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RESUMO

A presente dissertacdo, intitulada Sintese e avaliacdo bioldgica de
anadlogos de nucleosideos e triazois contendo acguUcares encontra-se
dividida em duas partes que descrevem a sintese de moléculas pertencentes a
dois grupos de heterociclos de grande valor biolégico.

A primeira parte trata da tentativa de sintese de um novo analogo do
nucleosideo natural 5’-metil-tioadenosina (MTA). Uma vez que analogos
nucleosidicos sdo amplamente utilizados na medicina e, em especial, analogos
sintéticos da MTA sado descritos como potenciais inibidores do ciclo de
parasitas, prop0s-se a obtencdo do composto 9-(6’-metiltio-B-D-psicofuranosil)-
adenina 12 a partir da D-frutose, através de uma sintese linear em 11 etapas. O
composto almejado difere de seu andalogo natural por possuir um grupo

hidroximetileno na posi¢ao 1’ da parte ribosidica.
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A segunda parte descreve a sintese de triazois contendo acguUcares, que
sao estruturas resultantes da conjugacéo de derivados de carboidratos e anéis
triazolicos. Estes glicoconjugados tém se destacado na literatura por
apresentarem uma vasta classe de atividade biol6gica tais como antiviral,

antitumoral, anti-tripanossémica e como inibidores de a-glicosidases.



Para sintese dos triazois contendo agucares (compostos 15-19), utilizou-
se uma reacgao do tipo “click chemistry” que € uma cicloadi¢cao 1,3-dipolar do

alcino terminal 14 com diferentes derivados de azida (a-e).
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Palavras-chave: 5’-metil-tioadenosina (MTA). Nucleosideos. Triazois contendo

acucares. Cicloadicao 1,3-dipolar.



ABSTRACT

This work, entitled Synthesis and biological evaluation of derivatives of
nucleosides and triazoles linked to sugars is divided into two parts that describe
the synthesis of molecules belonging to two groups of heterocycles of great
biological value.

The first part shows the attempted synthesis of a novel nucleoside
analogue natural 5’-methyl-tioadenosine (MTA). Since nucleoside analogues
are widely used in medicine and in particular synthetic analogues are described
as potential inhibitors of the cycle of parasites, proposed to obtain the
compound 9-(6’-methylthio-B-psicofuranosil)-adenine 12, through a synthesis of
11 linear steps from D-fructose. The desired compound differs from its natural

analogue for possessing a hydroxymethylene group at position 1’ on the part

riboside.
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The second part describes the synthesis of triazoles linked to sugar,
which structures are resulting from the combination of carbohydrate derivatives
and triazoles rings. These glycoconjugates have been highlighted in the
literature by presenting a broad class of biological activity as antiviral,

anticancer, anti-tripanosomiasis as well as a-glucosidase inhibitors.



For the synthesis of triazoles linked sugar desired compounds (15-19)
was used for a reaction of the “click chemistry” which is a 1,3-dipolar
cycloaddition of terminal alkyne 14 with various derivatives of azide (a-e).
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Keywords: 5’-methyl-tioadenosine (MTA). Nucleosides. Triazoles linked to
sugar. 1,3-dipolar cycloaddition.
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1 SINTESE E CARACTERIZACAO DE ANALOGOS DE NUCLEOSIDEOS

1.1 INTRODUCAO

Nucleosideos sédo blocos construtores fundamentais dos sistemas
bioldgicos que apresentam uma vasta classe de atividade biolégica (Ferrero e
Gotor, 2000). Assim, uma vez que 0s nhucleosideos estdo envolvidos em
processos biolégicos importantes, analogos sintéticos de nucleosideos naturais
freqientemente exibem atividades bioldgicas de grande valor farmacéutico
(Soares, de Souza e Ferreira, 2001). Como consequéncia, diversas
modificacdes tém sido feitas tanto na base heterociclica quanto na parte do
carboidrato a fim de otimizar suas propriedades e ampliar sua eficacia (Ferrero
e Gotor, 2000).

Nucleosideos naturais

Os nucleosideos naturais sdo unidades estruturais dos acidos nucléicos
(DNA e RNA) constituidos por bases nitrogenadas, pirimidinicas ou purinicas,
ligadas a carboidratos, que podem ser a D-ribose (RNA) ou a 2-desoxi-D-ribose
(DNA), através de uma ligacéo glicosidica (Gomes, 2006; Solomons e Fryhle,
2002) (Figura 1).

B = base nitrogenada
R = OH, ribonucleosideo ; R = H, desoxi-ribonucleosideo

o o) NH,
AN
\(J\NH kaH (\N
N/go N/go N/go
H H H

adenina guanina timina uracila citosina

NH,

o)
N—"Xy N
S ReP
NN NTONT K,

bases purinicas bases pirimidinicas

Figura 1: Constituintes estruturais dos nucleosideos naturais.
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A ligacéo glicosidica pode ocorrer tanto pela face a quanto pela face 3, o
que origina os isbmeros a e B, respectivamente, sendo a estereoquimica do
carbono anomérico dos nucleosideos naturais predominantemente do tipo B.

Como exemplos destes tipos de isbmeros tém-se a e B-adenosina (Figura 2).

/N SN
<N | J OH oH
N
HO o N N\j
¢
N ~N
OH OH
NH,

Figura 2: Isbmeros B e a da adenosina.

Muitos dos nucleosideos naturais sdo metabdlitos microbianos com acao
antibiética ou outras atividades biolégicas valiosas. Alguns exemplos estédo
representados na figura 3: showdomicina (acdo antitumoral e antibacteriana),

formicina (antitumoral) e pirazomicina (antiviral) (Isono, 1988).

o]
NH
HO N o]
o]
OH OH OH OH OH OH
showdomicina formicina pirazomicina

Figura 3: Exemplos de nucleosideos naturais bioativos.

