida
com H2O (80 mL) e entdo concentrada. O residuo obtido foi novamente evaporado
com tolueno para fornecer um hidrolisado (1,7 g). O hidrolisado foi dividido em cinco
por¢cdes de 300 mg. Cada porgéao foi dissolvida em tampao borato 0,5 M pH 8,1 (15
mL) e MeOH (15 mL). A estas misturas foram adicionadas as aminas 86a-e (1,36

mmol) e NaBH;CN (1,90 mmol). As misturas resultantes foram aquecidas a 55 °C
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por 15 h e em seguida resfriadas a temperatura ambiente. As misturas reacionais
foram vertidas em acetona (100 mL) para que ocorresse precipitacdo. Os
precipitados foram filtrados em papel filtro e em seguida dialisados em membrana de
cut off 1000 Da. As dialises foram realizadas primeiro contra agua destilada, em
seguida contra uma solu¢do de NaCl 0,3 M e novamente contra agua destilada.
Apods liofilizagdo foram obtidas os derivados pentil K5 (31 mg), heptil K7 (50 mg),
nonil K9 (64 mg), dodecil K12 (43 mq) e tetradecil K14 (45 mg).

B-D-Galactopiranosil-(1—4)-3,6-anidro-L-galactose dietil ditioacetal (100).
Agarose 3 (5,0 g) foi dissolvida em H,O (450 mL) quente (~ 90 °C). Em seguida TFA
1 M (50 mL) foi adicionado em uma unica aliquota. A mistura resultante foi aquecida
a 80 °C por 3 h, resfriada a temperatura ambiente, diluida com H,O (500 mL) e entdo
concentrada. O residuo resultante foi dissolvido em H,O (90 mL), diluido com i-PrOH
(90 mL) e entéo filtrado em funil de placa porosa. O filtrado foi concentrado e
coevaporado com tolueno trés vezes para fornecer um material sélido (4,85 g). Este
material foi dissolvido em HCI 37% (7,2 mL) e EtSH (3,2 mL) a 0 °C. A mistura
resultante foi agitada a 0 °C por 1 h, neutralizada com NaOH 1 M e mantida em fluxo
de nitrogénio para remocgao do EtSH que n&o reagiu. A mistura foi concentrada para
fornecer um residuo solido. Este residuo foi suspendido em MeOH (100 mL) e
filtrado em funil de placa porosa. O filtrado foi concentrado para fornecer um material
bruto (5,01 g) contendo principalmente o composto 100. Uma pequena parte do
material bruto (100 mg) foi eluido de uma coluna de silica gel com 7:1 AcOEt-MeOH
para fornecer 100 (60 mg, 59% a partir da Agarose 3)" como um soélido branco
amorfo. [a]p = -16,4 (¢ 0,7, MeOH) (Segundo Hirase e Araki (1954), [a]p = -20,9 (c
1,4, MeOH)); R¢= 0,16 (7:1 AcOEt-MeOH). RMN "H (CD3OD): 5= 4,41 (d, 1 H, Jy» =
7,5 Hz, H-1"), 4,34 (dd, 1 H, J23= 3,5, J34= 4,0 Hz, H-3), 4,29-4.26 (m, 2 H, H-4, H-
5), 4,00 (d, 1 H, J12= 8,5 Hz, H-1), 3,93 (dd, 1 H, Js6a = 4,5, Jsaspb = 9,5 Hz, H-6a),
3,86-3,84 (m, 2 H, H-2, H-4’), 3,80-3,70 (m, 3 H, H-6b, H-6a’, H-6b’), 3,55-3,50 (M, 2
H, H-5, H-2'), 3,47 (dd, 1 H, J>3 = 10,0, J3 4 = 3,5 Hz, H-3’), 2,80-2,61 (m, 4 H,
SCH,CHs3), 1,25, 1,24 (2 t, 6 H, J = 7,5 Hz, SCH,CHj3). RMN **C (CDs0D): 6= 103,0;

* O rendimento foi calculado em fungdo do teor de 3,6-anidro-L-galactose presente na amostra AG1.
De acordo com a andlise de CG-EM, um grama de AG1 contém 2,38 mmol de 3,6-anidro-L-galactose.
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86,1, 83,9, 75,8; 75,6; 73,8; 73,4; 73,0; 71,2; 68,9; 61,3, 54,4; 24,8; 24,6, 13,7; 13,6.
MALDI-TOF MS: 453,1 (M* + Na). Anal. Calcd para C1gH3009S: (430,13): C, 44,64;
H, 7,02; S, 14,90. Encontrado: C, 44,66; H, 7,04; S, 14,93.

2,3,4,6-Tetra-O-acetil-3-D-galactopiranosil-(1—4)-2,5-di-O-acetil-3,6-anidro-L-
galactose dietil ditioacetal (101). Uma mistura com o material bruto (125 mg)
contendo o composto 100, piridina (2,2 mL) e AcO (2,0 mL) foi agitada a
temperatura ambiente por 12 h. A mistura foi em seguida concentrada e
coevaporada com tolueno trés vezes. O residuo obtido foi eluido em uma coluna de
silica gel com 1:1 ciclohexano-AcOEt para fornecer 101 (120 mg, 59% a partir da
Agarose 3) como um xarope incolor. [a]p = -7,4 (¢ 0,8, CHCI3) (Segundo Hirase e
Araki (1954), [a]o = -11,8 (¢ 1,0, CHCI3)); R;= 0,28 (1:1 ciclohexano-AcOEt). RMN 'H
(CDCl): 6=5,39 (dd, 1 H, J3 4= 3,5, Js5 = 1,0 Hz, H-4’), 5,35 (dd, 1 H, J12=9,2, J>3
= 2,7 Hz, H-2), 5,18 (dd, 1 H, Jy 2> = 8,0, J»3 = 10,5 Hz, H-2’), 5,02 (dd, 1 H, H-3),
5,00 (m, 1 H, H-5), 4,59 (d, 1 H, H-1’), 4,47 (dd, 1 H, J34 = 5,0 Hz, H-3), 4,22 (dd, 1
H, Js e = 7,2, Joar gy = 11,0 Hz, H-6b’), 4,12 (dd, J5 62 = 6,0 Hz, H-62’), 4,06 (d, 1 H,
H-1), 4,00-3,94 (m, 3 H, H-5’, H-6b, H-6a), 3,89 (dd, 1 H, Js5 = 1,5 Hz, H-4), 2,78-
2,58 (m, 4 H, SCH,CH3), 2,14, 2,13, 2,08, 2,06, 2,04, 1,97 (6 s, 18 H, COCH3), 1,26,
1,23 (2't, 6 H, J = 7,5 Hz, SCH,CH;). RMN *C (CDCls): 6§ = 170,3; 170,2; 170,1,
169,9, 169,4; 101,6; 86,0; 83,0; 79,5; 72,5; 71,1; 70,9; 70,6; 68,6; 66,9; 61,0; 52,0;
25,0; 24,8; 20,8; 20,7; 20,6; 20,5; 20,4; 14,2; 14,1. MALDI-TOF MS: 721,3 (M* + K).
Anal. Calcd para CysH42015S, (682,20): C, 49,26; H, 6,20; S, 9,39. Encontrado: C,
49,29; H, 6,18; S, 9,36.

O procedimento descrito acima foi repetido iniciando de 2,50 g do material bruto
contendo 100 para obter 2,40 g de 101.

2,3,4,6-Tetra-O-benzil-B-D-galactopiranosil-(1—4)-2,5-di-O-benzil-3,6-anidro-L-

galactose dietil ditioacetal (102). O material bruto (4,17 g) contendo o composto
100 (~ 2,51 g; 5,84 mmol) foi dissolvido em DMF (80 mL). A esta solugdo sob
agitagdo a 0 °C foi adicionado cuidadosamente NaH (2,80 g; 70,1 mmol de uma

suspensao 60% em o6leo mineral). Apds 30 minutos, foi adicionado brometo de
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benzila (5,4 mL, 45,5 mmol). A mistura foi agitada a temperatura ambiente por 40
minutos, e entdo foi tratada com MeOH (10 mL), agitada por mais 10 minutos,
diluida com H,O (100 mL) e extraida com Et,O (3 x 100 mL). As fases organicas
obtidas foram agrupadas em uma fracdo que foi secada com Na,SO4, concentrada e
eluida em coluna de silica gel com 5:1 ciclohexano-AcOEt para fornecer o composto
102 (5,1 g; 52% a partir da Agarose 3) como um solido branco amorfo. [a]p = -3,4 (C
0,9, CHCIl3); Rs = 0,19 (5:1 ciclohexano-AcOEt). RMN 'H (CDCls): & = 7,40-7,20 (m,
30 H, Ph), 4,94, 4,89, 4,84, 478 (4 d, 5 H, J = 11,5 Hz, PhCH,), 4,72 (s, 2 H,
PhCH,), 4,57, 4,43, 4,39, 4,37 (4d,5H, J=11,5 Hz, PhCH,), 4,35 (d, 1 H, J12=7,5
Hz, H-1"), 4,33-4,28 (m, 2 H, H-3, H-4), 4,12 (d, 1 H, J12=5,9 Hz, H-1), 4,07 (m, 1 H,
H-5), 3,95 (dd, 1 H, Js6, = 3,0, Jsasp = 9,5 Hz, H-6b), 3,90 (dd, 1 H, J3 4+ = 3,0 Hz, H-
4’), 3,86 (dd, 1 H, J23=4,5 Hz, H-2), 3,80 (dd, 1 H, Js62 = 5,0 Hz, H-6a), 3,76 (dd, 1
H, J2 3= 9,5 Hz, H-2'), 3,57 (dd, 1 H, J56v = 7,3, Jea'eb = 9,0 Hz, H-6b’), 3,51 (dd, 1
H, Jsea = 5,0 Hz, H-6a’), 3,48-343 (m, 2 H, H-5, H-3), 2,70-2,50 (m, 4 H,
SCH,CHs), 1,27, 1,23 (2 t, 6 H, J = 7,5 Hz, SCH.CHS3). RMN "*C (CDCls): 5 = 138,6;
138,4; 138,3; 137,8; 137,6; 128,4; 128,3; 128,2; 128,1; 128,0; 127,9; 127,8; 127,7;
127,6; 127,5; 127,4; 127,2; 102,6; 84,3; 83,0; 82,0, 81,9; 79,2; 75,1; 74,8; 74,6; 73,5;
73,2;72,8; 71,4; 71,2; 68,3; 53,3; 26,0; 25,3; 14,4; 14,3. MALDI-TOF MS: 1009,3 (M*
+ K). Anal. Calcd para CsgHesO9S2 (970,41): C, 71,72; H, 6,85; S, 6,60. Encontrado:
C,71,70; H, 6,88; S, 6,61.

2,3,4,6-Tetra-O-benzil-B-D-galactopiranosil-(1—4)-2,5-di-O-benzil-3,6-anidro-

aldeido-L-galactose (95). Em uma mistura sob agitagdo a 0 °C contendo o
composto 102 (582 mg, 0,60 mmol), THF (1,2 mL) e Et,O (3 mL) foi adicionado
vagarosamente uma solugado de HslOg (274 mg, 1,20 mmol) em THF (0,6 mL). A
mistura resultante foi agitada a temperatura ambiente por 20 minutos, diluida com
tampao fosfato 1 M pH 6,8 (25 mL) e extraida com Et,O (80 mL). A fase organica foi
lavada com solugdo de Na,SO3; 10% (2 x 25 mL), secada (Na;SO4) e concentrada
para fornecer 95 (467 mg, 90%) como um sélido branco amorfo praticamente puro (~
95%) conforme indicou a analise por RMN de 'H. [o]p = -28,8 (c 2,4, CHCl3); R =
0,26 (3,3:1 ciclohexano-AcOEt). RMN 'H (CDCls): & = 9,67 (d,1 H, H-1), 7,38-7,18
(m, 30 H, Ph), 4,93, 4,86, 4,77 (3 d, 3 H, J= 12,0 Hz, PhCH,), 4,73 (s, 1 H, PhCH,),
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4,70 (d, 2 H, J = 12,0 Hz, PhCH,), 4,61, 4,51 (2 d, 2 H, PhCH,), 4,42-4,30 (m, 6 H,
PhCH,, H-4, H-3), 4,21 (dd, 1 H, J12= 1,0, Jo3 = 3,0 Hz, H-2), 4,11 (m, 1 H, H-5),
4,09 (d, 1 H, Jy2 = 8,0 Hz, H-1"), 3,97 (dd, 1 H, Js6, = 4,0, Jsaep = 10,0 Hz, H-6b),
3,83 (dd, 1 H, Js64 = 5,0 Hz, H-6a), 3,80 (dd, 1 H, H-4"), 3,77 (dd, 1 H, J »3 = 10,0
Hz, H-2’), 3,47 (dd, 1 H, J5 6y = 6,5, Jsa 60 = 9,5 Hz, H-6b"), 3,40 (dd, 1 H, J3 4 = 3,0
Hz, H-3"), 3,37 (dd, 1 H, Jsea = 6,0 Hz, H-6a'), 3,27 (ddd, 1 H, H-5'). RMN "*C
(CDCl3): 6 = 202,5; 138,6; 138,3; 138,2; 137,8; 137,6; 137,4; 128,4; 128,3; 128,2;
128,1; 127,9; 127,7; 127,6; 127,5; 104,0; 84,9; 83,8; 83,4; 82,2; 81,9; 79,1; 75,1;
74,5; 73,5, 73,4; 73,3; 73,0; 72,9; 71,5; 71,4; 69,2; MALDI-TOF MS: 887,4 (M" + Na).
Anal. Calcd para Cs4Hs601¢ (864,39): C, 74,98; H, 6,53. Found: C, 74,99; H, 6,52.

2,3,4,6-Tetra-O-acetil-3-D-galactopiranosil-(1—4)-2,5-di-O-acetil-3,6-anidro-
aldeido-L-galactose (103). Em uma mistura sob agitagdo a 0 °C contendo o
composto 101 (409 mg, 0,60 mmol), THF (1,2 mL) e Et,O (3 mL) foi adicionado
vagarosamente uma solugéo de HslOg (274 mg, 1,20 mmol) em THF (0,6 mL). A
mistura resultante foi agitada a temperatura ambiente por 20 minutos, diluida com
tampao fosfato 1 M pH 6,8 (25 mL) e extraida com CHCI3 (80 mL). A fase organica
foi lavada com solugdo de Na,SO3; 10% (2 x 25 mL), secada (Na,SO4), concentrada
e eluida de uma coluna de silica gel com 1:2 ciclohexano-AcOEt para fornecer o
aldeido 103 (197 mg, 57%) num grau de pureza aproximado de 80% conforme a
analise de RMN de "H. RMN 'H (CDCls): §=9,58 (s, 1 H, H-1), 5,41 (d, 1 H, J,3=3,5
Hz, H-2), 5,39 (dd, 1 H, J3 4 = 3,5, Jy 5= 1,0 Hz, H-4’), 5,18 (dd, 1 H, Jy > = 8,0, J23 =
10,5 Hz, H-2’), 5,02 (dd, 1 H, H-3’), 5,00 (ddd, 1 H, H-5), 4,65 (d, 1 H, H-1"), 4,38 (t, 1
H, J34=4,0 Hz, H-3), 4,20-4,14 (m, 2 H, H-4, H-62a’), 4,09 (dd, 1 H, J5 6y = 6,5, Jsa 6t
= 11,5 Hz, H-6b’), 3,99 (dd, 1 H, Js6, = 2,0, Jsasp = 10,5 Hz, H-6b), 3,93 (dd, 1 H, Js6a
= 4,5 Hz, H-6a), 3,92 (ddd, 1 H, H-5"), 2,25, 2,18, 2,12, 2,09, 2,04, 2,00 (6 s, 18 H,
COCH;). RMN "®C (CDCl3): 6= 195,9; 170,4; 170,3; 107,2; 170,0; 169,4; 101,3; 84,1;
82,1; 78,6; 76,4; 71,4; 71,1, 70,6; 68,5; 67,0; 61,4; 61,4; 20,9; 20,6; 20,5. MALDI-
TOF MS: 615,6 (M" + Na).
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4-O-Sulfonato-B-D-galactopiranosil-(1—4)-3,6-anidro-D-galactose dietil
ditioacetal (104a); e pB-D-Galactopiranosil-(1—4)-3,6-anidro-D-galactose dietil
ditioacetal (104b). Kappa-carragenana 4 (5,0 g) foi dissolvida em H,O (450 mL)
quente (~ 90 °C). Em seguida TFA 1 M (50 mL) foi adicionado em uma Unica
aliquota. A mistura resultante foi aquecida a 80 °C por 3 h, resfriada a temperatura
ambiente, diluida com H,O (500 mL) e entdo concentrada. O residuo resultante foi
dissolvido em H20 (90 mL), diluido com i-PrOH (90 mL) e ent&o filtrado em funil de
placa porosa. O filtrado foi concentrado e coevaporado com tolueno trés vezes para
fornecer um material solido (4,60 g). Este material foi dissolvido em HCI 37% (5,3
mL) e EtSH (3,5 mL) a 0 °C. A mistura resultante foi agitada a 0 °C por 1 h,
neutralizada com NaOH 1 M e mantida em fluxo de nitrogénio para remogao do
EtSH que ndo reagiu. A mistura foi concentrada para fornecer um residuo solido.
Este residuo foi suspendido em MeOH (100 mL) e filtrado em funil de placa porosa.
O filtrado foi concentrado para fornecer um material bruto (5,00 g) contendo os
derivados 104a e 104b. Uma pequena parte do material bruto (250 mg) foi eluido de
uma coluna de silica gel primeiramente utilizando a mistura 14:2:1 AcOEt-MeOH-
H,O como fase mével. Em seguida, foi utilizada a mistura 10:2:1 AcOEt-MeOH-H,0
como eluente. A primeira fase mével forneceu o composto 104b (25 mg, 10% a partir
da Kappa-carragenana 4)° como um solido branco amorfo. [a]p = 7,4 (¢ 0,8, MeOH)
(Segundo Painter (1960) [a]p = 14,0 (¢ 2,0, H,0)); Rf = 0,30 (14:2:1 AcOEt-MeOH-
H,0). RMN "H (CD3;0D): 5= 4,42-4,37 (m, 2 H, H-5, H-3), 4,34 (d, 1 H, Jy 2> = 7,5 Hz,
H-1’), 4,16 (dd, 1 H, J = 3,0 and 5 Hz, H-4), 4,00 (d, 1 H, J12= 8,5 Hz, H-1), 3,95 (dd,
1 H, Jsep= 5,5, Jsaep = 9,5 Hz, H-6b), 3,82-3,75 (m, 4 H, H-2, H-4’, H-6b’, H-6a), 3,70
(dd, 1 H, J5 62 = 4,5, Jsa 6y = 11,5 Hz, H-6a’), 3,56 (ddd, 1 H, H-5’), 3,54 (dd, 1 H, J>» 3
= 9,5 Hz, H-2'), 3,47 (dd, 1 H, Jz4 = 3,5 Hz, H-3’), 2,80-2,60 (m, 4 H, SCH,CH3),
1,28, 1,27 (2t, 6 H, J = 7,5 Hz, SCH,CHs;). RMN *C (CD30D): & = 104,0; 87,8; 76,2;
75,8;73,8; 73,2, 72,1; 71,2; 69,1; 61,5; 54,2; 24,8; 24,6; 13,8; 13,7. MALDI-TOF MS:
453,2 (M* + Na). Anal. Calcd para C1eH3009S2 (430,13): C, 44,64; H, 7,02; S, 14,90.
Encontrado: C, 44,65; H, 7,01; S, 14,91.

* O rendimento foi calculado em fungdo do teor de 3,6-anidro-D-galactose presente na amostra KWS.
De acordo com a analise de CG-EM, um grama de KWS contém 2,31 mmol de 3,6-anidro-D-
galactose.
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O composto 104a (147 mg, 48% a partir da Kappa-carragenana 4)* foi eluido com a
segunda fase mével como um sélido branco amorfo. [a]p = 7,5 (¢ 1,2, MeOH); R¢ =
0,27 (10:2:1 AcOEt-MeOH-H,0). RMN "H (CD30D): & = 4,65 (dd, 1 H, Jz4 = 3,5 Hz,
H-4’), 4,40-4,35 (m, 2 H, H-3, H-5), 4,36 (d, 1 H, J1>»=7,5 Hz, H-1"), 4,14 (dd, 1 H, J
= 3,0 and 4,5 Hz, H-4), 4,00 (d, 1 H, J12 = 8,5 Hz, H-1), 3,94 (dd, 1 H, Js6, = 5,5,
Jeaep = 9,5 Hz, H-6b), 3,80-3,70 (m, 5 H, H-5’, H-2, H-6a, H-6b’, H-6a’), 3,62 (dd, 1 H,
J23=10,0 Hz, H-3’), 3,53 (dd, 1 H, H-2"), 2,80-2,61 (m, 4 H, SCH,CH3), 1,25, 1,24 (2
t, 6 H, J = 7,5 Hz, SCH,CHj3). RMN '*C (CDsOD): 5= 105,1; 88,9; 84,4; 77,4; 76,8;
76,0; 74,4; 73,0; 62,3; 55,8; 26,0; 25,7; 14,9; 14,8. ESI MS: 509,4 (M - H).