Considerando-se a atividade biolégica dos nucleosideos de ocorréncia
natural e, principalmente, visando-se o desenvolvimento de novas substancias
de aplicacdo terapéutica, varios analogos nucleosidicos tém sido sintetizados
com modificacbes tanto na base nitrogenada quanto na unidade

ribofuranosidica, como discutido a seguir.
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Analogos nucleosidicos

Os analogos nucleosidicos sdo amplamente usados na medicina, sendo
importantes componentes de combinacfes terapéuticas e potentes inibidores
de replicacao viral e bacteriana (Hocek et al, 2000).

Embora a sintese de anélogos de nucleosideos tenha sido de interesse
da comunidade cientifica ao longo de quatro décadas, a descoberta do 3'-
azido-3’-desoxitimidina (AZT) (Figura 4) como um agente terapéutico para o
tratamento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) provocou uma
explosdo da atividade sintética no campo de nucleosideos, com especial
incidéncia no desenvolvimento de novos derivados com potencial atividade

antitumoral e antiviral (Ferrero e Gotor, 2000; Romeo et al, 2010;Pathak 2002).

Normalmente, o0s nucleosidicos que apresentam maior atividade
bioldgica tém o carbono anomérico com configuragao . Alguns exemplos de 3
nucleosideos utilizados clinicamente s&o: psicofuranina e decoinina, dois
antibioticos cetonucleosideos (Bodenteich et al, 1993); D-
arabinofuranosilcitidina (Ara-C), efetivo contra leucemia mielocitica; aciclovir,

potente agente anti-herpético, e o AZT, anti-HIV (Figura 4).

NH,

NH, NH,
N N N B X
STy T o
N N/) N N/) N/&o
j{i%x ﬂ HO@
OH H
OH OH OH

OH OH OH

Psicofuranina Decoinina Ara-C

HO

o o)
N NH |
qu‘\/)\ N/go
o N~ NH, HO
\I/O\l ©

N3
AZT

Aciclovir

Figura 4: Analogos de nucleosideos com aplicacao terapéutica.
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Sintese de analogos nucleosidicos

Atualmente, a metodologia mais utilizada para a obtencdo de
nucleosideos via reacdo de acoplamento entre uma base nitrogenada e um
carboidrato € a N-glicosilagdo. Este método foi desenvolvido por Vorbriiggen e
colaboradores na década de 70 (Soares, de Souza e Ferreira, 2001; Niedballa
e Vorbriggen, 1976; Niedballa e Vorbriggen, 1974; Tietze et al, 2007) e
constitui-se na prévia sillacdo das bases nitrogenadas, para conferir maior
nucleofilicidade ao nitrogénio e garantir a solubilidade das mesmas em
solventes poucos polares, seguida de reagcdo com um carboidrato peracilado,
sob catalise de um acido de Lewis. A figura 5 ilustra um exemplo de reacao de
N-glicosilacéo.

(0]
— 2 AcO

1 LS ery
N N
_ N
. Ph MesSi~ 7 “ph OAc OAc </j|\/:
N™ °N
N
) o)

B

TMSCI
/N N - N X AcO
< |l ) ¢ TMSOT, CHaCN
N N NN
H MesSi”
€321 OAc OAc
base sillada

Figura 5: Esquema de reacéo de N-glicosilacdo pelo método Vorbriiggen.

Dentre o0s agentes mais utilizados para a sillacdo das bases
nitrogenadas estéo: clorotrimetilsilano (TMSCI), hexametildisilazano (HMDS) e
N,O-bis(trimetilsilillacetamida (BSA) (Vorbriggen, 1996; Kisakirek e
Rosemeyer, 2000). A escolha dos agentes depende de cada caso em
particular. Na etapa de acoplamento, a introducdo do uso de carboidratos
peracilados ao invés dos halogenados, na presenca de acidos de Lewis como
catalisadores, representou um avango no campo sintético, uma vez que os C-1-
aciloxi-agucares sdo mais estaveis que os C-1-halogenados, em termos de
isomerizacdes, 0 que garante uma maior estereosseletividade na formacao da

ligacado glicosidica (Vorbriiggen, 1996; Kisakirek e Rosemeyer, 2000).

27



Os acidos de Lewis mais utilizados nas reacfes de acoplamento
descritas sao: SnCl,, AICl;, BF3.Et,O, TiCl, e Me3SiOSO,CF; (TMSOTY). A
utilizacdo de iodetos metélicos como Snl,, Sbl, e Tel, tem sido descrita em

publicacdes mais recentes (Nagai, Matsufani e Mukaiama, 1996).

O mecanismo completo da N-glicosilagdo consiste em 3 etapas
principais: primeiramente ocorre a ativagdo do aguUcar pelo catalisador; a
seguir, a reacdo da base sililada com o aclcar ativado anteriormente formando
o intermediério eletrofilico (ion oxacarbénio, intermediario aciloxénio ) (Soares,
de Souza e Ferreira, 2001). Na Uultima etapa, o aciloxénio sofre ataque
nucleofilico da base sililada, pelo lado menos impedido, formando assim,
predominantemente, o nucleosideo de configuragdo [, como mostrado na

figura 6. Os grupos sililas na base sao clivados durante o acoplamento.

O
Me3S|\

f) b

(?SOZCFB - HN Ph

Me3S|
HsC—Si—CH N~"SN
o ST
N™ N

AcO

~ AcO
\/0 CHs CF3S03Si(CH3)s \% >\’> _CHCN o
A —
OAc O\(B‘ CH,COOSK(CHy)s H, OAc OAC
CHs

'0S0,CF3

Figura 6: Esquema de mecanismo de N-glicosilagao.

MTA e analogos sintéticos: potenciais agentes antiparasitarios

Dentre os analogos nucleosidicos descritos na literatura, encontram-se
os analogos do nucleosideo natural 5’-metil-tioadenosina (MTA). A importancia

da MTA, bem como de seus analogos sintéticos, serdo brevemente discutidas.

A MTA é um nucleosideo de ocorréncia natural produzido durante o
processo de sintese de poliaminas (Riscoe, Ferro e Fitchen, 1988; Sufrin et al,

1995; Ferro, Barrett e Shapiro, 1978). Este nucleosideo, assim como S-
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adenosilhomocisteina, é clivado em mamiferos e organismos microbianos pela
acdo de enzimas. A enzima MTA/SAH nucleosidase é uma enzima especifica
de duplo substrato que cliva irreversivelmente tanto MTA quanto S-
adenosilhomocisteina para formar adenina e a correspondente tiorribose, 5'-
metiltiorribose (MTR) e S-ribosilhomocisteina (SRH), respectivamente (Lee et
al, 2004).

MTA/SAH nucleosidase esta presente em varios patbgenos microbianos,
tais como nos protozoarios do género Plasmodium (causadores da maléria)
(Ho et al, 2009), Staphylococcus aureus (causador de foliculite e endocardite),
Salmonella thyphimurium (causador de gastroenterites), Enterococcus faecalis
(causador de endocardite e préstata), Streptococcus pneumoniae (causador de
pneumonia e meningite), Mycobacterium tuberculosis (causador de tuberculose
e meningite tuberculosa), entre outros, mas nao esta presente em células de

mamiferos (Lee et al, 2004).

MTA e S-adenosilhomocisteina sao clivados em organismos mamiferos
e microbianos por dois mecanismos mutuamente exclusivos (Riscoe, Ferro e
Fitchen, 1988; Sufrin et al, 1995; Ferro, Barrett e Shapiro, 1978). Enquanto a
guebra desses dois nucleosideos é feita pela MTA/SAH nucleosidase nos
organismos microbianos, os organismos mamiferos utilizam duas enzimas
diferentes (MTA fosforilase e SAH hidrolase) para realizar 0 mesmo processo,

como mostrado na figura 7.
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Figura 7: Ciclo metabdlico da MTA e S-adenosilhomocisteina em organismos
mamiferos (setas pontilhadas) e microbianos (setas continuas).

Dentro da perspectiva de sintese de agentes terapéuticos capazes de
inibir seletivamente a acdo da MTA/SAH nucleosidase presente nos
organismos parasitas, a literatura (Ho et al, 2009; Sufrin et al, 1991; Pankaskie
et al, 1985; Rapp et al, 2006; Sufrin et al, 1989; Montgomery, Shortnacy e
Thomas, 1974; De Carvalho et al, 2009) relata a sintese de analogos de
nucleosideos da MTA tais como 5’-isobutiladenosina (SIBA) e 5’-metil-
tioturbecidina como inibidores de ciclos metabdlicos de parasitas. Além destes,
1-deaza-SIBA e 3-deaza-SIBA foram sintetizados e avaliados como inibidores
da ligacdo de QNB (Pankaskie et al, 1985) e MFETA, um haloalquil analogo da
MTA, mostrou-se como inibidor do crescimento de células tumorais (Sufrin et al,

1989). As estruturas destes analogos estao representadas na figura 8.
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Figura 8: Andlogos da 5’-metil-tioadenosina (MTA) descritos na literatura. Os

circulos pontilhados nas estruturas indicam as posi¢cdes com modificagfes da

MTA na base nitrogenada e/ou na posi¢ao 5’ da parte ribosidica.
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1.2 JUSTIFICATIVA

Inibidores do metabolismo de poliaminas tém emergido recentemente
como promissores agentes de combate a doencas parasitarias (Sufrin et al,
1995). Dentro desta perspectiva, enzimas que degradam subprodutos da
biossintese de poliaminas, tais como a MTA/SAH nucleosidase, e que
apresentam diferencas entre os metabolismos do patdgeno e do hospedeiro

sao um importante alvo na busca por novos agentes terapéuticos.

Por outro lado, a necessidade de obtencdo de novos agentes
terapéuticos somada a percepcao de resisténcia por parte de alguns patégenos
frente aos agentes antiparasitarios utilizados, justificam a urgente necessidade
de desenvolvimento de novos farmacos que atuem como inibidores seletivos,

ou seja, que eliminem os patdégenos sem causar danos ao hospedeiro.

Neste contexto, propds-se neste capitulo a sintese de um analogo do
nucleosideo natural MTA, o composto 9-(6’-metiltio-B-D-psicofuranosil)-adenina
12. Este composto, a ser obtido a partir de carboidratos, € um promissor

inibidor da enzima MTA/SAH nucleosidase, vital para muitos parasitas.
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1.3 OBJETIVOS
Este capitulo objetiva a sintese de um analogo nucleosidico da MTA, o

composto  9-(6’-metiltio-B-D-psicofuranosil)-adenina, 12 para avaliacéo

biolégica.