2,3,6-Tri-O-acetil-4-O-sulfonato-B-D-galactopiranosil-(1—4)-2,5-di-O-acetil-3,6-
anidro-D-galactose dietil ditioacetal (105a) and 2,3,4,6-Tetra-O-acetil-3-D-
galactopiranosil-(1—4)-2,5-di-O-acetil-3,6-anidro-D-galactose dietil ditioacetal
(105b). Uma mistura com o material bruto (200 mg) contendo os compostos 104a e
104b, piridina (2,2 mL) e Ac,0 (2,0 mL) foi agitada a temperatura ambiente por 12 h.
A mistura foi em seguida concentrada e coevaporada com tolueno trés vezes. O
residuo obtido foi eluido em uma coluna de silica gel com 1:1 ciclohexano-AcOEt, e
entao com 10:1 AcOEt-MeOH para fornecer primeiro 105b (31 mg, 10% a partir da
Kappa-carragenana 4) como um xarope incolor. [o]p = -2,6 (¢ 0,6, CHCI3) (Segundo
O'Neill (1955a) [a]p = -4,0 (c 1,2, CHCI3)); Ri= 0,3 (1:1 ciclohexano-AcOEt). RMN 'H
(CDClz): 6=5,39 (dd, 1 H, J34 = 3,5 Hz, H-4’), 5,31 (ddd, 1 H, H-5), 5,20 (dd, 1 H,
Jr2=28,0 Hz, J»3= 10,5 Hz, H-2’), 5,12 (dd, 1 H, J12= 9,5, J23= 2,5 Hz, H-2), 5,02
(dd, 1 H, H-3), 4,63 (d, 1 H, H-1"), 4,38 (dd, 1 H, J34 = 5,0 Hz, H-3), 4,13 (dd, 1 H,
Js ep = 4,5, Jsaer = 11,0 Hz, H-6b’), 4,11 (dd, 1 H, Js 62 = 7,0 Hz, H-6a’), 4,05 (d, 1 H,
H-1), 4,02 (dd, 1 H, Js6a = 4,5, Jsasp = 10,5 Hz, H-6a), 3,98-3,92 (m, 3 H, H-4, H-6b,
H-5%), 2,78-2,60 (m, 4 H, SCH,CH3), 2,21, 2,17, 2,12, 2,10, 2,05, 2,00 (6 s, 18 H,
COCHs), 1,28, 1,27 (2 t, 6 H, J = 7,5 Hz, SCH,CH;). RMN "*C (CDCls): 6 = 170,7;
170,5; 170,3; 169,8; 101,9; 86,0; 82,5; 79,0; 72,7; 72,3; 71,2; 71,0; 68,7; 67,1; 61,3;
52,3; 25,3; 25,0; 21,2; 21,0; 20,9; 20,8; 14,6; 14,4. MALDI-TOF MS: 721,2 (M" + K).
Anal. Calcd para CysH42015S, (682,20): C, 49,26; H, 6,20; S, 9,39. Encontrado: C,
49,29; H, 6,18; S, 9,36.
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O composto 105a (164 mg, 48% a partir da Kappa-carragenana 4) eluido com a
segunda fase mével como um sélido branco amorfo. [a]p = 17,9 (¢ 2,0, MeOH); R¢=
0,23 (10:1 AcOEt-MeOH). RMN "H (CDsOD): 6= 5,32 (ddd, 1 H, H-5), 5,19 (dd, 1 H,
Jr2=8,0, Jr3 = 10,5 Hz, H-2"), 5,17 (dd, 1 H, J12,=7,8, J3=4,0 Hz, H-2), 4,92 (dd,
1H, Jys=3,5Hz, H-3’), 4,83 (dd, 1 H, H-4’), 4,71 (d, 1 H, H-1"), 4,40 (dd, 1 H, Jsa 6
=12,0, Js 62 = 4,5 Hz, H-62’), 4,31 (t, 1 H, J=4,0 Hz, H-3), 4,23 (dd, 1 H, Jsep = 7,5
Hz, H-6b’), 4,13 (dd, 1 H, J34= 4,0 Hz, H-4), 4,09 (d, 1 H, H-1), 4,00 (dd, 1 H, J564 =
4,5, Jsasp = 10,5 Hz, H-6a), 3,99 (ddd, 1 H, H-5’), 3,86 (dd, 1 H, H-6b), 2,80-2,60 (m,
4 H, SCH,CH3), 2,14, 2,11, 2,10, 2,06, 2,05 (5 s, 15 H, COCHj3), 1,29, 1,27 (2 t, 6 H,
J = 7,5 Hz, SCH,CHs). RMN ®C (CDs;0D): 6 = 172,6; 172,0; 171,7; 171,2; 102,9;
86,6; 84,1; 80,0; 74,1; 73,5; 73,0; 72,8; 70,2; 64,6; 53,0; 26,1; 26,0; 21,0; 20,9; 14,8;
14,6. ESI MS: 719,8 (M - H).

2,3,6-Tri-O-benzil-4-O-sulfonato-B-D-galactopiranosil-(1—4)-2,5-di-O-benzil-3,6-
anidro-D-galactose dietil ditioacetal (106a). O tratamento do material bruto (3,0 g)
contendo 104a (~ 1,77 g, 3,32 mmol) e 104b (~ 298 mg, 0,69 mmol) como descrito
na preparagao de 102 forneceu apds cromatografia em coluna de silica gel (10:1
AcOEt-MeOH) o composto 106a (2,78 g, 41% a partir da Kappa-carragenana 4)
como um solido amarelo amorfo. [a]p = 30,7 (¢ 1,0, MeOH); R¢= 0,50 (10:1 AcOEt-
MeOH). RMN 'H (CDs0D): & = 7,50-7,20 (m, 25 H, Ph), 4,97 (d, 1 H, J = 11,5 Hz,
PhCH,), 4,91 (dd, 1 H, J3 = 2,0 Hz, H-4’), 4,81, 4,73, 4,70, 4,65, 4,56 (5d,5H, J =
11,5 Hz, PhCH,), 4,55-4,52 (m, 2 H, H-1’, H-4), 4,52, 4,49, 4,48 (3d,4 H, J=115
Hz, PhCHy), 4,35 (dd, 1 H, J>3= 5,5, J34= 3,0 Hz, H-3), 4,29 (ddd, 1 H, H-5), 4,00 (d,
1 H, Ji2=5,0 Hz, H-1), 3,99 (dd, 1 H, H-6b), 3,90 (dd, 1 H, Js 62 = 4,5, Jeasr' = 10,5
Hz, H-6a’), 3,89 (dd, 1 H, Js564 = 4,5, H-6a), 3,88 (dd, 1 H, H-2), 3,81 (dd, 1 H, J5 gp =
7,5 Hz, H-6b’), 3,66 (dd, 1 H, H-5’), 3,57-3,54 (m, 2 H, H-2’, H-3’), 2,60-2,40 (m, 4 H,
SCH,CH3), 1,09, 1,05 (2 t, 6 H, J = 7,5 Hz, SCH,CHs;). RMN *C (CD30D): 5= 139,0;
138,6; 138,5; 138,4; 128,4; 128,2; 128,1; 128,0; 127,9; 127,8; 127,4; 127,3; 127,2;
103,2; 86,1; 84,3; 83,7; 81,3; 79,8; 78,6; 74,9; 74,7, 73,6; 73,1; 73,0; 71,7; 71,5;
71,3; 70,3; 53,3; 25,5; 25,3; 13,7; 13,5. ESI MS: 960,1 (M - H).
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2,3,4,6-Tetra-O-benzil-B-D-galactopiranosil-(1—4)-2,5-di-O-benzil-3,6-anidro-D-
galactose dietil ditioacetal (106b). Rota A (Esquema 21). O tratamento do
material bruto (3,0 g) contendo 104a (~ 1,77 g, 3,32 mmol) e 104b (~ 298 mg, 0,69
mmol) como descrito na preparagéo de 102 forneceu apds cromatografia em coluna
de silica gel (5:1 ciclohexano-AcOEt) o composto 106b (469 mg, 7% a partir da
Kappa-carragenana 4) como um xarope incolor. [a]p = 7,1 (c 0,5, CHCI3); Rf = 0,41
(5:1 ciclohexano-AcOEt). RMN 'H (CDCls): & = 7,40-7,20 (m, 30 H, Ph), 4,93, 4,89,
4,79,4,72,4,71,4,68, 4,61 (7 d, 8 H, J=12,0 Hz, PhCH,), 4,52-4,45 (m, 4 H, H-4, H-
1’, 2 PhCH,), 4,38 (t, 1 H, J>3= 4,5 Hz, H-3), 4,50 (s, 2 H, PhCH>), 4,28 (m, 1 H, H-
5), 4,03 (d, 1 H, Ji2=5,5Hz, H-1), 4,02 (dd, 1 H, H-6b), 3,91 (dd, 1 H, Js562 = 4,5,
Jsasb = 10,0 Hz, H-6a), 3,88 (dd, 1 H, J3 4= 3,0 Hz, H-4’), 3,84 (t, 1 H, H-2), 3,78 (dd,
1H, Jy2=8,0, Jr3=9,5Hz H-2"), 3,54 (dd, 1 H, J5 6p' = 9,0, Jsa 6y = 10,5 Hz, H-6b’),
3,48-3,42 (m, 3 H, H-6a’, H-5’, H-3’), 2,70-2,50 (m, 4 H, SCH,CH3), 1,19, 1,16 (2t, 6
H, J = 7,5 Hz, SCH,CHs). RMN *C (CDCls): 6 = 138,7; 138,6; 138,5; 138,2; 137,8;
128,4; 128,3; 128,2; 128,1; 127,9; 127,8; 127,5; 127,4; 127,3; 103,2; 85,0; 84,2;
83,8; 82,2; 81,3; 79,1; 75,; 74,6; 74,5; 73,4; 73,3; 73,2; 73,1; 71,7; 71,2; 68,4; 53,2;
25,6; 25,4; 14,4; 14,2. MALDI-TOF MS: 993,4 (M" + Na). Anal. Calcd para
CssHes09S2 (970,41): C, 71,72; H, 6,85; S, 6,60. Encontrado C, 71,71; H, 6,87; S,
6,61.

Rota B (Esquema 23). Em uma solu¢dao de DMF (5,0 mL) contendo o composto 109
(476 mg; 0,50 mmol) a 0 °C foi adicionado cuidadosamente NaH (40 mg; 1,00 mmol
de uma suspensdo 60% em o6leo mineral). Apos 30 minutos, foi adicionado brometo
de benzila (77 pL, 0,65 mmol). A mistura foi agitada a temperatura ambiente por 40
minutos, e entdo foi tratada com MeOH (1,0 mL), agitada por mais 10 minutos,
diluida com H>O (20 mL) e extraida com Et,O (3 x 50 mL). As fases organicas
obtidas foram agrupadas em uma unica fragdo que foi secada (NaySO.),
concentrada e eluida em coluna de silica gel com 5:1 ciclohexano-AcOEt para

fornecer o composto 106b (427 mg, 88%).

2,3,6-Tri-O-benzil-B-D-galactopiranosil-(1—4)-2,5-di-O-benzil-3,6-anidro-aldeido-
D-galactose (107). O tratamento de 106a como descrito na preparacédo de 95

forneceu o composto 107 (128 mg, 83%) num grau de pureza de 95% conforme a
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analise de RMN de 'H. RMN "H (acetona-ds): = 9,63 (d, 1 H, H-1), 7,50-7,20 (m, 25
H, Ph), 4,83, 4,77, 4,76, 4,74, 4,66, 4,63, 4,56 (7 d, 7 H, J = 12,0 Hz, PhCH,), 4,54-
4,50 (m, 4 H, 3 PhCH,, H-4), 4,52 (d, 1 H, Jy» = 8,0 Hz, H-1"), 4,31 (ddd, 1 H, H-5),
4,21 (t, 1H, J = 4,5 Hz, H-3), 4,17 (dd, 1 H, J,3= 5,0 Hz, H-2), 4,13 (dd, 1 H, J3 4 =
3,5 Hz, H-4’), 3,96 (dd, 1 H, Js6, = 2,0, Jeasp = 10,0 Hz, H-6b), 3,87 (dd, 1 H, Js6a =
4,5 Hz, H-6a), 3,76 (dd, 1 H, Js62 = 5,0, Jeasr = 10,0 Hz, H-6a’), 3,64 (dd, 1 H, Js 6y
= 3,0 Hz, H-6b’), 3,64 (ddd, 1 H, H-5), 3,62 (dd, 1 H, J23 = 9,5 Hz, H-2'), 3,52 (dd, 1
H, H-3'). RMN 3C (acetona-ds): & = 201,4; 139,6; 139,2; 139,0; 138,8; 138,3; 128,5;
128,4; 128,3; 128,2; 128,0; 127,9; 127,8; 127,5; 103,7; 84,2; 83,9; 83,6; 82,6; 81,4;
78,8; 74,8, 73,6, 73,1; 72,9; 72,0; 71,4; 70,9; 69,6; 66,2.

O derivado tricloroacetil carbamato de 107 foi gerado no tubo de RMN apds a adi¢ao

de tricloroacetil isocianato (5 uL) numa solugéo de CDCI; de 107 (~ 10 mg).

2,3,6-Tri-O-benzil-4-O-sulfonato-B-D-galactopiranosil-(1—4)-2,5-di-O-benzil-3,6-
anidro-D-aldeido-galactose (99). Em uma solugédo resfriada (0 °C) de nitrito de
sédio (104 mg, 1,50 mmol) em CHyCl, (4,0 mL), AcCl (107 uL, 1,50 mmol) foi
adicionado vagarosamente. A mistura resultante foi agitada a 0 °C por 10 minutos e
entdo uma solugdo de 106a (492 mg, 0,50 mmol) em CH.CI, (3,0 mL) foi vertida
vagarosamente. Esta mistura foi agitada a 0 °C por mais 5 minutos e entdo diluida
com tampéao fosfato 1 M pH 6,8 (2,0 mL). A mistura heterogénea resultante foi
agitada a mesma temperatura por 1 h e depois extraida com Et,O (80 mL). A fase
organica foi lavada com tampao fosfato 1 M pH 6,8 (3 x 25 mL), concentrada e
eluida de uma coluna de silica gel com 15:1 AcOEt-MeOH para fornecer o aldeido
99 (385 mg, 88%) na sua forma hidratada como um xarope incolor. R = 0,34 (15:1
AcOEt-MeOH). RMN "H (DMSO-ds) dado selecionado: 6 = 9,55 (s, 1 H, CHO). ESI
MS: 853,3 (M - H).

2,3,6-Tri-O-benzil-4-O-sulfonato-B-D-galactopiranosil-(1—4)-2,5-di-O-benzil-3,6-
anidro-D-galactitol (108). Em uma solugdo contendo o aldeido 99 (88 mg, 0,10
mmol) em MeOH (5,0 mL), NaBH4 (8 mg, 0,20 mmol) foi adicionado numa unica

aliquota. A mistura resultante foi agitada a temperatura ambiente por 1 h, diluida
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com AcOH (0,50 mL), agitada por mais 10 minutos, concentrada e entdo eluida em
uma coluna de silica gel com 15:1 AcOEt-MeOH para fornecer 108 (66 mg, 75%)
como um sélido branco amorfo. [a]p = 38,5 (¢ 0,8, acetona); R = 0,20 (15:1AcOEt-
MeOH). RMN 'H (CDs0D): & = 7,50-7,10 (m, 25 H, Ph), 4,97 (d, 1 H, J = 12,0 Hz,
PhCH,), 4,85 (dd, 1 H, Jy+ = 3,0 Hz, H-4"), 4,73, 4,70, 4,64 (3d, 3 H, J= 12,0 Hz,
PhCH,), 4,60 (s, 1 H, PhCH,), 4,55, 4,53, 4,51, 4,45 (4 d, 5 H, J = 12,0 Hz, PhCH,),
4,35 (dd, 1 H, J34=4,0 Hz, H-4), 4,31 (d, 1 H, Jy»=7,5 Hz, H-1"), 4,21 (ddd, 1 H, H-
5), 3,98 (t, 1 H, H-3), 3,94 (dd, 1 H, Jsaepr = 10,0 Hz, H-6b), 3,88 (dd, 1 H, J5 62 = 4,5,
Jsa 6 = 10,5 Hz, H-62’), 3,81 (dd, 1 H, Js6a= 4,5 Hz, H-6a), 3,78 (dd, 1 H, Js 6= 7,5
Hz, H-6b’), 3,69 (dd, 1 H, Jia2 = 3,5, J1a,1b = 10,0 Hz, H-1a), 3,65 (ddd, 1 H, H-2),
3,60 (dd, 1 H, J1p2 = 5,5 Hz, H-1b), 3,55 (dd, 1 H, J»3 = 9,5 Hz, H-2’), 3,51 (ddd, 1 H,
H-5"), 3,45 (dd, 1 H, H-3’). RMN *C (CDs0D): § = 140,2; 140,0; 139,7; 139,6; 129,5;
129,4; 129,3; 129,1; 129,0; 128,9; 128,6; 128,5; 128,4; 104,2 86,1; 85,5; 84,6; 80,8;
79,9;79,7;76,2; 74,7, 74,3; 74,0; 73,0; 72,3; 72,2; 71,5; 62,8. ESI MS: 855,8 (M - H).

2,3,6-Tri-O-benzil-4-O-trimetilsilil-B-D-galactopiranosil-(1—4)-2,5-di-O-benzil -3,6-
anidro-D-galactose dietil ditioacetal (109). Um mistura do composto 106a (659 mg,
0,67 mmol), clorotrimetilsilano (4,3 mL, 33,5 mmol) e piridina (10 mL) foi aquecida a
100 °C. A mistura foi agitada nesta temperatura por 3 h, resfriada a temperatura
ambiente, concentrada e coevaporada com tolueno trés vezes. O residuo resultante
foi eluido em uma coluna de silica gel com 8:1 ciclohexano-AcOEt para fornecer 109
(498 mg, 78%) como um xarope incolor. [a]p = 18,6 (¢ 0,6, CHCI3); Rt = 0,28 (8:1
ciclohexano-AcOEt). RMN 'H (CDCls): 6 = 7,40-7,20 (m, 25 H, Ph), 4,86, 4,79, 4,71,
4,70, 4,68, 4,67 (6 d, 6 H, J = 11,5 Hz, PhCH,), 4,51-4,46 (m, 4 H, 3 PhCH,, H-4),
4,44 (d,1H, Jy»=8,0Hz, H-1"), 4,42 (d, 1 H, J = 11,5 Hz, PhCH,), 4,40 (t, 1 H, H-3),
4,29 (ddd, 1 H, H-5), 4,06 (dd, 1 H, J3 = 3,0 Hz, H-4’), 4,04 (d, 1 H, J12=6,0 Hz, H-
1), 4,03 (dd, 1 H, H-6b), 3,92 (dd, 1 H, J564 = 4,5, Jeaep = 10,0 Hz, H-6a), 3,82 (dd, 1
H, J23= 4,5 Hz, H-2), 3,66 (dd, 1 H, J>»3 = 9,5 Hz, H-2’), 3,60 (dd, 1 H, J5 62 = 9,0,
Jsa e = 10,0 Hz, H-62’), 3,44 (dd, 2 H, H-5, H-6b’), 3,28 (dd, 1 H, H-3’), 2,70-2,51
(m, 4 H, SCH,CH3), 1,19, 1,16 (2t, 6 H, J = 7,5 Hz, SCH,CH5), 0,10 (s, 9 H, SiCH3).
RMN *C (CDCls): 5= 138,7; 138,4; 138,3; 138,2; 137,9; 128,4; 128,3; 128,2; 128,1;
128,0; 127,8; 127,5; 127,4; 103,4; 84,9; 84,0; 81,3; 81,1; 78,6; 74,8; 74,5; 73,6; 73,5;
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71,7; 71,2; 68,7; 68,5; 53,2; 25,6; 25,5; 14,4; 14,2; 0,6. MALDI-TOF MS: 975,3 (M" +
Na). Anal. Calcd para Cs4HgsO9S2Si (952,41): C, 68,03; H, 7,19; S, 6,73; Si, 2,95.
Encontrado: C, 68,01; H, 7,18; S, 6,71; Si, 2,93.

O composto 109 decompde-se facilmente através da perda do grupo TMS quando

armazenado a temperatura ambiente.