H3CS NfN\/) H3CS NN
o o
OH
\

MTA

Figura 9: Estrutura da MTA e de seu analogo almejado 12.
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1.4 METODOLOGIA

A figura 10 mostra 0 esquema sintético proposto para obtencédo do
composto 12, analogo da MTA, a partir da D-frutose.
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a :acetona, HySO4 conc.; b : CrO3/ pi; ¢ : NaBHy4, EtOH, 0°C; d : acetona/DMP, HCIOy4; e : MsCl, EtsN, CH,Cly; f : CH3SNa,
DMF, 100°C; g : TFA, BF3.OMey, THF/H,O (8:2), h: Ac,0, piridina, i: HBr/AcOH 30%, CH,Cl,, j: adenina benzoilada e
sililada, TMSOTf, acetonitrila, Ar; k: NH4OH, MeOH, I: TFA, MeOH.

Figura 10: Esquema sintético do capitulo 1.
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Quando a D-frutose é tratada com acido sulfurico concentrado em
acetona anidra, dois tipos de diacetonideos podem ser formados: o 1,2:4,5-di-
O-isopropilideno-B-D-frutopiranose e o  2,3:4,5-di-O-isopropilideno-3-D-
frutopiranose (Figura 11) . O primeiro € o isbmero cinético cuja formacéo é
justificada pela reatividade do grupo hidroxila primaria em C1 enquanto o
segundo mostra-se predominante no equilibrio, caracterizando-se, portanto,

como o isdémero termodinamico (Clode, 1979; Meng, Li e Li, 2007).

O OH O O. O>(O
0 _HySO, 0
OH OH acetona OH
OH

(0]
D-frutose 1,2:4 5-di-O-isopropilideno- 2,3:4,5-di-O-isopropilideno-
B-D-frutopiranose B-D-frutopiranose

Figura 11: Diacetonideos derivados da D-frutose.

A proporcdo de formagéo dos referidos isdmeros pode ser controlada
pela quantidade de &cido, bem como pelo tempo reacional. Este altimo foi o
parametro adotado para a obtencdo dos isébmeros, seletivamente, a serem

utilizados nas rotas sintéticas da primeira e segunda partes deste trabalho.

O isbmero 1,2:4,5-di-O-isopropilideno-B-D-frutopiranose 1 permite a
conversao do anel piranosidico ao anel furanosidico, apos 3 etapas, formando
o 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-B-D-psicofuranose 4 (Prisbe et al, 1976). O
composto 4, apos sofrer insercdo de um grupo abandonador e substituicdo em
C5 pelo grupo metilsulfeto, da origem ao composto 6 . Neste ponto faz-se
necessaria a substituicdo do grupo protetor isopropilideno pelo grupo acetil,
hidrolisavel em meio basico, uma vez que resultados anteriores obtidos por
nosso grupo de pesquisa (De Lade, 2008) sugeriram a clivagem da ligacdo da
base nitrogenada com o acglcar quando da tentativa de desprotecdo do grupo
isopropilideno em meio &cido (condi¢des reacionais j e ). O composto 8,
tetraacetilado, seria halogenado ao composto bromado 9 que por fim seria

submetido a reacdo de nucleosidacdo, originando o analogo nucleosidico
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protegido 10. Apos a clivagem dos grupos protetores da parte ribosidica e da
base nitrogenada, em uma Unica etapa, sob condi¢bes bésicas, o analogo 12

seria obtido.
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1.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.5.1 Sintese e caracterizacdo dos compostos 1-3

As trés primeiras etapas da rota sintética proposta neste capitulo sédo
etapas ja descritas na literatura e serdo discutidas brevemente.

O OH o_ O Oo. 0O
H2SO4 conc. OH 7L CrOg, piridina
oY on o} > o
OH acetona, t.a, 2h  Q CHZCGIéD,/ACZO o)
78% 0]
OH ’ /\VO 1 /\\o 5> O
D-frutose B
NaBH4
EtOH, 0°C
67%
o9
O
O
3

Figura 12: Esquema de sintese dos compostos 1, 2 e 3.

Na primeira etapa, as hidroxilas em C1, C2 e C4, C5 da D-frutose foram
seletivamente protegidas a partir do tratamento do carboidrato com &cido
sulflrico concentrado catalitico em acetona anidra a temperatura ambiente por
2h. O isébmero cinético 1 foi isolado como um sdélido cristalino branco apos
recristalizacdo em hexano, com rendimento de 78%. A caracterizagao do
referido isbmero estd de acordo com o descrito na literatura (Lu et al, 2009;
Prisbe et al, 1976; Wang et al, 1997).

Na segunda etapa, a oxidacdo do grupo hidroxila do carbono 3 do
composto 1 foi realizada a partir de uma variacdo da metodologia conhecida
por oxidacdo de Collins. De acordo com Garegg e Samuelsson (Tojo e
Fernandez, 2006), a adicdo de anidrido acético ao reagente de Collins é
particularmente adequada para agucares e nucleosideos. Desta forma, o alcool
1 foi tratado a temperatura ambiente por 3h com o agente oxidante
previamente preparado que consiste em uma mistura de CH,Cl,, CrOg3, piridina
e Ac,0. A cetona 2 foi obtida com um rendimento de 66% e sua caracterizacao
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esta de acordo com os dados disponiveis na literatura ( Lu et al, 2009; Prisbe et
al, 1976).

Ao ser submetida a um processo de reducéo, na terceira etapa, a cetona
2 forneceu um epimero do composto 1 no qual a configuracdo da hidroxila em
C3 encontra-se invertida. Esta nova configuracdo € necessaria por permitir a

conversdo do anel piranosidico ao anel furanosidico na proxima etapa.

A reducao foi realizada a partir do tratamento do composto carbonilado 2
com NaBH,4 em etanol anidro. A adicdo do agente redutor foi feita em banho de
gelo e, apds 1 h, observou-se por CCDS a ocorréncia da reagdo. O alcool 3 foi
obtido com um rendimento de 67% e sua caracterizacdo esta de acordo com

aguela descrita na literatura (Prisbe et al, 1976).