2,3,4,6-Tetra-O-benzil-B-D-galactopiranosil-(1—4)-2,5-di-O-benzil-3,6-anidro-
aldeido-D-galactose (98). O tratamento de 106b (427 mg, 0,44 mmol) como descrito
na preparagao de 95 forneceu 98 (342 mg, 90%) como um xarope num grau de
pureza de 95% conforme indicou a analise e RMN de 'H. [a]o = 6,3 (¢ 1,0, CHCI5).
RMN 'H (CDCls): §=9,59 (d, 1 H, J12= 1,0 Hz, H-1), 7,40-7,20 (m, 30 H, Ph), 4,94,
4,81, 4,76, (3 d, 3 H, J =12,0 Hz, PhCH,), 4,73 (s, 3 H, PhCH,), 4,72, 4,64, 4,55,
454,445 (5d,5H, J=12,0 Hz, PhCH,), 4,40-4,38 (d, 2 H, H-4, PhCHy), 4,31 (d, 1
H, Jir2>=8,0 Hz, H-1’), 4,26 (m, 1 H, H-5), 4,18 (dd, 1 H, J>3=5,5, J34= 3,5 Hz, H-3),
4,04 (dd, 1 H, H-6b), 4,01 (dd, 1 H, H-2), 3,90 (dd, 1 H, H-4"), 3,88 (dd, 1 H, Js6a =
4,0, Jsasp = 10,0 Hz, H-6a), 3,77 (dd, 1 H, J»3 = 9,5 Hz, H-2’), 3,56 (dd, 1 H, Js e =
5,5, Jsa6p = 9,0 Hz, H-6b’), 3,49 (dd, 1 H, J5 62 = 5,5 Hz, H-6a’), 3,47-3,42 (m, 2 H, H-
5, H-3). RMN *C (CDCls): 5§ = 202,0; 138,8; 138,6; 138,1; 138,0; 137,4; 128,6;
128,5; 128,4; 128,2; 128,1; 128,0; 127,9; 127,8; 103,8; 84,2; 83,5; 83,4; 82,4; 82,1,
79,3; 75,4; 74,8; 73,7; 73,5; 73,3; 73,2; 72,5; 71,2; 68,7. MALDI-TOF MS: 887,3 (M"
+ Na). Anal. Calcd para Cs4Hs6010 (864,39): C, 74,98; H, 6,53. Encontrado: C, 74,99;
H, 6,52.

3,6-Anidro-L-galactose dietil ditioacetal (110). Uma mistura de Agarose 3 (6,0 g),
EtSH (9,0 mL), HCI 37% (3,0 mL) e MeOH (48 mL) foi aquecida a 60 °C sob agitagao
por 17 h. A mistura foi resfriada a temperatura ambiente, neutralizada com NaOH 1
M e mantida sob fluxo de nitrogénio para remover o excesso de EtSH. Esta mistura
foi concentrada e o residuo obtido foi dissolvido em H,O (80 mL). Esta solugéo
aquosa foi extraida com Et;O (5 x 100 mL). As fases orgénicas obtidas foram
agrupadas em uma unica fragdo que foi secada com Na,SO4 e concentrada. O
extrato bruto (3,18 g) obtido continha principalmente o derivado ditioacetal 110. Uma
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pequena parte do extrato bruto (140 mg) foi eluido em uma coluna de silica gel com
1,3:3 ciclohexano-AcOEt para fornecer 110 (94 mg, 56% a partir da Agarose 3)°
como um sélido amorfo branco. [o]p = -14,9 (¢ 0,4, MeOH); [a]o = 10,0 (¢ 1,0, H,O);
(Segundo Araki e Hirase (1953) [a]p = 14,4 (c 1,2, H20); R¢= 0,28 (1:3.3 ciclohexano-
AcOEt). RMN 'H (acetona-ds): 6= 4,21 (t, 1 H, H-3), 4,11 (t, 1 H, H-4), 4,02 (ddd, 1
H, H-5), 3,97 (d, 1 H, J12= 8,5 Hz, H-1), 3,87 (dd, 1 H, J56a = 4,0, Jsasp = 9,5 Hz, H-
6a), 3,74 (dd, 1 H, Jse, = 2,0 Hz, H-6b), 3,72 (dd, 1 H, J23= 2,5 Hz, H-2), 2,75-2,60
(m, 4 H, SCH2CH3), 1,21, 1,20 (2 t, 6 H, J = 7,5 Hz, SCH,CH?3). RMN "*C (acetona-
ds): 6 = 85,5; 79,2; 77,3; 73,7; 73,6; 54,7; 24,9; 24,8; 14,2; 14,1. MALDI-TOF MS:
307,1 (M" + K). Anal. Calcd para C1oH2004S; (268,08): C, 44,75; H, 7,51; S, 23,89.
Encontrado: C, 44,77; H, 7,52; S, 23,91.

3,6-Anidro-D-galactose dietil ditioacetal (ent-110). O tratamento de Kappa-
carragenana 4 (6,0 g) conforme descrito para preparagcdo de 110 forneceu um
extrato bruto (2,60) contento principalmente o derivado ditioacetal ent-110. Uma
pequena quantidade do extrato bruto (240 mg) foi eluido em uma coluna de silica gel
com 1,3:3 ciclohexano-AcOEt para fornecer ent-110 (102 mg, 30% a partir da
Kappa-carragenana 4)° como xarope incolor. [a]p = 14,6 (¢ 0,4, MeOH); [o]o = -10,6
(c 1,1, H0O) (Segundo O’Neill (1955b) [a]p = -10,0 (¢ 1,0, H20). Anal. Calcd para
C10H2004S, (268,08): C, 44,75; H, 7,51; S, 23,89. Encontrado: C, 44,75; H, 7,51; S,
23,94.

2,4,5-Tri-O-acetil-3,6-anidro-L-galactose dietil ditioacetal (111). O tratamento do
extrato bruto (200 mg) contendo 110 como descrito para preparagdao de 101
forneceu apds cromatografia em coluna de silica gel (3:1 ciclohexano-AcOEt) 111
(198 mg, 56% a partir da Agarose 3). [a]p = 9,0 (¢ 2,5, CHCI3); Rf = 0,30 (3:1

* O rendimento foi calculado em fungdo do teor de 3,6-anidro-L-galactose presente na amostra AG1.
De acordo com a analise de CG-EM, um grama de AG1 contém 2,38 mmol de 3,6-anidro-L-galactose.

5 O rendimento foi calculado em fungao do teor de 3,6-anidro-D-galactose presente na amostra KWS.
De acordo com a analise de GC-EM, um grama de KWS contém 2,31 mmol de 3,6-anidro-D-
galactose.
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ciclohexano-AcOEt). RMN 'H (CDCls): 6= 5,40 (dd, 1 H, J1» = 8,0, J23 = 4,0 Hz, H-
2),5,19 (ddd, 1 H, Js5= 1,5, Jsp = 2,5, U562 = 5,0 Hz, H-5), 5,03 (ddd, 1 H, J34=4,0
Hz, H-4), 4,47 (t, 1 H, H-3), 4,12 (d, 1 H, H-1), 4,11 (dd, 1 H, Jsaepr = 11,0 Hz, H-6b),
4,00 (dd, 1 H, H-6a), 2,81-2,63 (m, 4 H, SCH,CH3), 2,19, 2,12, 2,11 (3 s, 9 H,
COCHS3), 1,29, 1,26 (2 t, 6 H, J = 7,5 Hz, SCH,CHSs). RMN *C (CDCl3): § = 170,1;
170,0; 82,5; 78,9; 78,2; 72,5; 72,1; 52,0; 25,1; 24,7; 20,9; 20,8; 14,3; 14,1. MALDI-
TOF MS: 433,1 (M" + K). Anal. Calcd para C16H2607S2 (394,11): C, 48,71; H, 6,64; S,
16,26. Encontrado: C, 48,73; H, 6,67; S, 16,24.

2,4,5-Tri-O-acetil-3,6-anidro-D-galactose dietil ditioacetal (ent-111). O tratamento
do extrato bruto (200 mg) contendo ent-110 como descrito para preparacéo de 101
forneceu apds cromatografia em coluna de silica gel (3:1 ciclohexano-AcOEt) ent-
111 (126 mg, 30% a partir da Kappa-carragenana 4). [a]lp = -9,4 (¢ 2,3, CHCly);
MALDI-TOF MS: 417,1 (M* + Na). Anal. Calcd para C1gH260+S, (394,11): C, 48,71;
H, 6,64; S, 16,26. Encontrado: C, 48,69; H, 6,62; S, 16,25.

2,4,5-Tri-O-benzil-3,6-anidro-L-galactose dietil ditioacetal (112). O tratamento do
extrato bruto (2,31 g) contendo 110 (~ 1,56 g, 5,81 mmol) conforme descrito na
preparagao de 102 forneceu apds cromatografia em coluna de silica gel (15:1
ciclohexano-AcOEt) 112 (2,80 g, 50% a partir da Agarose 3) como um xarope
incolor. [a]o = -29,3 (c 0,6, CHCl3); Rf = 0,17 (15:1 ciclohexano-AcOEt). RMN 'H
(CDCl3): 6=4,83, 4,62, 4,56, 4,51, 4,48, 4,47 (6 d, 6 H, J = 12,0 Hz, PhCH,), 4,30 (t,
1 H, J3=5,0 Hz, H-3), 4,14-4,09 (m, 2 H, H-4, H-5), 4,02 (dd, 1 H, J56, = 2,5, Jsasb =
10,0 Hz, H-6b), 3,99 (d, 1 H, J12= 5,5 Hz, H-1), 3,91 (dd, 1 H, J564 = 4,5 Hz, H-6a),
3,76 (t, 1 H, H-2), 2,73-2,53 (m, 4 H, SCH,CH3), 1,21, 1,18 (2t,6 H, J = 7,5 Hz,
SCH,CHs). RMN *C (CDCls): & = 138,3; 137,8; 128,4; 128,2; 128,0; 127,9; 127,8;
127,7; 127,5; 84,2; 83,6; 81,9; 74,7, 71,8; 71,4; 71,3; 53,1; 25,6; 25,5; 14,4; 14,3.
MALDI-TOF MS: 561,2 (M* + Na). Anal. Calcd para C31H3304S, (538,22): C, 69,11;
H, 7,11; S, 11,90. Encontrado: C, 69,12; H, 7,14; S, 11,91.
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2,4,5-Tri-O-benzil-3,6-anidro-D-galactose dietil ditioacetal (ent-112). O tratamento
do extrato bruto (2,20 g) contendo ent-110 (~ 943 mg, 3,52 mmol) conforme descrito
na preparagao de 102 forneceu apds cromatografia em coluna de silica gel (15:1
ciclohexano-AcOEt) ent-112 (1,77 g, 28%% a partir da Kappa-carragenana 4) como
um xarope incolor. [a]p = 28,9 (¢ 0,5, CHCI3); Rf = 0,17 (15:1 ciclohexano-AcOEt).
MALDI-TOF MS: 561,6 (M* + Na). Anal. Calcd para C31H3304S, (538,22): C, 69,11;
H, 7,11; S, 11,90. Encontrado: C, 69,14; H, 7,13; S, 11,92.

2,4,5-Tri-O-benzil-3,6-anidro-aldeido-L-galactose (96) and 2,4,5-Tri-O-benzil-3,6-
anidro-aldeido-D-galactose (ent-96). O tratamento de 112 ou ent-112 (1,22 g, 2,26
mmol) conforme descrito na preparagao de 95 forneceu 96 ou ent-96 (0,94 g, 95%)
como um xarope incolor num grau de pureza de 95% conforme indicaram as
analises de RMN de 'H. Dados para o composto 96: [o]p = -24,4 (c 1,0, CHCly); R¢ =
0,26 (5:1 ciclohexano-AcOEt). '"H RMN (CDCls): 6= 9,68 (d, 1 H, J12= 1,4 Hz, H-1),
7,40-7,20 (m, 15 H, Ph), 4,74, 4,56, 4,48, 4,45, 4,43 (5 d, 6 H, J = 12,0 Hz, PhCH,),
4,17-4,10 (m, 2 H, H-5, H-3), 4,07-4,01 (m, 2 H, H-4, H-6b), 3,97 (dd, 1 H, J,3=5,0
Hz, H-2), 3,88 (dd, 1 H, Jsea = 4,8, Jsasp = 10,5 Hz, H-6a). '*C RMN (CDCls): & =
202,0; 137,5; 137,0; 128,5; 128,4; 128,3; 128,2 127,8; 127,7; 83,4; 83,0; 82,6; 82,3;
73,2; 71,9; 71,9; 71,1. MALDI-TOF MS: 471,3 (M* + K). Anal. Calcd para Cy7H2505
(432,19): C, 74,98; H, 6,53. Encontrado: C, 75,00; H, 6,54. ent-96: [a]p = 24,6 (c 1,0,
CHCI3). MALDI-TOF MS: 471,8 (M" + K). Anal. Calcd para C,7H205 (432,19): C,
74,98; H, 6,53. Encontrado: C, 75,04; H, 6,52.

3,6-Anidro-L-galactitol (114).” Agarose 3 (10 g) foi dissolvida em H,O (900 mL)
quente (~ 90 °C). Em seguida TFA 1 M (100 mL) foi adicionado em uma Unica
aliquota. A mistura resultante foi aquecida a 80 °C por 3 h, resfriada a temperatura
ambiente, diluida com H,O (800 mL) e entdo concentrada. O residuo obtido foi

concentrado e coevaporado com tolueno trés vezes para fornecer um xarope

* Para evitar confusdo a nomenclatura do composto 114 sera mantida de acordo com a do seu
precursor 3,6-anidro-L-galactose. Na verdade, a correta nomenclatura do composto 114 é 1,4-anidro-
D-galactitol.
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amarelado. Este material foi dissolvido em H,O (100 mL), resfriado a 0 °C, e entéo
NaBH,4 (1,90 g, 50,0 mmol) foi adicionado numa unica porgédo. A mistura resultante
foi agitada a temperatura ambiente por 1 h, diluida com AcOH (~ 4,0 mL, pH ~ 4,0),
agitada por mais 10 minutos e concentrada. O residuo foi coevaporado com MeOH
(3 x 50 mL) para fornecer um residuo contendo o dissacarideo agarobiitol 113. Este
material bruto foi dissolvido em numa solugdo de TFA 2 M (250 mL) e a mistura
resultante foi aquecida a 120 °C por 3 h, resfriada a temperatura ambiente, diluida
com H,O (300 mL) e entdo concentrada. O residuo obtido foi concentrado e
coevaporado com tolueno trés vezes para fornecer um xarope. Este material foi
dissolvido em H,O (100 mL), resfriado a 0 °C, e entdo NaBH, (1,90 g, 50,0 mmol) foi
adicionado numa unica porgdo. A mistura resultante foi agitada a temperatura
ambiente por 1 h, diluida com AcOH (~ 4,0 mL, pH ~ 4,0), agitado por mais 10
minutos e concentrado para fornecer um xarope. Este material foi suspendido em
MeOH (30 mL) e acetona (100 mL) e entdo filtrado através de um funil de placa
porosa. O filtrado foi concentrado para fornecer um residuo que em seguida foi
diluido em H,O (30 mL) e tratado com Dowex 1 x 8 OH (64,8 g). A mistura
resultante foi agitada por 10 minutos e filtrada através de um funil de placa porosa. O
filtrado foi tratado com Amberlite IR120 H* (64,8 g), agitado por 10 minutos e filtrado
em funil de placa porosa. O filtrado foi concentrado para fornecer um material bruto
(3,36 g) contendo principalmente o alditol 114. Os espectros de RMN 'H e *C (D,0)
foram semelhantes aos reportados na literatura (KURSZEWSKA et al., 2002).

1,2,4,5-Tetra-O-acetil-3,6-anidro-L-galactitol (115). O tratamento do material bruto
(185 mg) contendo o composto 114 conforme descrito na preparacdo de 101
forneceu apos cromatografia em coluna de silica gel (20:1 CH,Cl,-acetona) o
composto 115 (261 mg, 60% a partir da Agarose 3). [a]p = 28,0 (¢ 1,7, CHCI3); R¢=
0,28 (20:1 CH,Cl,-acetona). RMN "H (CDCls): 6 = 5,38 (ddd, 1 H, Jia2 = 4,0, Jip2 =
7,0, J23=5,0 Hz, H-2), 5,16 (ddd, 1 H, J562 = 4,5, J56o = 3,5 Hz, H-5), 5,11 (dd, 1 H,
Jsa4 = 3,0Hz, H-4), 4,37 (dd, 1 H, J1a1b = 12,0 Hz, H-1a), 4,18 (dd, 1 H, H-1b), 4,06
(dd, 1 H, Jsaep = 11,0 Hz, H-6a), 4,00-3,94 (m, 2 H, H-6b, H-3), 2,15, 2,13, 2,11, 2,08
(4 s, 12 H, COCH3). RMN ®C (CDCl3): 5= 170,8; 170,4; 170,0; 82,3; 78,2; 78,1; 72,3;
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70,0; 63,0; 21,2; 20,9. MALDI-TOF MS: 355,1 (M" + Na). Anal. Calcd para C14H2009
(332,11): C, 50,60; H, 6,07. Encontrado: C, 50,64; H, 6,10.

1,2-O-Isopropilideno-3,6-anidro-L-galactitol (116). Uma mistura do material bruto
(2,0 g) contendo o composto 114 (~ 1,39 g, 8,50 mmol), acetona (200 mL) e H,SO4
98% (4,0 mL) foi agitada a temperatura ambiente por 24 h, diluida com H,O (100
mL), resfriada a 0 °C, neutralizada com Na,CO; e entdo concentrada. O residuo
resultante foi suspendido em acetona (100 mL) e filtrado através de um funil de
placa porosa. O filtrado foi concentrado e eluido em uma coluna de silica gel com
20:1 CHyCly-acetona para fornecer 116 (1,13 g, 39% a partir da Agarose 3) como um
xarope incolor. [a]p = -27,7 (¢ 2,4, CHCl3), R; = 0,20 (20:1 CH,Cl,-acetone). RMN 'H
(CDCl3): 6=4,28 (ddd, 1 H, J1a2=7,5, Jib2= 6,5, Jo3= 2,5 Hz, H-2), 4,14 (dd, 1 H,
H-4), 4,07 (dd, 1 H, J1a16 = 8,5 Hz, H1b), 4,03 (dd, 1 H, J564 = 3,5, Jsaep = 9,0 Hz, H-
6a), 4,00 (m, 1 H, H-5), 3,98 (dd, 1 H, H-1a), 3,88 (dd, 1 H, H-6b), 3,79 (dd, 1 H, H-
3), 1,40, 1,35 (2 s, 6 H, CMe,). RMN "*C (CDCls): 5 = 109,6; 84,3; 79,1; 77,1; 76,2;
74,0; 65,7; 25,6; 25,3. MALDI-TOF MS: 243,1 (M" + K). Anal. Calcd para CgH1605
(204,10): C, 52,93; H, 7,90. Encontrada: C, 52,95; H, 7,93.

1,2-O-Isopropilideno-4,5-di-O-benzil-3,6-anidro-L-galactitol (117). O tratamento
de 116 (742 mg, 3,63 mmol) conforme descrito para a preparagao de 102 forneceu
ap6s cromatografia em coluna de silica gel (5:1 ciclohexano-AcOEt) 117 (1,40 g,
99%) como um xarope incolor. [a]p =-10,0 (c 0,4, CHCI3); R¢= 0,16 (5:1 ciclohexano-
AcOEt). RMN 'H (CDCl3): 6 = 7,40-7,20 (m, 10 H, Ph), 4,56 (d, 2H, J = 12 Hz,
PhCH,), 4,49, 4,47 (2d, 2 H, J =12 Hz, PhCH,), 4,24 (ddd, 1 H, J1p2=6,5, J1a2=7,0
Hz, H-2), 4,10-4,05 (m, 2 H, H-5, H-6b), 3,91-3,76 (m, 5 H, H-6a, H-1b, H-3, H-4,
H1a), 1,43, 1,35 (2's, 6 H CMe,). RMN °C (CDCls): 6 = 137,4; 137,2; 128,3; 127,8;
127,7;127,6; 109,4; 84,5; 84,2; 82,8; 75,9; 71,7; 71,2; 71,1, 65,3; 26,4; 25,0.