1.5.2 Sintese e caracterizacdo do composto 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-3-D-

psicofuranose 4

Esta etapa consiste na conversdo do anel piranosidico no anel
furanosidico. A referida conversdo, descrita na literatura (Prisbe et al, 1976;
Joseph et al, 2002), é possivel a partir do tratamento do composto 3 com uma
mistura de acetona anidra e 2,2-dimetoxipropano, na presenca de quantidade
catalitica de HCIO, 70% por 16 h a temperatura ambiente. A ocorréncia da
reacao é evidenciada pela mudanca gradativa da coloracdo do meio reacional,
gue varia de amarelo a roxo, e foi confirmada por CCDS. O tratamento da
reacao foi feito através da neutralizacdo do meio com NH4;OH concentrado,
extracdo liquido-liquido (AcOEt/H,O), seguida de purificacdo em CCS,
utiizando como fase movel CH,Cl,. Obteve-se um O6leo amarelo com
rendimento de 93%. O mesmo foi caracterizado por estiramento no IV e RMN
'H e BcC.
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Figura 13: Esquema de sintese do composto 4.

No espectro no L.V. do composto 4, destaca-se a presenca de uma
banda em 3487 cm™ (deformac&o axial O-H), bandas em 2987 e 2939 cm™
(deformacao axial C-H de alifaticos), além de bandas na regido de 1078-1080

cm™ ( estiramento assimétrico C-O-C).
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Figura 14: Espectro no I.V. do composto 4.

No espectro de RMN 'H observou-se quatro simpletos intensos entre &
1,30 e 1,48 ppm referentes aos protons metilicos dos dois grupos
isoropilidenos (12H); um dupleto e um dupleto duplo entre & 3,60 e 3,76 ppm,
atribuidos aos prétons H6 e H6’; em & 4,04 ppm um dupleto atribuido a H1’;
um simpleto alargado em & 4,27 ppm caracteristico de H5 furanosidico, além
de mais trés dupletos, em 6 4,31, 4,62 e 4,88 ppm, atribuidos a H1, H3 e H4,

respectivamente.
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Figura 15: Espectro de RMN*H do composto 4 (CDCls, 300MHz).
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Figura 16: Expanséao da regido dos prétons do carboidrato em 4.

40



No espectro de RMN *3C do &lcool furanosidico 4 destacam-se os sinais
entre 0 24,9 e 26,6 ppm, referentes aos carbonos metilicos dos dois grupos
isopropilidenos; trés sinais entre & 111,9 e 113,6 ppm, atribuidos aos carbonos
C2 e aos dois carbonos nao hidrogenados dos grupos isopropilidenos (Ip),
além dos sinais entre & 64,0 e 86,9 ppm refrentes aos carbonos do anel

furanosidico.
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Figura 17: Espectro de RMN **C do composto 4 (CDCl;, 75MHz).

1.5.3 Sintese e caracterizagdo do composto 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-6-O-

metanosulfonil-B-D-psicofuranose 5

A mesilacdo da hidroxila na posicdo C6 do composto 4 permite
posteriormente a insercdo do grupo —SCH3 na referida posicao, ja desejavel no

composto final.

A uma solugdo do composto 4 em CH,Cl,, adicionou-se EtsN e, em
banho de gelo, adicionou-se, lentamente, o cloreto de mesila (MsCl). A mistura

permaneceu em resfriamento e agitacdo constante por 24 h, quando observou-
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se, por CCDS, a formacao do produto de menor polaridade. Seguiu-se com
adicdo de agua e extracdo da fase organica que posteriormente foi lavada com
solucéo saturada de NaHCO3. Apés seca e removida a fase organica, obteve-
se um sélido amarelo que foi purificado por CCS, utilizando-se uma mistura dos
solventes diclorometano e metanol. Rendimento: 95%. O composto mesilado

foi caracterizado por I.V. e RMN *H e *3C.

MsO
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o 0% MsCI, NEts o )4
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O><O CH,Cl, 0-25°C O><O
4 5

HO

95%

Figura 18: Esquema de sintese do composto 5.

No espectro de 1.V. do composto 5 ndo se observou banda na regiao
caracteristica de —OH, indicando que a hidroxila livre em C6 foi mesilada.
Observou-se ainda bandas em 1359 e 1178 cm™ (estiramentos assimétrico e
simétrico do grupo S=0), além das bandas em 2989 e 2941 cm™ (deformagcéo

axial C-H de alifaticos), e em 1072-1080 cm™ (estiramento assimétrico C-O-C).
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Figura 19: Espectro no I.V. do composto 5.
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No espectro de RMN H do composto 5 observou-se um simpleto
intenso em & 3,06 ppm, referente aos hidrogénios metilicos do grupo
metanossulfonila, o que ja indica a ocorréncia da reacao de insercdo de grupo
abandonador em C6. Além deste sinal, € importante destacar o processo de
desblindagem sobre H6 e HG6’, que agora aparecem em um multipleto,
juntamente com H5 e H1’ entre d 4,24 e 4,33 ppm. Os demais sinais estdo de

acordo com o proposto para o composto mesilado 5.

No espectro de RMN *3C do composto mesilado, é importante destacar o
surgimento de um sinal em & 37,9 ppm, atribuido ao carbono metilico do grupo
metanossulfonila introduzido na molécula nesta etapa sintética, além dos sinais
entre & 112,2 e 113,9 ppm referentes aos dois carbonos n&o hidrogenados dos

grupos isopropilidenos (Ip) e a C2.
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Figura 20: Espectro de RMN *H do composto 5 (CDCls;, 300MHz).
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Figura 21: Espectro de RMN **C do composto 5 (CDCls, 75MHz).