4,5-Di-O-benzil-3,6-anidro-L-galactitol (118). Rota A (Esquema 25). Uma mistura
do composto 117 (1,0 g, 2,60 mmol), AcOH (16 mL) e H,O (4 mL) foi agitada a 100
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°C por 1 h, resfriada a temperatura ambiente, concentrada e coevaporada com
tolueno trés vezes. O residuo obtido foi eluido numa coluna de silica gel com 1:2
ciclohexano-AcOEt para fornecer 118 (626 mg, 70%) como um xarope incolor. [a]p =
-22,6 (c 1,0, CHCIs); Rs = 0,28 (1:2 ciclohexano-AcOEt). RMN "H (CDCls): & = 7,40-
7,30 (m, 10 H, Ph), 4,57 (d, 1 H, PhCHa), 4,54 (d, 3 H, PhCH,), 4,15 (m, 1 H, H-4),
4,09-4,04 (m, 2 H, H-5, H-6b), 3,95 (dd, 1 H, J23= 4,0, J34= 3,5 Hz, H-3), 3,89 (dd, 1
H, Js6a = 4,0, Jsasp = 10,5 Hz, H-6a), 3,77 (m, 1 H, J1a2 = 4,5, Jip2 = 5,0 Hz, H-2),
3,68 (dd, 1 H, J1atp = 11,0 Hz, H-1b), 3,64 (dd, 1 H, H-1a). RMN "*C (CDCls): & =
137,6; 137,4; 128,8; 128,4; 128,2; 128,0; 85,2; 84,4; 82,6; 72,3; 72,0; 71,5; 64,6.
MALDI-TOF MS: 383,1 (M* + K). Anal. Calcd para CxH240s5 (344,16): C, 69,75; H,
7,02. Encontrado: C, 69,73; H, 7,01.

Rota B (Esquema 26). Sodio metalico (61 mg, 2,65 mmol) foi adicionado
cuidadosamente em MeOH (5 mL). A mistura resultante foi agitada a temperatura
ambiente sob fluxo de nitrogénio até completa decomposi¢cao do sddio metalico. Em
seguida, uma solugédo contendo o composto 120 (570 mg, 1,33 mmol) em MeOH (15
mL) foi lentamente adicionada. A mistura resultante foi agitada a temperatura
ambiente por 30 minutos, neutralizada com Amberlite IR120 (forma H*, 5,0 g) e
filtrada com funil de placa porosa. O filtrado foi concentrado e eluido em uma coluna

de silica gel com 1:2 ciclohexano-AcOEt para fornecer 118 (380 mg, 83%).

4,5-Di-O-benzil-3,6-anidro-D-galactitol (ent-118). Sodio metalico (61 mg, 2,65
mmol) foi adicionado cuidadosamente em MeOH (5 mL). A mistura resultante foi
agitada a temperatura ambiente sob fluxo de nitrogénio até completa decomposigéo
do sddio metalico. Em seguida, uma solugao contendo o composto ent-120 (570 mg,
1,33 mmol) em MeOH (15 mL) foi lentamente adicionada. A mistura resultante foi
agitada a temperatura ambiente por 30 minutos, neutralizada com Amberlite IR120
(forma H*, 5,0 g) e filtrada com funil de placa porosa. O filtrado foi concentrado e
eluido em uma coluna de silica gel com 1:2 ciclohexano-AcOEt para fornecer ent-
118 (380 mg, 83%).[a]p = 22,4 (¢ 1,2, CHCI3). MALDI-TOF MS: 367,5 (M + Na).
Anal. Calcd para CyH2405 (344,16): C, 69,75; H, 7,02. Encontrado: C, 69,72; H,
7,04.
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3,4-Di-O-benzil-2,5-anidro-aldeido-L-lixose (97) e 3,4-Di-O-benzil-2,5-anidro-
aldeido-D-lixose (ent-97). O tratamento de 118 ou ent-118 (623 mg, 1,81 mmol)
conforme descrito na preparagao de 95 forneceu 97 ou ent-97 (492mg, 87%) como
um xarope incolor num grau de pureza aproximado de 95% conforme indicaram as
analises de RMN de "H. Dados para 97: [o]o = 19,6 (¢ 1,8, CHCIs); R = 0,20 (3,3:1
ciclohexano-AcOEt). RMN 'H (CDCls): 5= 9,63 (d, 1 H, J12= 1,0 Hz, H-1), 7,40-7,20
(m, 10 H, Ph), 4,66, 4,54, 4,44 (d, 3 H, J = 12,0 Hz, PhCH,), 4,40 (s, 1 H, PhCH,),
4,37 (s, 1 H, H-2), 4,22 (s, 1 H, H-3), 4,16 (dd, 1 H, Js5,= 1,0, Jsa5p = 10,0 Hz, H-5b),
4,12 (dd, 1 H, Jssa = 3,0 Hz, H-5a), 4,04 (ddd, 1 H, H-4). RMN "*C (CDCls): 5= 203,0;
137,1; 137,0; 128,6; 128,5; 128,1; 128,0; 127,7; 87,0; 84,6; 80,5; 72,7; 71,8; 70,9.
MALDI-TOF MS: 351,1 (M* + K). Anal. Calcd para C19H2004 (312,14): C, 73,06; H,
6,45. Encontrado: C, 73,09; H, 6,46. ent-97: [o]p = -19,3 (¢ 1,5, CHCI3). MALDI-TOF
MS: 351,8 (M" + K). Anal. Calcd para CoH200O4 (312,14): C, 73,06; H, 6,45.
Encontrado: C, 73,11; H, 6,48.

2,4,5-Tri-O-benzil-3,6-anidro-L-galactitol (119) e 2,4,5-tri-O-benzil-3,6-anidro-D-
galactitol (ent-119). Em uma solugdo a 0 °C contendo o aldeido 96 ou ent-96 (886
mg, 2,05 mmol) em MeOH (10 mL), NaBH, (156 mg, 2,40 mmol) foi adicionado em
uma porgao. A mistura resultante foi agitada a temperatura ambiente por 1 h, diluida
com AcOH (1 mL), agitada por mais 10 minutos, concentrada e entdo eluida em uma
coluna de silica gel com 1,6:1 ciclohexano-AcOEt para fornecer 119 ou ent-119 (837
mg, 94%) como um xarope incolor. Dados de 119: [o]p = 8,5 (¢ 1,4, CHCI3); R¢= 0,34
(8:5 ciclohexano-AcOEt). RMN 'H (CDCls): § = 7,40-7,25 (m, 15 H, Ph), 4,71, 4,68,
4,54, 4,53,4,51,4,50 (6 d, 6 H, J=12,0 Hz, PhCH,), 4,16 (dd, 1 H, J34= 4,5 Hz, H-
4), 4,09 (dd, 1 H, H-6b), 4,07 (m, 1 H, H-5), 4,03 (t, 1 H, H-3), 3,88 (dd, 1 H, J56a =
4,5, Jsaep = 10,5 Hz, H-6a), 3,76 (dd, 1 H, J1a2 = 6,0, J1a1b = 12,5 Hz, H-1a), 3,72-
3,67 (m, 2 H, H-2, H-1b). RMN *C (CDCls): § = 138,2; 137,5; 137,4; 128,5; 128,4;
128,3; 128,0; 127,9; 127,8; 84,8; 83,8; 83,0; 78,1; 72,6; 71,9; 71,4; 71,3; 61,8.
MALDI-TOF MS: 457,2 (M + Na). Anal. Calcd para C,7H3005 (434,21): C, 74,63; H,
6,96. Encontrado: C, 74,66; H, 6,98. ent-119: [a]p = -8,3 (¢ 2,4, CHCI3). MALDI-TOF
MS: 457,5 (M* + Na). Anal. Calcd para Cy7H3005 (434,21): C, 74,63; H, 6,96.
Encontrado: C, 74,61; H, 6,94.
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1,2-Di-O-acetil-4,5-di-O-benzil-3,6-anidro-L-galactitol (120) and 1,2-Di-O-acetil-
4,5-di-O-benzil-3,6-anidro-D-galactitol (ent-120). Uma mistura contendo 119 ou
ent-119 (800 mg, 1,80 mmol) em Ac,O-TFA 20:1 (42 mL) foi aquecida a 70 °C por 8
h, resfriada a temperatura ambiente e entdo, coevaporada com tolueno trés vezes. O
xarope castanho resultante foi eluido em uma coluna de silica gel com 3:1
ciclohexano-AcOEt para fornecer 120 ou ent-120 (570 mg, 72%) levemente
contaminado por subprodutos ndo caracterizados. RMN '"H (CDCls): § = 7,40-7,20
(m, 10 H, Ph), 5,33 (ddd, 1 H, J1a2=7,0, J1b2 = 4,0 Hz, H-2), 4,54, 4,52, 4,51, 4,45 (4
d, 4 H, J=12,0 Hz, PhCH,), 4,32 (dd, 1 H, J1a,1b = 12,0 Hz, H-1b), 4,15 (dd, 1 H, H-
1a), 4,09-4,01 (m, 2 H, H-5, H-6b), 3,98-3,93 (m 2 H, H-3, H-4), 3,90 (dd, 1 H, Js564 =
4,5, Jeagp = 10,5 Hz, H-6a), 2,06, 2,05 (2 s, 6 H, OCCHa;). *C NMR (CDCls): & =
170,5; 170,4; 137,5; 137,3; 128,4; 128,0; 127,9; 127,8; 84,4; 82,7; 82,2; 72,1; 71,6;
71,4; 70,5; 63,0; 20,9; 20,7. MALDI-TOF MS: 467,5 (M* + K).

Formil 2,3-Di-O-benzil-B-L-treose (121). Numa solugdo a 0 °C contendo o aldeido
97 (210 mg, 0,67 mmol), CH,ClI, (5 mL) e NaHCO3 (146 mg, 1,74 mmol) acido meta-
cloroperbenzoico (324 mg, 1,88 mmol) foi adicionado em uma unica porgao. A
mistura resultante foi agitada a 0 °C por 30 minutos, diluida com CH,Cl, (40 mL) e
entdo lavada com uma solugéo saturada de NaCl (15 mL) e saturada de NaHCOs3 (3
x 15 mL). A fase organica foi secada com Na,SO,4, concentrada e eluida em uma
coluna de silica gel com 6,7:1 ciclohexano-AcOEt para fornecer 121 (130 mg, 63%)
como um xarope incolor. [a]p = -12,9 (¢ 0,9, CHCI3); Rf= 0,43 (6,7:1 ciclohexano-
AcOEt). RMN 'H (CDCls): 5= 8,10 (s, 1 H, CHO), 7,41-7,29 (m, 10 H, Ph), 6,32 (s, 1
H, H-1), 4,69, 4,59, 4,53, 4,51 (4 d, 4 H, J = 12,0 Hz, PhCH,), 4,34 (dd, 1 H, J34a =
5,5, Jaaa = 9,5 Hz, H-4a), 4,17 (ddd, 1 H, H-3), 4,15 (s, 1 H, H-2), 4,05 (dd, 1 H, J34p
= 4,5 Hz, H-4b). RMN ®C (CDCl): § = 159,9; 137,2; 137,0; 128,5; 128,1; 128,0;
127,9; 127,8; 100,4; 86,0; 81,7; 73,2; 72,1. MALDI-TOF MS: 351,1 (M" + Na). Anal.
Calcd para C19H2005 (328,13): C, 69,50; H, 6,14. Encontrada: C, 69,52; H, 6,17.

2,3-Di-O-benzil-L-treose (122). Uma mistura contendo 121 (138 mg, 0,42 mmol),
MeOH (10 mL) e Et;N (10 mL) foi agitada a temperatura ambiente por 30 minutos e
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entdo foi concentrada para fornecer 122 (120 mg, 95%) num grau de pureza de
aproximadamente 95% conforme indicou a analise de RMN de 'H. O espectro de
RMN de "H foi consistente com o reportado na literatura (KUTTERER et al., 1999).

(1’R)-4-(1’,3’,4’-tri-O-benzil-2,5-anidro-L-lixose)-1,4-dihidro-2,6-dimetilpiridina-
3,5-dicarboxilato de dimetila (125) e (1’S)-4-(1’,3’,4’-tri-O-benzil-2,5-anidro-D-
lixose)-1,4-dihidro-2,6-dimetilpiridina-3,5-dicarboxilato de dimetila (ent-125). Em
um vial contendo o aldeido 96 ou ent-96 (60 mg, 0,14 mmol) foi adicionado metil-
acetoacetato 123 (22 uL, 0,21 mmol), metil-3-amino-crotonato 124 (25 mg, 0,21
mmol), L-prolina 43 (2 mg, 0,014 mmol) e MeOH anidro (0,7 mL). A mistura foi
agitada vigorosamente, degaseificada em vacuo e saturada com argénio (3 x). O vial
foi envolvido em papel aluminio e a mistura foi agitada a 50 °C por 48 h, resfriada a
temperatura ambiente e entdo evaporada. O residuo obtido foi eluido em coluna de
cromatografia em silica com 2:1 ciclohexano-AcOEt para fornecer 125 (48 mg, 55%)
ou ent-125 (45 mg, 52%) como um xarope. Dados de 125: [o]p = -38,0 (¢ 0,9,
CHCIl3); Rs= 0,16 (2:1 ciclohexano-AcOEt). RMN 'H (CDCls): &= 7,40-7,20 (m, 15 H,
Ph), 5,60 (br, s, 1 H, NH), 4,50, 4,47 (2d, J = 12,0 Hz, 2 H, PhCH,), 4,46 (s, 2 H,
PhCH,), 4,45 (d, J= 12,0 Hz, 1 H, PhCH,), 4,43 (d, Js+=4,5Hz, 1 H, H-4), 4,36 (d, J
=12,0 Hz, 1 H, PhCH,), 4,03 (ddd, 1 H, H-4’), 4,00 (dd, J>3=4.,5, J34+=2,5Hz, 1 H,
H-3’), 3,96 (dd, Js s = 3,0, Jsa 50 = 9,5 Hz, 1 H, H-5b’), 3,83 (dd, Js4 52 = 5,0 Hz, 1 H,
H-5a’), 3,81 (t, J = 4,5 Hz, 1 H, H-2'), 3,62, 3,59 (2 s, 6 H, OCHj3), 3,36 (t, J = 4,5 Hz,
1 H, H-1"), 2,30, 2,20 (2 s, 6 H, CH3). RMN *C (CDCls): & = 168,3; 146,1; 145,6;
141,1; 139,0; 138,1; 128,3; 128,2; 128,0; 127,7; 127,5; 127,2; 100,3; 99,3; 85,0;
83,3; 81,4; 74,2; 71,9; 71,4; 71,2; 51,0; 36,0; 19,6; 19,4. ESI MS: 629,0 (M + H");
651,0 (M + Na*). ent-125: [a]p= 37,5 (¢ 2,2, CHCI3); R; = 0,16 (2:1 ciclohexano-
AcOEt). ESI MS: 629,0 (M + H"); 651,0 (M + Na").

(1°S)-4-(1°,3’,4’-tri-O-benzil-2,5-anidro-L-lixose)-1,4-dihidro-2,6-dimetilpiridina-
3,5-dicarboxilato de dimetila (epi-125). Em um vial contendo uma barra magnética
foram adicionados o aldeido 96 (60 mg, 0,14 mmol), metil-acetoacetato 123 (15 uL,

0,14 mmol), metil-3-amino-crotonato 124 (17 mg, 0,14 mmol), L-prolina 43 (2 mg,
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0,014 mmol), CH,CI, anidro (0,7 mL) e peneira molecular (~ 250 mg). A mistura foi
agitada vigorosamente, degaseificada em vacuo e saturada com argénio (3 x). O vial
foi envolvido em papel aluminio e a mistura foi agitada a 25 °C por 48 h, filtrada em
pad de celite e concentrada. O residuo obtido foi eluido em coluna de cromatografia
em silica com 2:1 ciclohexano-AcOEt para fornecer epi-125 (8 mg, 10%) como um
xarope num grau de pureza aproximado de 70% conforme indicou a analise de RMN
de "H. Ry= 0,24 (2:1 ciclohexano-AcOEt). RMN 'H (CDCls): § = 7,40-7,20 (m, 15 H,
Ph), 5,59 (br, s, 1 H, NH), 4,61, 4,60 (2d, J = 12,0 Hz, 2 H, PhCH.,), 4,54 (d, J114=5,0
Hz, 1 H, H-4), 4,51, 4,48 (2d, J = 12,0 Hz, 2 H, PhCH,), 4,40 (s, 2 H, PhCH,), 4,25
(dd, J» 3= 3,0 Hz, 1 H, H-3), 4,04 (ddd, 1 H, H-4’), 3,94 (dd, J1 2> = 5,5 Hz, 1 H, H-2’),
3,89 (dd, Js 50 = 5,0, Jsa 50 = 10,0, 1 H, H-52’), 3,87 (dd, Js 5 = 3,0 Hz, 1 H, H-5b’),
3,69, 3,52 (2 s, 6 H, OCH3), 3,49 (dd, 1 H, H-1"), 2,29, 2,19 (2 s, 6 H, CH3). ESI MS:
629,0 (M + H"); 651,0 (M + Na").

4-(2’,3’-di-O-benzil-a-L-treofuranosil)-1,4-dihidro-2,6-dimetilpiridina-3,5-

dicarboxilato de dimetila (127) e 4-(2’,3’-di-O-benzil-a-D-treofuranosil)-1,4-
dihidro-2,6-dimetilpiridina-3,5-dicarboxilato de dimetila (ent-127). Em um vial
contendo o aldeido 97 ou ent-97 (44 mg, 0,14 mmol) foi adicionado metil-
acetoacetato 123 (22 puL, 0,21 mmol), metil-3-amino-crotonato 124 (25 mg, 0,21
mmol), L-prolina 43 (2 mg, 0,014 mmol) e MeOH anidro (0,7 mL). A mistura foi
agitada vigorosamente, degaseificada em vacuo e saturada com argénio (3 x). O vial
foi envolvido em papel aluminio e a mistura foi agitada a 50 °C por 48 h, resfriada a
temperatura ambiente e entdo evaporada. O residuo obtido foi eluido em coluna de
cromatografia em silica com 3:1 ciclohexano-AcOEt para fornecer 127 (48 mg, 67%)
ou ent-127 (49 mg, 68%) como um xarope. Dados de 127: [a]p= 5,6 (c 1,9, CHCI5);
R: = 0,33 (3:1 ciclohexano-AcOEt). RMN 'H (CDCls): & = 7,40-7,20 (m, 10 H, Ph),
6,00 (br,, s, 1 H, NH), 4,49, (d, J = 11,5 Hz, 1 H, PhCH>), 4,45 (s, 1 H, PhCH.,), 4,44
(d, J=11,5Hz, 1 H, PhCH,), 4,43 (d, Jy4 =7,5Hz, 1 H, H-4), 4,42 (d, J= 11,5 Hz, 1
H, PhCH,), 4,06 (dd, Jy 2 = 3,5, J»3 = 2,0 Hz, 1 H, H-2), 4,03 (ddd, 1 H, H-3’), 3,86,
3,85 (2 s, 2 H, H-4a’, H-4b’), 3,69 (dd, 1 H, H-1’), 3,65, 3,60 (2 s, 6 H, OCH3), 2,34,
2,30 (2's, 6 H, CH3). RMN °C (CDCl5): 6 =168.7, 168.3, 146.9, 145.6, 138.5, 138.4,
128.6, 128.5, 127.9, 127.8, 127.7, 100.6, 99.5, 86.6, 84.4, 84.1, 71.7, 71.2, 52.6,
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51.2, 35.9, 19.9, 19.8. ESI MS: 508,9 (M + H*); 530,8 (M + Na*). ent-27: [a]o= -5.4
(c= 0.8, CHCIs); R = 0,33 (3:1 ciclohexano-AcOEt). ESI MS: 508,9 (M + H*); 530,8
(M + Na*).

(1’R)-4-[2”,3”,4,6” -tetra-O-benzil-B-D-galactopiranosil-(1—3)-1’,4’-di-O-benzil-
2,5-anidro-L-lixose]-1,4-dihidro-2,6-dimetilpiridina-3,5-dicarboxilato de dimetila
(128). Em um vial contendo o aldeido 95 (121 mg, 0,14 mmol) foi adicionado metil-
acetoacetato 123 (22 uL, 0,21 mmol), metil-3-amino-crotonato 124 (25 mg, 0,21
mmol), L-prolina 43 (2 mg, 0,014 mmol) e MeOH anidro (0,7 mL). A mistura foi
agitada vigorosamente, degaseificada em vacuo e saturada com argénio (3 x). O vial
foi envolvido em papel aluminio e a mistura foi agitada a 50 °C por 48 h, resfriada a
temperatura ambiente e entdo evaporada. O residuo obtido foi eluido em coluna de
cromatografia em silica com 2,5:1 ciclohexano-AcOEt para fornecer 128 (55 mg,
37%) como um xarope. [a]p= -11,7 (¢ 1,2, CHCI3); Rf = 0,15 (2,5:1 ciclohexano-
AcOEt). RMN 'H (CDCls): & = 7,40-7,15 (m, 30 H, Ph), 6,00 (br, s, 1 H, NH), 4,98,
4,84, 4,79, 4,75, 4,74, 4,66, 4,58, 4,55 (8 d, J = 12,0 Hz, 8 H, PhCH,), 4,49-4,42 (m,
4 H, 2 PhCH,, H-4, H-3’), 4,40 (d, J = 12,0 Hz, 1 H, PhCH,), 4,38 (d, J1»2»= 7,5 Hz, 1
H, H-1"), 4,37 (d, J = 12,0 Hz, 1 H, PhCH,), 4,08 (ddd, 1 H, H-4’), 3,91 (dd, J3»4» =
3,5 Hz, 1 H, H-4”), 3,90 (dd, Jy 2 =4,5, J»3=4,0 Hz, 1 H, H-2’), 3,89 (dd, Js 5 = 3,5,
Jsa 50 = 9,5 Hz, 1 H, H-5b’), 3,81 (dd, Js 52 = 5,0 Hz, 1 H, H-52’), 3,76 (dd, J>»3»= 9,5
Hz, 1 H, H-2"), 3,59, 3,56 (2 s, 6 H, OCH3), 3,58-3,52 (m, 3 H, H-5", H-6a”, H-6b"),
3,49 (dd, 1 H, H-3”), 3,43 (dd, Jr4 = 6,0 Hz, 1 H, H-1"), 2,25, 2,17 (2 s, 6 H, CH3).
RMN "®C (CDCls): 6= 168,6; 168,4; 146,2; 145,0; 139,3; 138,6; 138,5; 138,4; 138,1;
137,5; 128,5; 128,4; 128,2; 128,0; 127,9; 127,8; 127,7; 127,6; 127,5; 127,5; 127 ,4;
127,3; 127,0; 102,0; 100,0; 99.,4; 83,8; 83,2; 82,9; 82,2; 81,4; 79,1; 75,1; 74,7; 74,0;
73,7; 73,5; 73,3; 73,0; 71,0; 68,7; 51,0; 50,9; 35,8; 19,2; 19,0. ESI MS: 1061,5 (M +
H"); 1083,5 (M + Na*).