1.5.4 Sintese e caracterizacdo do composto 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-6-

desoxi-6-(metiltio)-D-psicofuranose 6

A reacdo de substituicAo do grupo mesilato na posicdo C6 do anel
furanosidico do composto 5 pelo grupo tiometéxido foi realizada a partir da
solubilizacdo do composto 5 em DMF seguida da adigcdo do sal NaSCHs,
mantendo-se a mistura reacional a 100°C por 24 h. A técnica de CCDS indicou
total consumo do material de partida, bem como a formacdo de um Unico
produto de menor polaridade. O solvente foi removido e o produto bruto
submetido a um processo de extracdo liquido-liquido (CH,Cly/H,0). A
purificagdo se deu por CCS, utilizando como fase mével CH,Cl,. Obteve-se um
solido cristalino com rendimento de 74%. O composto 6 foi caracterizado por
l.V.e RMN 'H e °C,
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Figura 22: Esquema de sintese do composto 6.

No espectro no 1.V. do composto 6 observou-se a presenca de bandas
entre 2987-2854 cm™ (deformacdo axial C-H de alifaticos), porém nada
conclusivo em relacéo a ligacées C-S do grupo tiometdxido, uma vez que séo

bandas de dificil caracterizacédo e baixa intensidade.

140
120 +

100

% Transmitancia
(o]
o
1

(2]
o
|

404 2987 2925 1373

1211 1070

20 T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Ndmero de onda (cm™)

Figura 23: Espectro no |.V do composto 6.

No espectro de RMN *H do composto 6 o destaque se da ao processo
de blindagem sobre H6 e H6’, devido a substituicdo do grupo metanossulfonila
pelo grupo metilsulfeto. O multipleto entre & 2,63 e 2,77 ppm € atribuido a H6 e
H6’, enquanto o simpleto em & 2,14 ppm refere-se aos hidrogénios metilicos do
grupo metilsulfeto. Os demais sinais estdo de acordo com o esperado para o

composto 6.
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No espectro de RMN **C do composto 6 aparece um sinal em & 29,9

ppm, atribuido ao carbono do grupo metilsulfeto, além de um sinal em & 37,5

ppm, referente a C6, que assim como os protons H6 e H6’ sofreu um processo

de blindagem. Os demais sinais foram atribuidos e estdo de acordo com o

esperado para a estrutura.
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Figura 24:

Espectro de RMN *H do composto 6 (CDCls;, 300MHz).

46




I YW |
H4CS
i
5 2
4 3 o)
°><°1
6
4X CHs
S-CHs
c1l \
C4, C3, C5 c6 |
2Cp, C2
|11
AL
| ppnl‘1 T T 1I20 T T T T 1|00 T T T T 810 T T T T slo T T T T ‘10 T T T T 2|0 T T T T DI

Figura 25: Espectro de RMN **C do composto 6 (CDCl;, 75MHz).

155 Sintese e caracterizagdo do composto 6-desoxi-6-(metiltio)-D-
psicofuranose 7

Diversas tentativas foram realizadas, utilizando-se diferentes condicdes
reacionais, para se promover a hidrolise dos grupos isopropilidenos presentes
no composto 6, como descrito na tabela 1 a seguir. No entanto, apenas a

condicao reacional descrita na tentativa 4 foi satisfatoria.
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Tabela 1: Tentativas realizadas para a sintese do composto 7.

. Materiais de  Condi¢des de Produto
Tentativas _ _ Resultado
partida reacao almejado
AcOH 70%,
1 6 A -
70°C, 5h
2 6 HCI/MeOH, t.a 7 -
CF3;COOH,
3 6 l -
THF/H,0, t.a
CF3;COOH,
4 § BFg.OMeZ, Z +
THF/H,0, t.a

Entéo, o tratamento do composto 6 com BF;.OMe, e CF3CO,H em
uma mistura de THF e H,O durante um periodo de 48 h promoveu a quebra
dos dois grupos isopropilidenos, fornecendo o composto tetra-hidroxilado 7.
Apés a neutralizacdo do meio e remocao dos solventes, o produto bruto,
contaminado com o sal CF3;CO,;NH,4, foi submetido a purificacdo por CCS,
utilizando-se como eluente uma mistura MeOH/CH,Cl,. Obteve-se um oOleo
esverdeado que foi caracterizado por RMN **C. O rendimento n&o foi calculado

para essa etapa.

HsCS H3CS
S o o% FsCCOOH, BF3.0Me; o OH
o THF/H,0 (8:2) OH
o ><O OH  OH
7
6 z

Figura 26: Esquema de sintese do composto 7.
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No espectro de RMN **C do composto 7 observou-se a duplicacdo de
todos os sinais esperados. Este fato sugere a ocorréncia da formacédo de
anbmeros a e 3 de 7, que é possivel devido ao fenbmeno de mutarrotacdo. O
sinal em & 28,2 ppm, atribuido ao carbono metilico do grupo metilsulfeto, é o

anico sinal do espectro que nao sofreu desdobramento.
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Figura 27: Espectro de RMN **C do composto 7 (D,O, 75MHz).

1.5.6 Sintese e caracterizacdo do composto 6-desoxi-6-(metiltio)-1,2,3,4-tetra-
O-acetil-B-D-psicofuranose 8

A peracetilagdo do composto 7 foi realizada pelo seu tratamento com
piridina e Ac,0, a temperatura ambiente, por 48 h. Verificou-se, por CCDS, a
formacéo de dois produtos mais apolares que o de partida, que foram isolados
apos remocao dos solventes e purificagdo em CCS, utilizando como fase movel
CHCl,. O composto 8 (numa mistura a e B) foi isolado como um 6leo viscoso
amarelo e caracterizado por I.V., RMN de 'H e de **C. Rendimento: 20% a

partir de 6.
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Figura 28: Esquema de sintese do composto 8.