(1’S)-4-[2”,3,4”,6” -tetra-O-benzil-B-D-galactopiranosil-(1—3)-1’,4’-di-O-benzil-
2,5-anidro-D-lixose]-1,4-dihidro-2,6-dimetilpiridina-3,5-dicarboxilato de dimetila
(129). Em um vial contendo o aldeido 98 (121 mg, 0,14 mmol) foi adicionado metil-
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acetoacetato 123 (22 ulL, 0,21 mmol), metil-3-amino-crotonato 124 (25 mg, 0,21
mmol), L-prolina 43 (2 mg, 0,014 mmol) e MeOH anidro (0,7 mL). A mistura foi
agitada vigorosamente, degaseificada em vacuo e saturada com argdnio (3 x). O vial
foi envolvido em papel aluminio e a mistura foi agitada a 50 °C por 48 h, resfriada a
temperatura ambiente e entdo evaporada. O residuo obtido foi eluido em coluna de
cromatografia em silica com 2,5:1 ciclohexano-AcOEt para fornecer 129 (53 mg,
37%) como um xarope. [a]p= 8,8 (¢ 1,2, CHCI3); R¢= 0,15 (2,5:1 ciclohexano-AcOEt).
RMN "H (CDCls): 7,50-7,10 (m, 30 H, Ph), 5,38 (br, s, 1 H, NH), 4,91, 4,83, 4,69, (3
d, J = 11,5 Hz, 3 H, PhCH,), 4,67 (s, 2 H, PhCH,), 4,60, 4,56, 4,52, 4,50, (4 d, J =
11,5 Hz, 4 H, PhCH,), 4,47 (d, J1r4 = 6,0 Hz, 1H, H-4), 4,41 (d, J = 11,5 Hz, 1 H,
PhCH,), 4,32 (s, 2 H, PhCH,), 4,28 (d, J1»2» = 7,5 Hz, 1 H, H-1"), 4,25 (ddd, 1 H, H-
4’) 4,20 (dd, J» 3 = 5,0, J3 # = 1,5 Hz, 1 H, H-3), 3,95 (dd, Js 50 = 2,5, Jsa 5 = 9,5 Hz,
1 H, H-5b’), 3,86 (dd, J3»4» = 3,0 Hz, 1 H, H-4"), 3,81 (dd, Js 5o = 5,0 Hz, 1 H, H-5a’),
3,80 (dd, Jy2 = 3,5 Hz, 1 H, H-2), 3,73 (dd, J»»3» = 10,0 Hz, 1 H, H-2"), 3,55, 3,52 (2
s, 6 H, OCHj3), 3,50 (dd, J5 6" = 6,5, Jsa 6> = 12,0 Hz, 1 H, H-6a”), 3,46-3,39 (m, 3
H, H-5”, H-6b”, H-3"), 3,36 (dd, 1 H, H-1’), 2,18, 2,07 (2 s, 6 H, CHs). RMN *C
(CDCl3): 6 = 168,5; 168,4; 145,8; 145,0; 139,2; 139,1; 138,7; 138,5; 137,7; 128,5;
128,4; 128,3; 128,1; 128,0; 127,9; 127,8; 127,6; 127,4; 127,3; 127,2; 103,9; 100,3;
100,1; 86,0; 84,4; 83,1; 81,9; 80,7; 79,2, 74,7; 74,6; 74,1, 73,5; 73,4; 73,2; 73,0;
72,1;71,1;68,7; 51,1; 36,0; 19,5; 19,1. ESI MS: 1061,5 (M + H"); 1083,5 (M + Na*).

(1’S)-4-[2,3"°,6”’-tri-O-benzil-4”’-O-sulfonato-B-D-galactopiranosil-(1—3)-1’,4’-di-
O-benzil-2,5-anidro-D-lixose]-1,4-dihidro-2,6-dimetilpiridina-3,5-dicarboxilato de
dimetila (130). Em um vial contendo o aldeido 99 (119 mg, 0,14 mmol) foi
adicionado metil-acetoacetato 123 (22 uL, 0,21 mmol), metil-3-amino-crotonato 124
(25 mg, 0,21 mmol), L-prolina 43 (2 mg, 0,014 mmol) e MeOH anidro (0,7 mL). A
mistura foi agitada vigorosamente, degaseificada em vacuo e saturada com argénio
(3 x). O vial foi envolvido em papel aluminio e a mistura foi agitada a 50 °C por 48 h,
resfriada a temperatura ambiente e entdo evaporada. O residuo obtido foi eluido em
coluna de cromatografia em silica com 15:1 AcOEt-MeOH para fornecer 130 (41 mg,
28%) como um xarope. [a]p= 22,7 (¢ 0,7, Acetona). Rf= 0,27 (15:1 AcOEt-MeOH).
RMN "H (Acetona-ds): 5 = 7,90 (s, 1 H, NH),7,60-7,10 (m, 25 H, Ph), 5,08, (d, J =
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12,0 Hz, 1 H, PhCH,), 5,00 (dd, Js 4> = 3,1, Hz, 1 H, H-4"), 4,80, 4,70, 4,60, 4,59,
4,58 (5d,J=12,0Hz, 5 H, PhCH,), 4,52 (d, J1»2»= 7,5, Hz, 1 H, H-1"), 4,51 (d, J14=
6,0, Hz, 1 H, H-4), 4,50 (d, J=12,0 Hz, 1 H, PhCH,), 4,48 (s, 1 H, PhCH,), 4,47, 4,46
(2d,J=12,0 Hz, 1 H, PhCH,), 4,40 (dd, J»3 = 4,5, J3+» = 1,7 Hz, 1 H, H-3’), 4,30
(ddd, 1 H, H-4’), 4,00 (dd, J5" 6" = 4,2, Jsa” 6> = 10,0 Hz, 1 H, H-6a”"), 3,87 (dd, Js 5 =
2,5, Jsa 5 = 9,5 Hz, 1 H, H-5b’), 3,86 (t, J = 4,5 Hz, 1 H, H-2’), 3,81-3,70 (m, 3 H, H-
5a’, H-6b”, H-57), 3,63 (dd, J»» 3= 9,5 Hz, 1 H, H-3”), 3,54 (dd, 1 H, H-2"), 3,50, 3,48
(2s,6 H, OCHs3), 3,42 (dd, Jy2>=4,0 Hz, 1 H, H-1"), 2,30, 2,20 (2 s, 6 H, CH3). RMN
3C (Acetona-ds): 5= 168,1; 146,4; 145,9; 139,3; 139,1; 139,0; 128,3; 128,1; 128,0;
127,9; 127,8 127,7; 127,6; 127,5; 127,1; 127,0; 126,8; 103,2; 99,5; 99,1; 85,0; 84 ,4;
81,7; 79,8; 78,7; 74,3 74,2; 73,6; 72,6; 71,8; 71,5; 70,9; 70,8; 70,4; 50,1; 50,0; 36,1;
17,9; 17,6. ESI MS: 1049,4 (M - H).

(1’R)-4-(1’,3’,4’-tri-O-benzil-2,5-anidro-L-lixose)-2,6-dimetilpiridina-3,5-
dicarboxilato de dimetila (131). Em uma solugao contendo o composto 125 (43 mg,
0,07 mmol), CH.Cl, anidro (1 mL) a 0 °C foi adicionado 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-
benzoquinona (16 mg, 0,07 mmol). A mistura resultante foi agitada vigorosamente,
degaseificada em vacuo e saturada com argénio (3 x). A solugéo foi agitada a 0 °C
por 1,5 h, filtrada em camada de celite e concentrada. O residuo obtido foi eluido em
coluna de cromatografia em silica com 3:1 ciclohexano-AcOEt para fornecer 131 (11
mg, 25%) como um xarope. [a]p= -114,4 (c 0,4, CHCI3); Rf= 0,21 (3:1 ciclohexano-
AcOEt). RMN "H (CDCls): § = 7,40-7,20 (m, 13H, Ph), 7,03-6,98 (m, 2H, Ph), 4,78 (d,
J12=7,5 Hz, 1H, H-1), 4,56, 4,50 (2d, J=12,0 Hz, 2H, PhCH,), 4,48 (dd, 1H, H-2),
4,45, 4,34 (2d, J=12,0 Hz, PhCH,), 4,18 (s, 2H, PhCH,), 4,01 (dd, Js5,=2,0 Hz, 1H,
H-5b), 4,01-3,98 (m, 2H, H-3, H-4), 3,92 (dd, J45,=4,5, J5a5,b=10,5 Hz, 1H, H-5a),
3,62 (s, 6H, OCHa), 2,48 (s, 6H, CHs). RMN *C (CDCls): 6 = 169,5; 169,0; 155,8;
142,6; 138,2; 138,0; 137,6; 128,6; 128,4; 128,2; 127,9; 127,8; 127,7; 127,5; 85,8;
83,6; 83,3; 78,8; 72,2; 71,5; 71,3; 71,2; 52,6; 23,0. ESI MS: 627,0 (M + H"); 649,0 (M
+Na").
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4-(2’,3’-di-O-benzil-a-L-treofuranosil)-1,4-dihidro-2,6-dimetilpiridina-3-acetil-5-
carboxilato de metila (134) e 4-(2’,3’-di-O-benzil-a-D-treofuranosil)-1,4-dihidro-
2,6-dimetilpiridina-3-acetil-5-carboxilato de metila (ent-134). Em um vial
contendo o aldeido 97 ou ent-97 (44 mg, 0,14 mmol) foram adicionados 2,4-
pentanodiona 133 (22 uL, 0,21 mmol), metil-3-amino-crotonato 124 (25 mg, 0,21
mmol), L-prolina 43 (2 mg, 0,014 mmol), MeOH anidro (0,7 mL) e peneira molecular
(~ 250 mg). A mistura foi agitada vigorosamente, degaseificada em vacuo e saturada
com argénio (3 x). A mistura foi agitada a 25 °C por 5 dias, filtrada em pad de celite
e concentrada. O residuo obtido foi eluido em coluna de cromatografia em silica com
1:1 ciclohexano-AcOEt para fornecer uma mistura de 134 ou ent-134 juntamente
com 127 ou ent-127. A mistura foi separada em CCD preparativa com 15:1 j-Pr,0O-
MeCN para fornecer 134 (34 mg, 50%) ou ent-134 (32 mg, 47%). Dados 134: [o]p=
31,3 (c 0,5, CHCI3); RMN 'H (Benzeno-ds): 5= 7,33-7,00 (m, 10 H, Ph), 4,73 (d, J14 =
6,0 Hz, 1 H, H-4), 4,54 (br,, s, 1 H, NH), 4,45, 4,40, 4,18,4,12 (4 d, J= 11,7 Hz, 1 H,
PhCH,), 4,06 (dd, Jy > = 4,3 Hz, 1 H, H-1’), 4,00 (dd, J»3 = 1,5 Hz, 1 H, H-2’), 3,88-
3,84 (m, 2 H, H-3’, H-4b’), 3,70 (dd, J3 42 = 5,6, Jaz 4 = 10,5 Hz, 1 H, H-4a’), 3,45 (s,
3 H, OCHs), 2,34 ((s, 3 H, COCHs), 1,92, 1,84 (2 s, 6 H, CH3). RMN "*C (Benzeno-
des): 6= 198,3; 167,6; 145,3; 142,0; 138,5; 138,4; 128,2; 127,9; 127,7; 127,4; 109,2;
99,8; 86,6; 85,1; 83,9; 71,7; 70,8; 70,3; 50,5; 37,3; 28,9; 19,0; 18,8. ent-134: [o]p= -
31,1 (c 0,5, CHCI5).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

41 ANALISE DA AGAROSE E KAPPA-CARRAGENANA UTILIZADA NO
TRABALHO

A Kappa-carragenana utilizada neste trabalho foi obtida através da extragéo
aquosa da alga seca e moida Kappaphycus alvarezii. Apos trés extracdes
sucessivas a temperatura de 65 °C, os sobrenadantes obtidos apds centrifugagéo
foram agrupados e dialisados. Polissacarideos (KWS) foram obtidos apds

liofilizagdo, com um rendimento de 58% em relacéo a alga seca.

A analise da composicado monossacaridica (Tabela 3) indicou galactose e 3,6-
anidro-galactose como principais constituintes dos polissacarideos presentes na
fracdo KWS. Pequenas quantidades de 6-O-metil galactose foram detectadas. Este
monossacarideo frequentemente € encontrado em baixas percentagens nos extratos
obtidos de algas marinhas produtoras de Kappa-carragenana (VILLANUEVA,;
MONTANO, 2003). A analise por RMN de *C e 'H (Figura 12) forneceu espectros
idénticos aos reportados na literatura para Kappa-carragenana (VAN de VELDE et
al., 2002). No espectro de 3C foram observados 12 sinais, sendo apenas dois deles
na regidao anomeérica em 102,1 e 94,8 ppm correspondentes a C-1 das unidades de
B-D-galactopiranose 4-sulfato e 3,6-anidro-a-D-galactopiranose. Estes dados
indicaram que o extrato KWS é constituido na sua maior parte por Kappa-
carragenana. A partir da analise de CG-EM (Tabela 3), foi estimado uma quantidade

aproximada de 2,31 mmol de 3,6-anidro-D-galactose por grama de polissacarideo.

Para a escolha da agarose, foram avaliadas trés fontes comerciais: AG1
(Vetec), AG2 (Sigma-Aldrich) e AG3 (Invitrogen). As composigdes monossacaridicas
de AG1 e AG2 foram semelhantes, apresentando galactose e 3,6-anidro-galactose
como principais constituintes (Tabela 3). Tragos de 2-O-metil-3,6-anidro-galactose e
6-O-metil-galactose também foram observados. Os sinais dos hidrogénios metilicos

destas unidades foram observados em 3,51 e 3,42 ppm, respectivamente no
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espectro de RMN de 'H (Figura 13) (MAZUNDER et al., 2002). A amostra AG3 é
uma agarose de low melting point e apresentou uma menor quantidade de 3,6-
anidro-galactose que AG1 e AG2, além de maiores quantidades de agucares
naturalmente metilados. O espectro de RMN de '*C destas amostras mostrou um
sinal em 97,8 ppm que foi assinalado como pertencente a C-1 das unidades de 3,6-
anidro-a-L-galactopiranose. As analises por RMN e CG-EM indicaram que as
amostras AG1 e AG2 séo boas fontes de Agarose. Dessa forma, AG1 foi escolhida
para utilizacdo neste trabalho devido ao seu menor custo. Baseado nos resultados
de CG-EM foi estimado uma quantidade aproximada de 2,38 mmol de 3,6-anidro-L-

galactose por grama da agarose AG1.

TABELA 3 — COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DE KWS E DAS FONTES
COMERCIAS DE AGAROSE

Amostras Monossacarideos (mol%)®

3,6-AnGal 2Me- 6Me-Gal 2Me-Gal
AnGal
57.0 38.5 22 2.1 0.3
54.5 42.0 22 1.4 0
491 29.6 9.1 4.9 7.3
44.2 50.4 0 47 0.7

® Gal = galactose, 3,6-AnGal = 3,6-anidrogalactose, 2Me-Gal = 2-O-metil-
3,6-anidro-galactose, 6Me-Gal = 6-O-metil-galactose, 2Me-Gal = 2-O-metil-
galactose.

® analises realizadas apos hidrdlise redutiva (STEVENSON; FURNEAUX,
1991)
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4.2 OBTENGAO DE AGAROBIOSE E AGAROTETRAOSE A PARTIR DA
AGAROSE

A instabilidade das unidades de 3,6-anidro-galactose em condi¢cbes acidas é
relatada desde os primeiros estudos estruturais de carragenanas e agaranas.
Stevenson e Furneaux (1991) demonstraram que os residuos anidro da galactose
podem ser preservados em condigbes acidas brandas e derivatizados para
quantificagdo por CLG. A fonte de Agarose comercial AG1 foi submetida a hidrolise
acida parcial utilizando TFA 0,1 M a 65 °C por 2 horas (Esquema 14). O hidrolisado
obtido foi submetido a purificagdo em cromatografia de filtragcdo em gel com Bio-Gel
P2 (Figura 14). A analise do perfil cromatografico e de CCD permitiram o isolamento

de duas fragdes principais, denominadas de AA (12%) e AB (6%).

OHOH

%ﬁ\

Agarose

1.TFA0,1M,65°C, 2 h
2. Bio-Gel P2

OH OH
% ﬁ\YC” (O}
rOH

82 (12%)

OH OH OH OH

RPN P S

83 (6%)

ESQUEMA 14 — HIDROLISE ACIDA PARCIAL DA AGAROSE AG1
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FIGURA 14 - CROMATOGRAMA DO HIDROLISADO DE AG1 EM BIO-GEL P2

O espectro de RMN de C da fracdo AA (Figura 15) mostrou a presenca de
onze sinais bem definidos, caracteristicos de um dissacarideo. O sinal de C-1
correspondente a unidade de 3,6-anidro-galactose na forma de seu aldeido
hidratado apareceu em 89,8 ppm. Os sinais foram idénticos aos publicados por
Miller et al. (1982) para a agarobiose 82. Espectro de RMN "*C acoplado ao 'H
mostrou uma constante de acoplamento (Jciw1 = 163,7 Hz) caracteristica de
aldohexoses na forma de aldeido hidratado (ZHU; ZAJICEK; SERIANNI, 2002). A
andlise de espectrometria de massas confirmou a estrutura da agarobiose 82 na
fragdo AA. Dois picos principais foram observados correspondentes a forma
aldeidica [M + Na]" m/z 347 e aldeido hidratado [M + H,O + Na]" m/z 365 (Figura
15). A analise do espectro de RMN de 3C da fragdo AB indicou a presenca de um
tetrassacarideo (Figura 15). O espectro foi semelhante ao publicado por Rochas et
al. (1994) para a agarotetraose 83. O sinal em 98,2 ppm corresponde a C-1 das
unidades de 3,6-anidro-a-L-galactopiranose enquanto que o sinal em 1021
corresponde as unidades de B-D-galactopiranose. A analise de espectrometria de
massas confirmou a estrutura da agarotetraose 83 na fragdo AB. Dois picos
principais foram observados correspondentes a forma aldeidica [M + Na]* m/z 653 e
aldeido hidratado [M + H,O + Na]* m/z 671 (Figura 15).
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Na Tabela 4 sdo mostrados os assinalamentos completos da agarobiose 82 e

agarotetraose 83.

TABELA 4 — ASSINALAMENTO DE 'H E *C DA AGAROBIOSE, AGAROTETROSE,
KAPPA-CARRABIOSE E KAPPA-CARRATETRAOSE

Unidade Agarobiose Agarotetraose K-carrabiose K-carratetraose

B-D-Galp (ext.)

3,6-An.-a-Galp

B-D-Galp (int.)

3,6-An-Gal

1
2
3
4
5
6
6
1
2
K]
4
5
6
6
1
2
3
4
5
6
6
1
2
K]
4
5
6
6




76

4.3 OBTENGAO DE KAPPA-CARRABIOSE E KAPPA-CARRATETRAOSE A
PARTIR DA KAPPA-CARRAGENANA

Kappa-carragenana (KWS) foi submetida a hidrolise acida parcial (TFA 0,1 M,
65 °C, 3 h). O hidrolisado foi evaporado e submetido a purificagdo por cromatografia
de filtracdo em gel com Sephadex G25 (Esquema 15). A analise do perfil
cromatografico e de CCD permitiram o isolamento de duas fragdes principais,
denominadas de KA (21%) e KB (4%) (Figura 16).

Kappa-carragenana

1.TFA0,1M,65°C, 3 h

2. Sephadex G25

O OH
% ﬁ\p

84 (21%)

/OOH //OOH

3 D K D

85 (4%)

ESQUEMA 15 — HIDROLISE ACIDA PARCIAL DA KAPPA-CARRAGENANA
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FIGURA 16 — CROMATOGRAMA DO HIDROLISADO DE KAPPA-CARRAGENANA
EM SEPHADEX G25

A fracdo KA foi analisada por RMN de 'H e ®C. No espectro de 'H foi
observado um duplete em 5,01 (J12 = 6,0 Hz) correspondente ao H-1 da unidade de
3,6-anidro-galactose na forma de aldeido hidratado (USOV, 1984). O espectro de
RMN de ®C (Figura 17) foi semelhante ao publicado por Miller et al. (1982) para a
kappa-carrabiose 84. Os sinais em 103,0 e 76,6 ppm correspondem a C-1 e C-4 das
unidades de B-D-galactose 4-sulfato. A analise de ESIMS em modo negativo mostrou
dois picos principais. Em m/z 403 [M - H] correspondente a forma aldeidica e m/z

421 [M + H,0 - H] correspondente a forma de aldeido hidratado (Figura 17).

O espectro de RMN de C da fracdo KB mostrou trés sinais na regido
anomérica, correspondentes a C-1 da unidade terminal (102,7 ppm) e interna (102,2
ppm) de p-D-galactopiranose 4-sulfato. Em 89,8 ppm foi observado o sinal
correspondente a C-1 das unidades de 3,6-anidro-galactose na forma de aldeido
hidratado (Figura 17). O assinalamento completo do tetrassacarideo (Tabela 4)
confirmou a sulfatagdo em ambas as unidades de B-D-galactopiranose, confirmando
a presenca da kappa-carratetraose 85 na fracdo KB. A analise de ESIMS em modo
negativo mostrou dois picos principais. Em m/z 394 [M - H] correspondente a forma
aldeidica e m/z 403 [M + H,0O - H] a forma de aldeido hidratado (Figura 17).
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4.4 PRODUGAO DE AGAROBIOSE E AGAROTETRAOSE A PARTIR DA
HIDROLISE ACIDA PARCIAL DA AGAROSE: MONITORAMENTO POR CLAE

Devido ao potencial que oligossacarideos obtidos de galactanas apresentam
nas areas farmacéuticas e alimenticias, foi desenvolvida uma metodologia utilizando
CLAE para avaliar a produgao de agarobiose e agarotetrose. Buscando desenvolver
um método pratico e rapido foi escolhida a cromatografia de permeacédo em gel
acoplada ao detector de indice de refragdao. Dessa forma, foi possivel a utilizagado de

fase movel aquosa e evitado a derivatizagdo dos oligossacarideos com cromoforos.

No desenvolvimento do método foram utilizados um hidrolisado da agarose
(TFA 0,1 M, 65 °C, 4 h), além da agarobiose (AA) e agarotetraose (AB). Utilizando
estas amostras, foram testadas colunas ultra-hydrogel (Waters®) 120, 250 e 500 com
diferentes eluentes. As colunas foram utilizadas individualmente ou acopladas em
diferentes temperaturas (30-60 °C). Foram testados solugdes de NaCl, azida e agua

ultra-purificada como fase maével.

A melhor resolucgdo foi encontrada trabalhando a um fluxo de 0,4 mL.min™
com agua ultra-purificada e a coluna ultra-hydrogel 120. Na Figura 18 pode-se
observar os cromatogramas das amostras agarobiose (AA), agarotetraose (AB) e o
hidrolisado de AG1 de 4 horas na melhor condicdo de separagao encontrada. Os
cromatogramas da agarobiose e agarotetrose indicaram que estes oligossacarideos
foram isolados num bom grau de pureza. Assim, eles foram utilizados na construgéo

de curvas de calibracéo.

Recentemente, Kazlowski et al. (2008) desenvolveram uma metodologia de
separagao de agaro- e neoagaro-oligossacarideos por cromatografia de excluséo e
afinidade. Utilizando a coluna Asahipak GS-320 HQ (exclusdo) foi alcancada a
separagdo de agaro-oligossacarideos de até 22 unidades monossacaridicas.
Entretanto, o cromatograma do hidrolisado permitiu a visualizacdo de até

octassacarideos.
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A metodologia desenvolvida neste trabalho permitiu uma boa separagao de
oligossacarideos com até seis unidades monossacaridicas, sendo que a separagao

entre di- e tetrassacarideos permitiu uma boa quantificagéo.

Curvas de calibragao foram construidas para a agarobiose e agarotetraose
em concentracdes que variaram de 0,25 a 2,0 mg.mL™ (n = 3). O coeficiente de
correlacdo (R?) foi de 0,9999 para a curva da agarobiose e 0,9998 para

agarotetraose (Figura 19).
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FIGURA 19 - CURVAS DE CALIBRAGAO DA AGAROBIOSE (A) E
AGAROTETRAOSE (B)
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Quantidades conhecidas de AG1 (10 mg) foram hidrolisadas com TFA 0,1 M a
65 °C em diferentes tempos 1-8 h (n = 3). Apos a retirada do acido por liofilizagdo, as
amostras foram aplicadas no cromatografo. Utilizando as curvas de calibracao foi
determinada a concentragdo de agarobiose e agarotetrose presente nos
hidrolisados. Na Figura 20 sdo mostradas as percentagens produzidas de

agarobiose e agarotetraose nos diferentes tempos de hidrdlise.
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FIGURA 20 — TAXA DE FORMAGAO DE AGAROBIOSE (O) E AGAROTETRAOSE
(@) NOS DIFERENTES TEMPOS DE HIDROLISE

A quantidade de agarobiose nao ultrapassa a de agarotetrose até 4 horas de
hidrolise. Enquanto a quantidade de dissacarideo formado aumenta com o tempo de
hidrélise, a quantidade de tetrassacarideo se mantém constante entre 4 e 8 horas.
Estes dados indicam que as velocidades de formagédo e consumo da agarotetraose
sao constantes nestes tempos. A partir de 6 horas de hidrodlise praticamente 50% do
hidrolisado corresponde a di- e tetrassacarideos. Isto indica uma cinética de hidrélise
rapida para agarose, como € esperado para galactanas que nao possuem

substituintes como grupos sulfato estabilizando as ligagdes glicosidicas.
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4.5 SINTESE DE N-ALQUIL GLICOSIDEOS SULFATADOS

A utilizagcdo de carboidratos como inibidores da adsor¢do viral a célula
hospedeira € bem documentada (DUARTE et al., 2004). Oligossacarideos e
polissacarideos contendo grupos anidnicos mimetizariam as glicosaminoglicanas
ligando-se a glicoproteinas virais e impedindo a adsor¢ao do virus. Alguns trabalhos
mostram que a insergdo de grupos hidrofébicos a cadeias oligossacaridicas teriam
um efeito benéfico tornando ativos até oligossacarideos com baixo grau de
polimerizagcao (KATSURAYA et al., 1999).

Recentemente, o nosso laboratdrio iniciou estudos de modificagcbes quimica
buscando a inserg¢ao de grupos hidrofébicos a oligossacarideos comerciais e obtidos
de galactanas (GONCALVES et al., 2007; ORSATO, 2007). O modo mais facil de
inserir um grupo hidrofobico a uma cadeia oligossacaridicas seria a utilizagdo de
alquil ou aril aminas em reagdes de aminacdo redutiva com oligossacarideos

redutores.

Com este propésito, foi planejado a inser¢cao de grupos N-alquilas a cadeias
oligossacaridicas, utilizando n-alquil aminas de diferentes tamanhos (Figura 21).
Lactose foi utilizada para testar as melhores condicbes de aminacgédo redutiva.
Hoagland et. al. (1979) e Galerlli-Calvet et. al. (1992) sintetizaram derivados N-
alquilamina-1-deoxilactitol possuindo cadeias alquilas de diferentes tamanhos. Estes
surfactantes apresentam interessantes propriedades e foram utilizados com sucesso

na extragao de receptores opidides do cérebro de ras.

Primeiramente a aminacéo redutiva da lactose 87 com n-pentilamina 86a foi
testada de acordo com as condigdes utilizadas por Hoagland et. al. (1979) (Esquema
16, condicdo 1). Apés purificagcdo em coluna de silica gel, houve formagdo do
derivado N-pentil-1-deoxilactitol 88a com baixo rendimento (15%), além de outros

subprodutos nao identificados.
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Buscando otimizar as condigdes de reacdo, foram testados tampdes
(MeOH/H,0) com diferentes pH. Tampdes acetato pH 5,2, fosfato pH 6,8 e borato
pH 8,1 foram utilizados na reacéo de lactose 87 com n-pentilamina 86a na presenca
de NaBH3;CN (Esquema 16). Analises por CCD indicaram uma maior formagao do
produto 88a (R = 0,05) utilizando o tamp&o borato. Subprodutos ndo foram

observados nestas condigdes.

Dessa forma, utilizando o tampao pH 8,2 o composto 88a foi sintetizado de
forma preparativa (Esquema 17). Apos purificagdo em coluna de silica e coluna
anidnica 88a foi isolado com 80% de rendimento. Derivados da lactose N-alquilados
88b-e foram sintetizados do mesmo modo utilizando n-alquil aminas de diferentes

tamanhos (Esquema 17).

Todos os compostos foram caracterizados por ESIMS e RMN de *C (anexo,
p. A3-A7). Os espectros de RMN foram idénticos aos relatados por Hoagland et. al.
(1979). Os derivados alquilados da lactose sao interessantes materiais de partida

para a producdo de derivados sulfatados e hidrofébicos com potencial atividade

bioldgica.
87
Borato de sédio pH 8,2
NaBH,CN, 86, 55 °C
C& - e -
0 H 0 H
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© OH "B&/ CsH on HO CoHig
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c& -
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HO OH &/N\Cﬂ"m
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88b (40%)
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o H o} H
H o OH R_ HO%O OH N_
HO HO
88d (50%) 88e (35%)

ESQUEMA 17 — SINTESE DOS N-ALQUIL-1-DEOXILACTITOLS 88
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Visando sintetizar N-alquil glicosideos sulfatados, Kappa-carrabiose 84 foi
submetida a aminagéo redutiva com a amina 86a (Esquema 18). A purificacdo em
coluna de silica forneceu o N-alquil glicosideo 89 em 55% de rendimento que foi
caracterizado por RMN de "*C e ESI MS (anexo, p. A8). O espectro de RMN mostrou
deslocamentos caracteristicos para a unidade de N-1-desoxi-3,6-anidro-D-galactitol
em 49,5 (C-1) e 66.1 (C-2) ppm (ORSATO, 2007). Na analise de ESI MS em modo
positivo o pico em m/z 474 [M + Na]® confirmou a estrutura do composto 89. Este
composto juntamente com outros carboidratos sulfatados 90-93 foram testados
contra o virus da herpes (Figura 22). Para estes testes foram utilizadas as cepas de
referéncia HSV-1 (F) e HSV-2 (G) causadoras da herpes labial e genital
respectivamente. Adicionalmente, foi utilizada a cepa HSV-2 (MS) que é responsavel
pela herpes genital em pacientes que sofrem de esclerose multipla. Foram
determinadas as concentragdes inibitorias 50% (Clsp), a concentragdo do composto
que inibe em 50% o efeito citopatico do virus (placas de lise) (GONCALVES, 2005).

MeOH, AcOH

0,
55% NaBH3CN, 86a, 55 °C

ESQUEMA 18 — SEMI-SINTESE DO N-ALQUIL GLICOSIDEO 89

Os compostos 90 e 91 foram obtidos por semi-sintese a partir de
dissacarideos obtidos da Agarose e Kappa-carragenana (Figura 22) conforme

descrito por Gongalves (2007). Os oligossacarideos alditois 92 e 93 foram isolados
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ap6s a hidrélise redutiva parcial da Kappa-carragenana, conforme descrito por
Gongalves et al. (2005).

Os ensaios de atividade viral (Tabela 5) mostraram que o composto 90 foi

ativo contra as trés cepas do virus da herpes.

080 OH OH,OH 0 0S80 OH
0 & o)
HO&O “OH 'Osso%OMO’C“H% HO%O ~oH, CH20H
OH Q OH OH OH
OH 91 OH
90 C14H2o 92

3080 OH

;080 OH 5
0 o} 0 O CH,OH
OH OH
OH OH
93

FIGURA 22 — CARBOIDRATOS SULFATADOS TESTADOS CONTRA O VIRUS DA
HERPES

O composto 91 ndo mostrou atividade contra o virus da herpes HSV-1 (F), e
por isso nao foi testado contra as demais cepas. A principal diferenca entre o
composto 90 e 91 é a posi¢cao do grupo sulfato e a estereoquimica das unidades de
3,6-anidro-galactose. Enquanto 90 é sulfatado em C-4° e a unidade anidro da
galactose pertence a série D-, 0 composto 91 é sulfatado em C-3’ e a unidade anidro
pertence a série L-. Estes resultados claramente indicaram a importancia da posicao
do grupo sulfato e/ou da estereoquimica das unidades de 3,6-anidro-galactose para
atividade biolégica (GONCALVES, 2005). Os oligossacarideos 92 e 93 néo
mostraram atividade contra o virus da herpes HSV-1 (F), indicando que a
hidrofobicidade do radical alquil desempenha um papel crucial para a atividade
antiherpética. O composto 89 sulfatado no C-4 e alquilado ndo mostrou atividade
contra o virus da herpes. Este resultado indicou que a cadeia alquila de cinco
carbonos nao foi suficiente para tornar este composto ativo contra virus. Deve-se

ressaltar que o composto 90 embora tenha atividade antiherpética também
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apresentou atividade citotéxica. O composto 89, cujas principais diferengas com 90
sao o tamanho do radical alquila e a presenca da funcdo amina ao invés da fungao
eéter ndo apresentou atividade citotoxica. Estes dados indicam que deve ser
alcangada uma relacao ideal entre a cadeia oligossacaridica sulfatada e o radical
hidrofdbico para que o composto apresente atividade antiherpética e ndo seja
citotdéxico. Ainda, a presenca da fungcdo amina pode ser importante para que o

composto ndo apresente atividade citotoxica.

TABELA 5- ATIVIDADE ANTIHERPETICA DOS CARBOIDRATOS SULFATADOS
89-93

Composto Concentragao inibitéria 50% (pg.mL'1)

HSV-1 (F) HSV-2 (G) HSV-2 (MS)

n.d.?

29,8+1,8 248+ 39 15,1+ 1,0 <62,5
> 50,0 n.d.? nd.? n.d.?
>100,0 n.d.?® >100,0 n.d.?
>100,0 n.d.?® > 50,0 n.d.?

? n.d. = ndo determinado
b CCs = concentracao citotéxica 50%

Diante desses resultados, foi planejada a sintese de N-alquil glicosideos
sulfatados contendo cadeias oligossacaridicas com alto grau de polimerizagéo e
estrutura derivada da Kappa-carragenana 4 (Esquema 19). Dessa forma, unidades
de galactopiranose 4-sulfato e de 3,6-anidro-D-galactose, que mostraram ser
importantes para atividade antiherpética estariam presente nestes N-alquil
glicosideos. Ainda, derivados glicosideos com alto massa molecular poderiam ser
sintetizados, uma vez que varios estudos indicam que polissacarideos de alta massa

moleculares apresentam boas atividades biolégicas (TALARICO et al., 2005).
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Submetendo Kappa-carragenana 4 a um periodo curto de hidrélise (2 h),
oligossacarideos sulfatados com alto grau de polimerizagdo s&o produzidos
contendo unidades de 3,6-anidro-D-galactose no terminal redutor 94. Foram
realizadas reagdes de aminagao redutiva utilizando as aminas 86a-e. Apos dialise
contra agua destilada e solugdo de cloreto de sodio para remogao e troca do contra
ion do grupo sulfato, foram obtidos os N-alquil glicosideos K5, K7, K9, K12 e K14

apresentando um padrao de sulfatagao derivado da Kappa-carragenana 4.

4
Kappa-carragenana

‘TFA 0,1M,65°C,2h

O /, O //
S Ne) O OH
ﬁ\(CH(OH

1. Borato de sddio pH 8,2
NaBH;CN, 86, 55 °C
2. Didlise

O‘OH
RO l\‘lH
OH " CgHy,4 OH C7H15 OH CQH19
K5 K7 K9
O‘OH O'OH
RO o RO -

OH  CyHys OH  Ci4Hye
K12 K14

R = cadeia oligossacaridica

ESQUEMA 19 — SINTESE DE N-ALQUIL GLICOSIDEOS SULFATADOS A PARTIR
DE KAPPA-CARRAGENANA
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O espectro de RMN de ®C dos N-alquil glicosideos obtidos (Figura 23)
indicaram a insergcao dos radicais N-alquil a unidades de 3,6-anidro-D-galactose. Os
sinais de C-1 e C-2 das unidades N-alquiladas de 3,6-anidro-D-galactose
apareceram em 49,5 e 66,1 ppm, respectivamente. A presenca dos sinais na
extremidade aminada indica que os fragmentos ndo possuem uma alta massa
molecular. Os espectros indicaram ainda que estdo presentes unidades de 3,6-
anidro-a-D-galactopiranose através do sinal de C-1 destas unidades em 94,3 ppm.
Este resultado indica a presenga de cadeias oligossacaridicas contendo as unidades
anidras intercaladas com unidades de galactose. Dosagens do teor de sulfato
(Tabela 6) para os N-alquil glicosideos indicaram que os grupos sulfatos n&o foram
perdidos durante a hidrélise e posterior alquilagdo. Os valores encontrados variaram
de 17 a 31% estado préximos ao relatado para Kappa-carragena (28%) (ESTEVEZ et
al., 2004). Os N-alquil glicosideos K5 a K14 sdo interessantes estruturas para testes

de atividade antiherpética.

K5

K7

K9

K12

K14

T T T T T T T T T T T T T T T T
100 80 60 40 20 [ppm]

FIGURA 23 — RMN DE "°C DE K5, K7, K9, K12 E K14
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TABELA 6 — DOSAGEM DE SULFATO DOS N-ALQUIL GLICOSIDEOS K5 A K14

Amostra Sulfato (NaSO; %)

K5

K7

K9

4.6 SEMI-SINTESE DE C-GLICOSIDEOS A PARTIR DA AGAROSE E KAPPA-
CARRAGENANA

O desenvolvimento de estratégias para sintese de oligossacarideos e
glicomiméticos é essencial dentro da glicobiologia. A utilizagdo de building blocks
glicidicos possibilita a sintese de novos glicomiméticos de forma rapida e eficiente
(SEEBERGER; WERZ, 2005). Os building blocks (BB) sdo como pequenos “tijolos”
utilizados na “construcdo” de estruturas mais complexas. Os BB glicidicos
constituidos de acgucares raros sao substratos ideais para sintese de cole¢des de
compostos (chemical libraries), como geradores de diversidade molecular (SOFIA,
1998). Nesse sentido, a utilizagdo de galactanas para obtengdo de BB glicidicos é

extremamente vantajosa.

Dependendo da fonte utilizada, carragenanas ou agaranas, derivados
monossacaridicos e dissacaridicos contendo unidades de D- e L-galactose podem
ser obtidos. A presenga do derivado 3,6-anidro D- ou L-galactose nestes polimeros
permite a quebra seletiva das ligagdes glicosidicas através de hidrélise acida,
possibilitando o controle na degradacao destes polissacarideos para a obtencao de

BB. O anidro acgucar é ainda interessantissimo do ponto de vista estrutural pois o
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anel anidro entre o C-6 e C-3 forma um anel tetrahidrofurano que possui a mesma
configuragcdo que o acgucar treose (Figura 24). Dessa forma, por definicdo as
unidades de 3,6-anidro-galactose podem ser classificadas como C-glicosideos da

treose.

A obtencao de BB glicidicos possuindo dominios tetrahidrofurano hidroxilados
em ambas as formas enantioméricas D- e L- apresenta algumas vantagens.
Derivados tetrahidrofurano hidroxilados sdo muito utilizados na sintese de
compostos bioativos como antibidticos, nucleosideos e nucleotideos (CENTRONE;
LOWARY, 2002; WANG et al., 2003). Além disso, recentemente tem-se reconhecido
a importancia de carboidratos dentro da quimica organica como ligantes quirais,
auxiliares de inducéo assimeétrica e organocatalisadores (BOYSEN, 2007; DIEGUEZ;
CLAVER; PAMIES, 2007). Uma das principais limitagdes do uso de carboidratos
nesta area é que apenas um dos enantidmeros glicidicos é facilmente obtido a um
baixo custo. Dessa forma, a utilizagdo de galactanas para producdo de BB que

guardam entre si uma relagao de isomeria 6tica € muito promissora.