No espectro no I.V. do composto tetraacetilado 8 é importante observar
a auséncia de banda na regido caracteristica da deformacdo axial O-H, a
presenca de bandas em 2981 e 2929 cm™ (deformacdo axial C-H de
alifaticos), além da presenca de uma banda intensa e fina em 1745 cm™
(deformacao axial C=0O de éster), o que sugere a ocorréncia da reacao de

acetilagéo.
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Figura 29: Espectro no I.V. do composto 8.

No espectro de RMN *H do composto 8 observou-se os simpletos entre
0 2,00 e 2,14 ppm referentes aos hidrogénios metilicos dos grupos protetores
acetila; um simpleto em & 2,27 ppm atribuido aos hidrogénios metilicos do
grupo metilsulfeto, além dos sinais atribuidos aos prétons da porcao ribosidica

entre 6 4,39 e 5,50 ppm (5H).
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No espectro de RMN **C do composto 8 observou-se a duplicacdo de
todos os sinais da parte ribosidica, evidenciando a formagao dos isbmeros a e
B do composto tetraacetilado. Em & 29,8 ppm observou-se um unico sinal
atribuido ao carbono metilico do grupo metilsulfeto. Os sinais referentes aos

demais carbonos foram observados na regiao esperada, mas todos duplicados.
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Figura 30: Espectro de RMN *H do composto 8 (CDCls;, 300MHz).
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Figura 31: Espectro de RMN **C do composto 8 (CDCl;, 75MHz).

1.5.7 Sintese e caracterizacdo do composto brometo de 1,3,4-tri-O-acetil-6-
desoxi-6-(metiltio)-D-psicofuranosila 9

A fim de se ativar a posicao 2’ da parte ribosidica e, portanto, favorecer a
reacdo de acoplamento do composto 8 com a base nitrogenada, propds-se a
sintese do intermediario halogenado 9. De acordo com a literatura (Prisbe et al,
1976; Reist, Hart e Baker, 1959; Wilds e Damha, 2000; Pradeepkumar, 2004)
este intermediario bromado é instavel, devendo ser isolado e imediatamente
utiizado na reagédo posterior de acoplamento, sem prévia purificagdo. A
tentativa de inser¢cdo do atomo de bromo foi realizada a partir do tratamento do
composto acetilado 8 com HBr/AcOH 30% em CH)Cl, durante 24h a

temperatura ambiente (Pradeepkumar, 2004).
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Figura 32: Esquema de sintese do composto 9.

1.5.8 Tentativas de acoplamento da base nitrogenada aos derivados de

carboidrato via N-glicosilagao.

Para a tentativa de acoplamento da base nitrogenada com os derivados
de carboidrato promoveu-se primeiramente a benzoilacdo e a sililacdo da
adenina, a fim de se aumentar a nucleofilicidade do atomo de nitrogénio da
base e garantir a solubilidade da mesma em solventes pouco polares.

Sintese e caracterizacédo de 6-N-benzoiladenina

Realizou-se a benzoilagédo da adenina a partir do tratamento desta base
nitrogenada com cloreto de benzoila (BzCl) em piridina anidra (Bullock, Hand e
Stokstad, 1957) sob refluxo, por cerca de 4h. A purificacdo do produto se deu
por recristalizacdo em etanol, obtendo-se cristais com um rendimento de
apenas 34%. O produto, 6-N-benzoiladenina, foi caracterizado por ponto de
fusdo e RMN *H.

NH,
N SN BzCl, piridina
¢ T S S

N N/) refluxo, 4h
H 34% 4

adenina
6-N-benzoiladenina

Figura 33: Esquema de sintese de 6-N-benzoiladenina.
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No espectro de RMN 'H da 6-N-benzoiladenina observou-se um
multipleto em & 7,63 ppm atribuido aos hidrogénios meta e para do grupo
benzoil; um tripleto em & 8,13 ppm referente aos dois hidrogénios orto do grupo
protetor; além de dois dupletos em & 8,52 e 8,74 ppm atribuidos,

respectivamente, a H2 e H8.
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Figura 34: Espectro de RMN *H da 6-N-benzoiladenina (CD;OD, 300MHz).
Sililagcdo de 6-N-benzoiladenina

A sililagédo da base benzoilada foi realizada a partir do tratamento da
referida base com trimetilclorosilano em HMDS (Pradeepkumar, 2004) a 110-
120°C por 48h, quando observou-se a total solubilizacdo da base no meio
reacional. Apos remocéao dos solventes, injetou-se argdnio no baldo contendo a
base sililada, preparando-se o recipiente para a reacao de acoplamento a ser

realizada in situ.
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Figura 35: Esquema de sililacado de 6-N-benzoiladenina.

1.5.9 Primeira tentativa de N-glicosilacdo- Tentativa de sintese dos compostos

6-N-benzoil-9-[1°,3’,4’-tri-O-acetil-6’-(metiltio)-B-D-psicofuranosillJadenina e 6-N-

benzoil-9-[1°,3’,4’-tri-O-acetil-6’-(metiltio)-a-D-psicofuranosilladenina 10

O derivado bromado 9 foi solubilizado em acetonitrila anidra e transferido

para o baldo contendo 6-N-benzoiladenina sililada em atmosfera de argonio.