OH
OH o ol
o CHO 65_7?9’0
HO%O \GH = HO O
OH OH 0
Agarobiose HO/\S\?UOH
HO OH
H o
- H
[ORE
HO  OH hd o
3,6-anidro-L-galactose L-Treofuranose
H OH
H
o o}
L e g
HO  OH HO  ©OH
3,6-anidro-D-galactose D-Treofuranose

FIGURA 24 — ESTRUTURA DA 3,6-ANIDRO-D- E L-GALACTOSE E D- E L-
TREOFURANOSE
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Foi planejada a sintese de BB glicidicos a partir da Kappa-carragenana 4 e
Agarose 3, dois polissacarideos comercialmente disponiveis a um baixo custo e em
grande quantidade. Foram sintetizados em escala preparativa BB monossacaridicos
e dissacaridicos com hidroxilas protegidas por estaveis grupos benzil e
apresentando uma funcdo aldeido. Estes BB apresentam uma unidade de
treofuranose, derivada da 3,6-anidro-galactose, na forma enantiomérica D- ou L.
Uma caracteristica destes derivados € a presenga da estavel ligagcdo carbono-
carbono envolvendo o carbono anomérico das unidades de treofuranose. Ainda, um

dos dissacarideos BB apresenta na sua estrutura o grupo sulfato (Figura 25).

O__CHO
3 -
2

96 97
Agarose

O. ” H OBn
’/ O OH ) O .
& oo o
/\ﬁ\; BnO  OBn BnO  OBn

ent-96 ent-97

Kappa-carragenana 98 R = OBn

99 R = 0SO;”

FIGURA 25 — BUILDING BLOCKS GLICIDICOS PREPARADOS A PARTIR DA
AGAROSE E KAPPA-CARRAGENANA

Para a produgao do BB aldeido 95, Agarose 3 (5 g) foi submetida a hidrdlise
acida parcial de acordo com o procedimento de Stevenson e Furneaux (1991)
(Esquema 20). A hidrélise formou principalmente agarobiose 82 através da quebra
seletiva das ligagdes alfa envolvendo as unidades de 3,6-anidro-L-galactose. Este
hidrolisado foi tratado com etanotiol (EtSH) e HCI concentrado para produg¢ao de um

material bruto contendo o derivado ditioacetal da agarobiose 100. Utilizando
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cromatografia em silica, o composto 100 foi isolado a partir de uma pequena

quantidade do material bruto em 59% de rendimento.
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ESQUEMA 20 — SEMI-SINTESE DO BB 95 E 103 A PARTIR DA AGAROSE 3

A acetilacdo de uma pequena fracdo do material bruto forneceu o derivado

acetilado da agarobiose ditioacetal 101 que confirmou o rendimento da produgéo de
100 a partir da Agarose 3 em 59%. O material bruto contendo 100 (~ 4,00 g) foi

benzilado utilizando NaH e brometo de benzila (BnBr) em dimetilformamida (DMF)

para fornecer o dissacarideo 102 em 52% de rendimento a partir da Agarose 3.
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Como ultima etapa para alcancar o BB 95, o composto 102 foi hidrolisado usando
acido periodico (SHI; KHANAPURE; ROKACH, 1996) em uma mistura de
tetrahidrofurano/éter (THF/Et,O). Dessa forma, foi evitado o uso de sais tdxicos de
mercurio, reagentes amplamente utilizados na clivagem de grupos ditioacetal. A
hidrolise do composto 102 forneceu o BB 95 em 90% de rendimento (47% a partir da
Agarose 3) e praticamente puro como demonstraram as analises por RMN de He
CCD (anexo, p. A12). A formagcdo de um unico produto sugeriu que nao houve

epimerizagao do estereocentro presente no C-2 do composto 95 durante a oxidagéao.

Foi investigada também a possibilidade de se obter o aldeido 103 protegido
por grupos acetil. Dessa forma, a acetilagdo em escala preparativa do material bruto
(~ 2,50 g) contendo 100 com piridina e anidrido acético (Ac,0O) forneceu 101 em 59%
de rendimento a partir da Agarose 3. A hidrélise do composto 101 a 103 utilizando
acido perioddico gerou uma mistura complexa e o aldeido 103 foi isolado em apenas
57% de rendimento e em aproximadamente 80% de pureza conforme indicou o
espectro de RMN de 'H (anexo, p. A13). Estes dados indicaram uma maior
estabilidade dos grupos benzil frente ao acido periddico, estimulando a protecéo de

todos os BB com este grupo.

A mesma estratégia foi aplicada para obtenc¢ao dos dissacarideos BB 98 e 99.
A hidrélise acida parcial de Kappa-carragenana 4 e o tratamento do hidrolisado
obtido com EtSH e HCI forneceu um material bruto contendo uma misturas dos
dissacarideos ditioacetal sulfatado 104a e nao sulfatado 104b numa relagao de 5:1
(Esquema 21). A relacéo foi estimada a partir do isolamento de 104a e 104b em
coluna de gel de silica e através da acetilagcdo de uma pequena parte do material
bruto para isolamento dos derivados acetilados 105a e 105b. Os derivados 105a e
105b foram obtidos num rendimento de 48 e 10% respectivamente, a partir da

Kappa-carragenana 4.
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ESQUEMA 21 — SEMI-SINTESE DOS DERIVADOS 106a E 106b

A presenga do grupo sulfato em 104a foi confirmada pela analise de ESIMS
em modo negativo e por RMN de 'H (anexo, p. A14 e A15). O espectro de massas
mostrou um pico em m/z 509 [M - H], enquanto que o espectro de 'H mostrou um
duplo duplete em campo alto (4,65 ppm) com uma constante baixa de acoplamento
(3,65 Hz) caracteristico dos hidrogénios H-3 e H-4 em unidades de galactose. Estes
resultados excluiram a hidrdlise do grupo sulfato e/ou migragdao durante as
condi¢cdes acidas empregadas na hidrélise e mercaptolizagdo. O material bruto (~

3,00 g) contendo 104a e 104b foi benzilado em escala preparativa com NaH e BnBr
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para fornecer os derivados benzilados 106a e 106b em 41 e 7% de rendimento a
partir da Kappa-carragenana 4. O derivado benzilado 106a foi tratado com acido
periddico para remogdo do grupo ditioacetal (Esquema 22). Entretanto, nestas

condigdes foi observada a perda dos grupos sulfato e formagéao do aldeido 107.
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NaNO, AcCl Ho" Lo
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99; R'= CHO
NaBH,
MeOH, t.a.
75% 108; R' = CH,OH

ESQUEMA 22 — SEMI-SINTESE DO BB 99 A PARTIR DE KAPPA-CARRAGENANA
4

A perda do grupo sulfato foi confirmada pela analise de RMN de 'H do
composto 107 e de seu derivado 4’-tricloroacetil carbamato gerado no tubo de RMN
apos adicao de tricloroacetil isocianato (anexo, p. A22). A analise por CCD e de
RMN indicaram ainda que a remogéo dos grupos sulfatos ocorreu antes da formagao
do grupo aldeido. Buscando produzir o BB 99 sulfatado foi utilizado um outro método
com nitrito de sddio (NaNOy), cloreto de acetila (AcCl) em diclorometano (CH,Cl,) e
tampao fosfato (KHAN; MONDAL; SAHY, 2003). Nesta condigdo o BB 99 foi
produzido em 88% de rendimento apds cromatografia em coluna de silica. O
provavel mecanismo deve envolver a formacdo de ions NO® que reagiriam

exclusivamente com os atomos de enxofre da funcao ditioacetal. A analise de RMN
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de "H indicou que 99 estava num equilibrio entre sua forma de aldeido e aldeido
hidratado. A analise de 99 por RMN de 'H (DMSO-ds) em altas temperaturas (120 -
160 °C) falharam em produzir o aldeido 99 na sua forma nao hidratada.
Epimerizacdo e perda de sulfato foram observadas. Dessa forma, o BB 99 foi

reduzido com NaBH, e caracterizado como seu respectivo alcool 108.

Como ultima etapa na preparacdo de dissacarideos aldeidos BB, foi
elaborada uma estratégia para obtencdo do BB 98 a partir do derivado 106a obtido
em maior quantidade da degradacdo de Kappa-carragenana 4 (Esquema 23). A
etapa chave consistia numa desulfatacdo do derivado benzilado 106a. Varios
reativos tem sido utilizados na desulfatacdo de carboidratos e polissacarideos
(TAKANO et al., 1995; MILLER; BLUNT, 1998). Com este propdsito, foi utilizado
clorotrimetilsilano (CTMS), uma vez que este reativo mostrou-se eficiente na
desulfatacdo de Kappa-carragenana 4 (KOLENDER; MATULEWICZ, 2004). O
tratamento de 106a com CTMS em piridina 100 °C forneceu o derivado 4'-O-
trimetilsilil 109 em 78% de rendimento. Vale a pena ressaltar que o composto 109 &
um interessante BB pois é protegido de forma ortogonal possibilitando a
manipulagéo alternativa de C-4’, C-1, bem como das outras hidroxilas benziladas. A
conversao de 109 no BB alvo 98 foi alcangada apds benzilagdo e hidrdlise com

acido periédico com bons rendimentos (88 e 90%, respectivamente)
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Me;SiCl Et
106a piridina, 100 °C
78%
TM/S}\?

BnBr/ NaH
DMF, 0 °C ta. \88%

OBn

ol Et
CHO H5|06

BnOO o} THF-Et,0, 0 °C
90%
BnO “1OBn
BnO

OBn
98 106b

ESQUEMA 23 — SEMI-SINTESE DO BB 98 PARTIR DO INTERMEDIARIO 106a

Visando obter os BB aldeidos da 3,6-anidro-galactose 96 e ent-96, Agarose 3
e Kappa-carragenana 4 foram submetidas separadamente a mercaptélise total
(Esquema 24). Nestas condigbes ambas as ligagdes glicosidicas a- e p- sao
clivadas. Em seguida, ocorre a formagdo do derivado ditioacetal da 3,6-anidro-
galactose na presenga de HCI e EtSH. Varios trabalhos relatam a mercaptolise
completa de galactanas em escala analitica e preparativa (O’NEILL, 1955a; ARAKI;
HIRASE, 1953). Entretanto, na maioria destes estudos a mercaptdlise foi trabalhosa
e consumiu muito tempo. Neste trabalho foram realizadas algumas modificacées na
metodologia de Hama et al., (1999), como por exemplo a diminuicdo da quantidade
de EtSH e a utilizagdo de reativos ndo anidros. Dessa forma, Agarose 3 e Kappa-
carragenana 4 (6 g cada) foram separadamente aquecidas a 60 °C por 17 h numa
mistura de HCI/MeOH/EtSH (Esquema 24). Apds a neutralizagdo com NaOH e
extragdo do hidrolisado com éter etilico (Et,O), extratos brutos contendo os
monossacarideos ditioacetal 110 e ent-110 foram obtidos. Cromatografia em coluna

de gel de silica permitiram isolar 110 e ent-110 para caracterizagado quimica, além
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de auxiliar na determinac¢ao do rendimento da mercaptolise em 56% e 30% (a partir

da Agarose 3 e Kappa-carragenana 4 respectivamente).

OBn OBn

H - H -
(ONG O.- SEt
¥~ “CHO H510g
. ] . . SEt
BnO ©OBn THF-E0, 0°C BnO OBn
96 90% 112
o BnBr/NaH
50% | DMF, 0 °C t.a.
OH OAc
H - Ac0 H S
(0] SEt piridina, t.a. (0] SEt
56%
3 SEt SEt
Agarose HO OH AcO OAc
110 111
ou 0,5 M HCI-EtSH ou
MeOH, 60 °C
4 OH OA
Ac,0 c
Kappa- H 72 - H
carragenana O SEt p|r|d|(|)'1°a, t.a. o SEt
SEt 30% SEt
HO OH AcO OAc
ent-110 ent-111
BnBr/NaH
28% | DMF, 0 °C t.a.
H OBn H OBn
(0] (0] SEt
(_Z/'\CHO HslOg (_f\(
d ] . SEt
BnO  0Bn THF-EO,0°C B,5" YoBn

90%
ent-96

ESQUEMA 24 — SEMI-SINTESE DOS BB 96 E ent-96 A PARTIR DE GALACTANAS

Como era esperado, os compostos 110 e ent-110 apresentaram espectros de
RMN idénticos além do mesmo valor absoluto de poder rotatério ([ap]). A acetilagao
de pequenas quantidades dos extratos brutos forneceram os derivados acetilados
111 e ent-111 e confirmaram o rendimento da mercaptdlise. A diferenca de
rendimento na obtencdo de 110 e ent-110 se deve a menor taxa de hidrélise
observada para Kappa-carragenana 4 em relagdo a Agarose 3. O grupo sulfato de 4

confere uma maior estabilidade a ligagdo glicosidica o- através de interagdes
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estéricas e eletronicas (REES, 1963). Isto impede a liberagdo de 3,6-anidro-
galactose e consequentemente a formagdo do derivado ditioacetal ent-110. Além
disso, Kappa-carragenana 4 mostrou-se menos soluvel na mistura reacional,
provavelmente devido as suas caracteristicas anidnicas. Continuando o plano
sintético tracado, os extratos brutos contendo 110 e ent-110 foram benzilados com
BnBr e NaH em DMF para fornecer 112 e ent-112, respectivamente. A conversao
destes derivados benzilados nos seus respectivos BB aldeidos 96 e ent-96 ocorreu
através da hidrolise com acido peridodico em 90% de rendimento. O rendimento total
do BB 96 foi de 45% a partir da Agarose 3 e do ent-96 foi de 25% a partir da Kappa-

carragenana 4.

O desenvolvimento de rotas de sintese para produgao de C-formil glicosideos
BB séo importantes para sintese de C-glicosideos com potencial atividade bioldgica
(DONDONI, 2000; DONDONI; SCHERMANN, 1994). Dessa forma a preparagao dos
C-formil BB da D- e L-treose 97 e ent-97 foi planejada a partir das unidades de 3,6-
anidro-galactose presentes na Agarose e Kappa-carragenana. Uma das estratégias
desenvolvidas (Esquema 25) consistiu na manipulagdo ortogonal das hidroxilas do
derivado 3,6-anidro-L-galactitol 114." A estratégia foi primeiramente testada com a
Agarose 3. Assim, 10 g de polissacarideo foram submetidas a hidrdlise acida parcial
em duas etapas. Neste processo, descrito por Stevenson e Furneaux (1991) para
analise da composigdo monossacaridica de galactanas por GLC, é realizada uma
primeira hidrolise branda (TFA 0,1 M, 80 °C, 3 h) para clivar apenas as ligagbes
envolvendo o carbono anomérico das unidades de 3,6-anidro-galactose. Em
seguida, estas unidades foram reduzidas para fornecer o oligossacarideo alditol 113.
Uma segunda hidrdlise mais drastica (TFA 2 M, 120 °C, 3 h) promoveu a quebra das
ligacbes beta do dissacarideo 113 e a liberagdo da galactose e 3,6-anidro-L-
galactitol 114. Uma segunda reducao foi realizada para transformar a galactose em
galactitol. O tratamento desta mistura com MeOH e acetona (1:3 vol), filtragdo e
resinas anidnica e catidnica forneceu um material bruto contendo principalmente o
alditol 114. A acetilacdo de uma pequena parte deste material forneceu o derivado
peracetilado do 3,6-anidro-L-galactitol 115 e permitiu estimar o rendimento de 114 a

* Para evitar confusdo a nomenclatura do composto 114 sera mantida de acordo com a do seu
precursor 3,6-anidro-L-galactose. Na verdade, a correta nhomenclatura para o composto 114 é 1,4-
anidro-D-galactitol.
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partir da Agarose 3 em 60%. O material bruto foi tratado com acetona e H,SO4 para

fornecer o derivado isopropilideno 116. Em seguida o derivado 117 foi obtido através
da benzilagdo de 116 com BnBr e NaH em DMF. O tratamento de 117 com AcOH a

100 °C removeu o grupo isopropilideno para formar o diol 118. A oxidagao de 118

com acido perioddico produziu a quebra da ligagdo carbono-carbono entre C-1 e C-2

e formacgao do BB aldeido 97. Este derivado é o C-formil a-L-treofuranosideo e foi

obtido a partir da Agarose 3 em 24% de rendimento.

o _on
1.0,1 MTFA SJ/\/
3 H,0, 80 °C
Agarose - HO O
2. NaBH,
MeCOH, 0 °C

o

H: O
ﬁ/\/ 2% H,S0,
G IZOH acetona, t.a.
116 39%
o, | BnBr/NaH
9% DMF, 0 ° ta.
Q%’ AcOH

ol 0
65%
0Bn
117

BnO

H,0, 100 °C

()
HO "IOH
HO

OH
113

1.20MTFA
H,0, 120 °C

2. NaBH,
MeOH, 0 °C

3. Precipitagao e resina

OAc

ol ~__on Acy0 oM oac
;_7/\/ piridina, t.a. ;_7/\/
s 0, “
HO OH 60% AcO OAc
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OH
THF-E,0, 0 °C 5_7/
BnO  OBn 87% BnO  ©OBn
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ESQUEMA 25 — SEMI-SINTESE DO BB 97 VIA PROTEGCAO SELETIVA

INTERMEDIARIO ALDITOL 114

DO
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O grande numero de etapas tornaram a estratégia descrita no Esquema 25
trabalhosa. Visando utilizar uma rota mais simples para produgéo dos BB 97 e ent-
97, uma nova estratégia foi planejada a partir dos BB 96 e ent-96. O passo chave
nesta estratégia consistiu na debenzilagdo seletiva de C-2 do derivado alditol 119
(Esquema 26). Dessa forma, o composto 119 foi produzido quase que
quantitativamente a partir da redugao de 96. Varios métodos sao relatados para a
debenzilagdo seletiva de carboidratos (BOUZIDE; SAUVE, 1999; CAO; OKADA;
YAMADA, 2006). Apos alguns testes com diferentes acidos como catalisadores, a
utilizacado de TFA 5% em Ac,O mostrou-se eficiente na debenzilagao seletiva de 119
e producdo de 120. O composto 120 foi obtido levemente contaminado num
rendimento de 72%. De forma semelhante a relatada por Bouzide e Sauvé (1999)
durante um estudo de debenzilagdo seletiva de pentofuranoses, a quelagao entre o
oxigénio basico do anel furanosidico e do oxigénio benzilico de C-2 com o ion H*
poderia explicar a seletividade observada nesta debenzilagdo. A deacetilagcdo de 120
com metoxido de sédio forneceu o diol 118 em 83% de rendimento, que foi em
seguida oxidado com acido peridodico ao BB 97. O procedimento descrito no
Esquema 26 foi utilizado na producao de ent-97 a partir de ent-96 com rendimentos
semelhantes. Assim, ambas as formas enantioméricas da C-formil a-treofuranose

foram produzidas.

H OBn H OBn
o~ 0 _~_OH
~cHo NaBH, :
/ MeOH, 0 °C /
BnO ©OBn 94% BnO OBn
96 119
o | 5% TFA
2% Ac,0, 70 °C
R
O.__CHO ) Hs106 ol _r
S_\// THF-Et,0, 0 °C
Bnd  OBn 87% BnO  OBn
97
120; R' = OAc
MeONa
MeOH, t.a.
83% ~ 118;R' = OH

ESQUEMA 26 — SEMI-SINTESE DO BB 97 VIA DEBENZILAGAO SELETIVA DO
INTERMEDIARIO 119
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O enantidmero L- da treose € o0 mais raro. Este enantibmero pode ser obtido
comercialmente™ ou através de sintese utilizando L-arabinose (PERLIN, 1962) ou D-
glucose (MONRAD; MADSEN, 2007) como material de partida. Alguns derivados
protegidos da L-treose podem ser usados na produgdo de nucleotideos. Os
nucleotideos de L-treose sdo compostos chave na sintese de TNA (2’,3-a-L-threose
nucleic acid) (Figura 26) (SCHONING et al., 2002; CHAPUT; SZOSTAK, 2003; ZOU
et al., 2005). Schoning et al. (2000) demonstraram que o TNA é capaz de fazer o
mesmo pareamento de bases observados para o DNA e RNA. Estudos mostraram
que a DNA e RNA polimerase sao capazes de incorporarem 0s nucleotideos de L-
treose a fitas de DNA e RNA respectivamente (CHAPUT; SZOSTAK, 2003). Os
resultados do grande numero de estudos envolvendo o TNA tem levantado a
hipétese de que no passado TNA poderia ter sido um precursor do RNA (JOYCE,
2002).

FIGURA 26 - ESTRUTURA DO TNA E RNA (Fonte: Schoning et al., 2000)

Utilizando o BB 97 foi sintetizado o derivado 2,3-Di-O-benzil-L-treose 122
(Esquema 27). Utilizando oxidagédo de Baeyer-Villiger com acido m-cloroperbenzadico
(MCPBA) o BB 97 foi transformado no intermediario O-formil 121 através da excisdo

* 500 mg de L-treose custam 250 dolares. Fonte: Carbosynth. Disponivel em <www.carbosynth.com>
acesso em 25/11/2008.
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da ligagao carbono-carbono envolvendo o grupo formil e o carbono anomérico de 97.
O composto 121 foi obtido com 63% de rendimento e apenas na configuragao B-.
Esta configuragdo foi assinalada através do experimento de RMN de 'H, baseando-
se na auséncia de NOE no H-3 quando H-1 foi irradiado (anexo, p. A39). O grupo
formil de 121 foi removido em condicbes basicas com trietilamina (Et;N) para
fornecer o derivado alvo benzilado 122 em 95% de rendimento, caracterizado por
RMN de 'H (anexo, p. A40). O composto 122 pode ser utilizado na sintese de

nucleotideos de L-treose.

;irCHO MCPBA, NaHCO; ;OJ \ \OTH

3 CH20|2, 0°C . (@]
BnO  ©OBn 63% BnO  OBn
97
121

EtsN

95% | MeOH t.a.

(0] PHJOH

BnO OBn
122

ESQUEMA 27 — SEMI-SINTESE DO DERIVADO DA L-TREOSE 122 A PARTIR DO
BB 97

4.7 SINTESE DE DIHIDROPIRIDINAS GLICOSILADAS ATRAVES DA REAGAO
DE MULTICOMPONENTES DE HANTZSCH

Devido as propriedades farmacoldégicas que as DHPs apresentam, os BB
obtidos da degradac&o da Agarose 3 e Kappa-carragenana 4 (Figura 25 p. 93) foram
utilizados na producdo de DHPs (licosiladas através da reagdo de
multicomponentes de Hantzsch.

O BB a-hidroxi aldeido 96 foi escolhido como substrato para encontrar as
melhores condi¢cbes de reacdo utilizando o p-cetoéster 123 e a enamina 124 em

MeOH (Tabela 7). O aldeido 96 foi escolhido pois possui um estereocentro
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facilmente epimerizavel. Dessa forma, as melhores condi¢gdes otimizadas para este

substrato poderiam ser utilizadas para todos os BB 95-99.

Inicialmente foram testadas condicbes que se mostraram favoraveis na
sintese de DHPs glicosiladas em outros trabalhos (DONDONI, MASSI, MINGHINI,
2002). Assim, foi testada a reagdo térmica utilizando peneira molecular a 70 °C sem
catalisador (entrada 1). Nestas condigdes a DHP 125 foi produzida num baixo
rendimento de apenas 15%. Piores resultados foram obtidos utilizando microondas
ou realizando a reagéo a temperatura ambiente (entradas 2 e 3). A seguir a reagéo
foi testada utilizando triflato de itérbio 126 e L-prolina 43, dois catalisadores utilizados
com sucesso na sintese de DHPs (entradas 4 e 5) (WANG et al., 2005; KUMAR,;
MAURYA, 2007). L-Prolina foi mais eficiente na catdlise da reagdo que 126 em
termos de rendimento e pureza estereoquimica de 125. O uso do catalisador
metalico forneceu menores rendimentos além de produzir pequenas quantidades do

epimero epi-125.

E importante esclarecer que o epimero epi-125 foi isolado com um baixo grau
de pureza através de cromatografia em silica, aproximadamente 70% conforme
determinado por analise de "H NMR. A caracterizagao de epi-125 foi feita através de
RMN e ESIMS (anexo, p. A42). As quantidades de epi-125 relatada na Tabela 7
referem-se a uma estimativa realizada através de analises de RMN "H das misturas
reacionais. A identificacdo do duplo duplete em 4,25 ppm correspondente a H-3’ foi
utilizada para identificar a presenca de epi-125 na mistura reacional e

consequentemente, avaliar quando aconteceu epimerizagao nas condi¢des testadas.

O aumento da quantidade catalitica de 43 para 0,3 e 1,0 equivalente nao
melhoraram significativamente o rendimento da reacéo (entradas 5-7). A troca de
solventes produziu a DHP alvo 125 em menores rendimentos, provavelmente devido
a menor solubilidade do catalisador nestes solventes (entradas 8-10). Uma
quantidade significativa de epi-125 (10%) foi formada utilizando CH,Cl, como
solvente (entrada 9). Neste estagio, a reacao foi realizada na auséncia de peneira
molecular e a diferentes temperaturas (entrada 11-13). O leve aumento no
rendimento de 125 na reagao realizada sem peneira molecular (entrada 11 vs 5)
pode ser explicada com base no conhecido mecanismo das reagdes alddlicas
catalisadas pela L-prolina (LIST, HANG, MARTIN, 2004). Uma hidrélise € necessaria
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no ultimo passo de catalise para liberar o catalisador e o produto (Ver Esquema 7,
p.23). Um aumento na temperatura de reagédo para 40 ou 50 °C melhorou os
rendimentos (entradas 12 e 13). Entretanto, a 50 °C houve uma pequena produgéo
de epi-125. Ainda, um aumento no tempo de reagdo a temperatura ambiente

melhorou o rendimento da DHP alvo 125 (entrada 14).

TABELA 7 — OTIMIZAGCAO DAS CONDIGOES DE SINTESE DAS DHPs

L

OBn Me~ O
: 123 catalisador

CO,Me

ol -
CHO  + MJJCOZMe solvente, T

Bnd  OBn JL

96 H2N Me
124

Catalisadores:

Yb(OTF <_>‘co H ()V O
(OThs N 2 \ N~ /cr.con
H 45

H  HN—N
126 43 46
Entrada Solvente T (°C) Tempo (h) Catalisador Rend. [%)]
(equiv) 125 / epi-125°
13 MeOH 70 48 - 15/-
22 MeOH 110 (M.O.f) 15 - <5/-
32 MeOH 25 48 - <5/-
42 MeOH 25 48 126 (1.0) 20/5
52 MeOH 25 48 43 (0.1) 35/-
62 MeOH 25 48 43(0.3) 35/-
72 MeOH 25 48 43 (1.0) 37/-
82 THF 25 48 43 (0.1) 5/-
92 CH,Cl, 25 48 43 (0.1) 10/10
102 Benzeno 25 48 43(0.1) 5/-
114 MeOH 25 48 43 (0.1) 39/-
124 MeOH 40 48 43 (0.1) 42/ -
134 MeOH 50 48 43(0.1) 50/5
144 MeOH 25 168 43 (0.1) 50/ -
15de MeOH 25 48 43 (0.1) 48/ -
16%e MeOH 25 48 46 (0.1) 40/ -
17de MeOH 25 48 45(0.1) 44 -
184 MeOH 50 48 43 (0.1) 55/-
19de MeOH 110 (M.O.f 2 43 (0.1) 35/5

2 Reagdes realizadas com 96 (0.14 mmol), 123 (1.0 equiv) e 124 (1.0 equiv)

em 0,7 mL de solvente na presenca de peneira molecular 4A.

b Rendimento calculado através de purificagao por cromatografia em gel de silica.
¢ Rendimento estimado por RMN de "H.

d Recdes realizadas sem peneira molecular.

¢ Reag0es realizadas com 1.5 equiv. de 123 e 124.

fM.O. = microondas
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A reacao foi testada mudando a quantidade inicial dos substratos 123 e 124
para 1,5 equivalentes (entrada 15). Nestas condigdes o rendimento aumentou
consideravelmente de 39 para 48%. Foi investigada também se a mudanga do
organocatalisador 43 poderia melhorar o rendimento da reagdo. Foram utilizados os
derivados da prolina (S)-5-pirrolidin-2-il-1H-tetrazol 46 e (S) pirrodinilmetil-
pirrolidina/TFA 45 (entradas 16 e 17). Os organocatalisadores testados possuem
uma acentuada diferenca no pKa da fungcédo acida. L-Prolina 43 forneceu o maior
rendimento. O melhor resultado na otimizagdo da reacao foi obtido utilizando um
excesso dos substratos 123 e 124 na auséncia de peneira molecular a 50 °C
(entrada 18). Nestas condi¢cdes a DHP 125 foi isolada com 55% de rendimento. A
tentativa de reduzir o tempo de reagdo utilizando microondas (110 °C, 2 h) falhou
pois a DHP 125 foi isolada em baixo rendimento junto com seu epimero epi-125
(entrada 19).

A melhor condi¢gdo encontrada (Tabela 7, entrada 18) foi aplicada para os
demais BB. Na Tabela 8 pode-se observar as DHPs glicosiladas produzidas. O BB
C-formil aldeido 97 e ent-97 forneceu os melhores rendimentos (entrada 1 e 2). As
DHPs 127 e ent-127 sao C-nucleosideos enantibmeros contendo uma unidade de
treofuranose ligada em C-4 do anel DHP. Além da potencial atividade bioldgica
relatada as DHPs e C-nucleosideos, os compostos 127 e ent-127 podem ser
utilizados para gerar sequéncias de TNA modificada. Com o aumento na
complexidade estrutural dos BB observou-se uma diminui¢do do rendimento das
DHPs glicosiladas produzidas. Utilizando os dissacarideos BB como substrato, as
DHPs 128 e 129 foram isoladas em 37 e 36% de rendimento (entrada 5 e 6).
Utilizando o substrato 99 foi sintetizada a primeira DHP glicosilada e sulfatada 130

através de uma reagao de multicomponentes organocatalisada (entrada 7).
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TABELA 8 — SINTESE DAS DHPS GLICOSILADAS UTILIZANDO OS BB OBTIDOS
DE AGAROSE E KAPPA-CARRAGENANA

123 MeO,C COMe
[ . 43 10 mol% | ‘
cHo MeOH, 50 °C, Me” SN~ Me
95-99 124 48h H
Entrada® aldeido Produto (Rend.)P Entrada® aldeido Produto (Rend.)?
1 97 5 95
127 (67%)
BnO
(o]
Bno H 128 (37%)
2 ent-97 MeO,C CO,Me
|
Me N Me BnO
H
ent-127 (68%) Bnoﬁfmo,,,
’ * Bno = © OBn
g OBn
* MeO,C CO,Me
3 96
Me N Me
H
7 99
4 ent-96

ent-125 (52%)
130 (28%)

@ Reagoes realizadas com 0.14 mmol de aldeido, 123 (1.5 equiv) e 124 (1.5 equiv) em 0,7 mL of MeOH.
b Rendimento calculado através de purificagdo por cromatografia em gel de silica.

As DHPs apresentam um potencial uso em reagdes assimétricas de
transferéncia de ions hidreto (OUELLET; WALJI; MACMILLAN, 2007). Além disso,
alguns estudos tem mostrado que a piridina resultante da oxidagdo do anel DHP
apresenta atividades bioldgicas, tais como antagonista do receptor adenosina As e
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do receptor de liberacdo de corticotropina (LI et al., 1998; CHEN et al., 2008). O

derivado piridina € ainda mais estavel quimicamente que a DHP correspondente.

A perda do substituinte em C-4 do anel DHP durante a oxidagdo é bem
conhecida (EYNDE, MAYENCE, 2003). Assim, a DHP 125 foi submetida a testes de
oxidacdo para produgado do seu correspondente derivado piridina glicosilado 131.
Foram testadas condigbes para avaliar se o residuo glicidico seria perdido durante a
oxidagdo. Dessa forma, as DHPs glicosiladas produzidas (Tabela 8) poderiam gerar

novos compostos com potencial atividade bioldgica.

O agente oxidante clorocromato de piridinio (PCC) foi utilizado para oxidagao
de 125 em CH,Cl, (DONDONI, MASSI, ALDHOUN, 2007). A anélise de RMN de 'H
(anexo, p. A49) da mistura reacional indicou apenas a presenca da piridina 132
(Esquema 28). A utilizacdo de 1/NaOH na oxidacdo de DHPs também produziu
apenas a piridina 132 (anexo, p. A50) (YADAV et al., 2000).

132

1,/NaOH
MeOH, t.a.

DDQ

+ 132

MeO,C CO,Me  PCC
a PoT—
N CH,Cl,, ta.

Me N Me

132

131 (25%)

ESQUEMA 28 — OXIDACAO DA DHP 125

Eynde et al. (1995) relataram a utilizagdo de 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4
benzoquinona (DDQ) na oxidagdo de DHPs sem observar perda do substituinte em
C-4. Assim, DDQ foi utilizada na oxidagao de 125 em CH,ClI, para fornecer a piridina
alvo 131 em 25% de rendimento apds coluna de cromatografia em gel de silica.

Entretanto, a analise da mistura reacional mostrou que a piridina 132 foi produzida
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em maior quantidade, cerca de 60% conforme indicou a analise de RMN "H (anexo,
p. A51).

As reacdoes de oxidacbes testadas ndo produziram o derivado piridina
glicosilado com bons rendimentos. Entretanto, é possivel estender o numero de
compostos com potencial atividade biolégica através da oxidagdo com DDQ em
CHCl..

4.8 SINTESE DE DIHIDROPIRIDINAS GLICOSILADAS ASSIMETRICAS
ATRAVES DA REAGAO DE MULTICOMPONENTES DE HANTZSCH

As DHPs assimétricas possuem importantes propriedades bioldgicas.
Frequentemente, apenas um dos enantibmeros apresenta a atividade biologica
esperada, enquanto o outro ndo apresenta ou possui atividade oposta (MINGHINI,
2003). A semi-sintese de BB glicidicos enantibmeros abriu a possibilidade de
estudar a indugao assimétrica em C-4 do anel DHP. Como a reacao otimizada neste
trabalho é organocatalisada pela L-prolina, foi avaliada a influéncia de indutores
quirais internos (agucar) e externos (catalisador).

O BB aldeido 97 a enamina 124 e a 2,4-pentanodiona 133 foram utilizadas na
RMC de Hantzsch em MeOH a temperatura ambiente por 5 dias na presenca de
peneira molecular (Tabela 9). A presenca da peneira molecular foi necessaria para
diminuir a formacao do p-cetoéster 123 a partir da hidrolise da enamina 124, uma
vez que a condensacido de 123, 124 e o aldeido 97 levaria a formagdo da DHP
simétrica 127. Foram utilizados como catalisador a D- ent-43 e L-prolina 43 além da
pirrolidina/AcOH 135, este ultimo um organocatalisador aquiral.

A reagao utilizando 43 como catalisador produziu a DHP assimétrica 134 e
simétrica 127 numa relagéo de 5:1 (Tabela 9, entrada 1). O rendimento foi estimado
através de RMN de "H em aproximadamente 50% para 134 e 10% para 127 (anexo,
p. A52). A separagao da mistura contendo as duas DHPs glicosiladas foi alcangada

através de CCD preparativa em isopropil éter e acetonitrila 15:1. A analise de RMN
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de 'H em benzeno-ds indicou a presenca de uma Unica DHP assimétrica 134. O
excesso diastereoisomérico foi excelente (>95%). O valor de rotagéo 6tica [a]p para
este composto foi de + 31,3 (¢ 0,5, CHCI;). Utilizando D-prolina ent-43 como
catalisador a mesma (mas ainda desconhecida) configuragéo estereoquimica em C-
4 do anel DHP de 134 foi obtida, conforme indicaram as analises de RMN de "Hede
rotacdo Otica (entrada 2). Estes dados indicaram que o organocatalisdor nao
exerceu nenhuma influéncia na inducdo assimétrica. A reacdo catalisada pelo
catalisador aquiral 135 forneceu a mesma DHP 134 (entrada 3) com excelente

excesso diastereoisomeérico.

TABELA 9 — ESTUDO DE INDUGCAO ASSIMETRICA NA SINTESE DE DHP COM
BB 97 E ent-97

(0]
ﬁ“”e
Me (0]
133 catalisador
0. CHO (10 mol%)
+
MeOH, 25 °C, 5d
BnO OBn
CO,M
T
H,N™  Me
124

Catalisadores

Q‘COZH iN} ICO,H <N>/CH3COZH
H H N

43 ent-43 135
Entrada aldeido Catalisador Produto Rend. (%)° de® (%)?
1 97 43 134 50 >95
2 97 ent-43 134 48 >95
3 97 135 134 50 >95
4 ent-97 43 ent-134 47 >95

@ Reagdes realizadas com aldeido (0,14 mmol), 124 (1,5 equiv) and 133 (1,5 equiv)
em 0.7 mL de solvente na presenca de molecular sieves 4 A.

b Rendimento obtido por cromatografia em coluna de silica gel e RMN de "H.

¢ Excesso diastereoisomérico

d Estimado por RMN de 'H.
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A utilizacdo do BB ent-97 na reacao catalisada por 43 produziu a DHP ent-
134 conforme indicaram as analises de RMN de 'H e de rotacdo dtica (entrada 4). O
valor de [a]p para ent-134 foi de - 31.1. Este resultado confirmou o agucar como

principal indutor assimétrico da reacéo.

Uma hipétese mecanistica é mostrada no Esquema 29. O organocatalisador
43 ativaria a 2,4-pentanodiona 133 levando a formagao do nucledfilo enamina 136
que atacaria o aldeido 137. Apds a perda de uma molécula de agua, uma unica
enona de Knoevenagel 138 se formaria. A presenga da unidade glicidica induziria o
ataque da enamina 124 apenas por uma das faces do carbono sp? da enona 138. A
troca do agucar de 138 pelo seu enantibmero induziria o ataque pela face contraria.

Como resultado apenas uma das DHPs 139 seria produzida.

Os resultados de inducao obtidos utilizando os BB 97 e ent-97 na sintese de
DHPs assimétricas, mostraram uma nova aplicabilidade para os BB aldeidos
produzidos a partir da Agarose e Kappa-carragenana como auxiliares de indugao em

sintese assimeétrica.
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= “COMe COMe

HO,Ca N
O

136

-H,0
0 H
HO,C N
Me +
COMe
133 43

139 ent-139

ESQUEMA 29 — MECANISMO PROPOSTO NA SINTESE DE DHP ASSIMETRICA
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5. CONCLUSOES

A hidrolise com TFA 0,1 M a 65 °C produziu a quebra seletiva das ligagdes
glicosidicas envolvendo as unidades de 3,6-anidro-galactose de duas galactanas de
interesse comercial. Da Agarose 3 foram obtidos os dissacarideos agarobiose 82 e
agarotetraose 83, enquanto que da Kappa-carragenana 4 foram obtidos a «-
carrabiose 84 e «-carratetraose 85. Todos o0s oligossacarideos apresentam a

unidade de 3,6-anidro-galactose na forma de aldeido hidratado no terminal redutor.

Os oligossacarideos 82 e 83 foram utilizados no desenvolvimento de um
meétodo analitico que permitiu a separagao de agaro-oligossacarideos atraves de
CLAE. A metodologia foi utilizada para estimar a quantidade de di- e
tetrassacarideos produzidos na hidrdlise acida parcial da Agarose 3 em diferentes

tempos.

Neste trabalho a Lactose 87, «k-carrabiose 84 e oligossacarideos com
diferente graus de polimerizagdo 94 obtidos de Kappa-carragenana foram utilizados
na sintese e semi-sintese de N-alquil glicosideos através de aminagao redutiva com
aminas alifaticas (5, 7, 9, 12 e 14 carbonos). Bons rendimentos foram obtidos

realizando as rea¢des em tampao borato pH 8,2 (MeOH/H,0).

Agarose 3 e Kappa-carragenana 4 foram também utilizados na semi-sintese
de C-glicosideos aldeidos BB, protegidos por grupos benzilicos, e apresentando
unidades C-glicosidica de D- ou L-treofuranose derivada da 3,6-anidro-galactose. No
total, foram sintetizados trés BB dissacarideos 95, 98, 99 e quatro monossacarideos
96, ent-96, 97 e ent-97. O BB 97 foi utilizado na sintese da L-treose dibenzilada 122

que pode ser usada na sintese de nucleotideos utilizados na construcdo de TNA.

Os BB glicidicos produzidos foram utilizados na sintese de C-dihidropiridinas
através da reagdo de multicomponentes de Hantzsch. A melhor condigdo encontrada
utiizou o aminoacido L-prolina 43 como catalisador. Esta reacdo de
multicomponentes organacatailsada permitiu a sintese de C-nucleosideos da
treofuranose 127 e ent-127 em ambas as formas enantioméricas D- e L-. Através
desta reacao foi possivel utilizar o BB 99 e sintetizar uma DHP contendo um grupo
sulfato 130.
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A utilizacdo dos BB 97 e ent-97 na sintese de DHP assimétricas através da
reacdo de multicomponentes de Hantzsch indicou que a unidade glicidica € a
principal responsavel pelo excelente excesso diastereoisomérico observado no

estereocentro formado em C-4 do anel DHP.

Este trabalho produziu oligossacarideos e derivados de interesse no campo
farmacolégico, bioquimico e quimico a partir de polissacarideos produzidos por

algas vermelhas.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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