ApOs ser submetida ao ultrassom, adicionou-se a mistura reacional, sob banho

de gelo, quantidade catalitica do &acido de Lewis trifluormetanossulfonato de

trimetil silila (TMSOTf). A mistura reacional permaneceu sob banho de gelo

durante 1h e depois, a temperatura ambiente por um total de 120 h. Ap6s o

isolamento e purificacdo do produto obtido, ndo foi possivel identificar a

formacao do nucleosideo protegido.
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Figura 36: Esquema da primeira tentativa de sintese de 10.
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1.5.10 Segunda tentativa N-glicosilacdo para obtencdo do composto 10

Realizou-se a tentativa de acoplamento da base sililada diretamente ao
derivado carboidrato 8, sem prévia halogenacédo da posicdo anomérica, a partir
do tratamento do referido composto tetraacetilado em acetonitrila tratada com
6-N-benzoil-adenina sililada em atmosfera de argénio. A adicdo de TMSOTf em
quantidade catalitica foi feita em banho de gelo e a mistura reacional foi, apés
1h em resfriamento, mantida a temperatura ambiente por 4 dias. No entanto,
apos tratamento e purificacdo da reacdo ndo foi observada, através da analise

por RMN *H, a formacéo do composto 10.
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Figura 37: Esquema da segunda tentativa de sintese de 10.

1.5.11 Tentativa de N-glicosilacdo a partir do composto 6 — Tentativa de sintese
dos compostos 6-N-benzoil-9-[3’,4’-O-isopropilideno-6’-(metiltio)-a-D-
psicofuranosil]-adenina  (11a) e  6-N-benzoil-9-[3’,4’-O-isopropilideno-6'-
(metiltio)-B-D-psicofuranosil]-adenina (118)

Mantendo-se o grupo protetor isopropilideno, propds-se o acoplamento
da base nitrogenada sililada ao derivado carboidrato 6. De acordo com a
literatura (Pradeepkumar et al, 2001), as condi¢Oes reacionais utilizadas na
reacdo de acoplamento da base, e, portanto, a presenca de um catalisador
acido, promove inicialmente a clivagem do grupo protetor isopropilideno,
seletivamente nas posi¢cdes C1’, C2’ e, posteriormente o ataque nucleofilico da
base, formando a ligacao glicosidica.
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A reacdo foi realizada a partir do tratamento do composto 6 em
acetonitrila tratada com 6-N-benzoiladenina sillada em atmosfera de argénio.
ApoOs ser levada ao ultrassom, a mistura reacional foi colocada em banho de
gelo, prosseguindo-se com a adicdo de TMSOTf em quantidade catalitica.
Apéds 120 h de reacdo observou-se a formag¢do de um produto mais polar que o
material de partida, que foi isolado e purificado por CCS. No entanto as
anélises por RMN 'H das frages da coluna cromatografica ndo indicaram a

formacéo dos produtos esperados.
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Figura 38: Esquema de tentativa de sintese dos isébmeros 11la e 118.
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1.6 PARTE EXPERIMENTAL

1.6.1 Métodos Gerais

As medidas de faixa de fusdo apresentadas nesta dissertagdo foram
obtidas em aparelho digital modelo MQAPF-Microquimica no Departamento de
Quimica, ICE, UFJF.

Os espectros vibracionais na regido infravermelho foram registrados em
espectrometro BOMEM-FTIR MB-102 no Departamento de Quimica, ICE,
UFJF.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e C foram
obtidos em espectrometro BRUKER AVANCE DRX300 (300HMz) no
Departamento de Quimica, ICE, UFJF.

Para cromatografia em coluna de silica utilizou-se silica-gel 60G 0,063-
0,200mm (70-230 mesh ASTM) MERK.

Para cromatografia em camada delgada de silica utilizou-se silica-gel

60G MERK em laminas de vidro ou placas comerciais de TLC.

Nos procedimentos de purificacdo, por extracdo ou coluna

cromatografica, foram utilizados solventes P.A. VETEC.
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1.6.2 Sintese do composto 1,2:4,5-di-O-isopropilideno-B-D-frutopiranose 1

Em um baldo de 1000 mL solubilizou-se 20,0 g (111,0 mmol) de D-
frutose em 800 mL de acetona anidra. ApOs alguns minutos sob agitacéo,
adicionou-se, gota a gota, 3,0 mL de H,SO, concentrado. A mistura reacional
foi mantida a temperatura ambiente e sob agitacdo magnética constante por
2h, quando observou-se um aspecto homogéneo na solucdo de coloracdo
amarelo clara. Verificou-se por CCDS a formacao de um produto de polaridade
menor que a do carboidrato de partida.

O meio reacional foi neutralizado com uma solugéo de NaOH (3,75 M),
prosseguindo-se com a remocgdo do solvente no rotavapor. O 6leo
amarronzado obtido foi solubilizado em 250 mL de CH,Cl,, lavado com H,O
(3X100 mL) e depois com uma solucao saturada de NaHCO3; . A fase organica
foi recolhida, seca com Na,SO, anidro e posteriormente removida sob pressao
reduzida. O material bruto obtido foi recristalizado em hexano, fornecendo 22,5

g de cristais brancos pontiagudos (rendimento 78 %).

6 o O7L
5 2
4 Q O
o ; {
3 1
O 1
F.M.: C12H2006
M.M.: 260,28 g/mol
Caracteristica fisica: cristal pontiagudo branco
F.F. (experimental) 118,9-119,6 °C P.F. (literatura): 119,0 °C

Rf: 0,37 (Hex/AcOEt 7:3) Revelador: 20% H,SO, em etanol

RMN *H, RMN *3C e I.V. (KBr): literatura (Prisbe et al, 1976; Wang et al, 1997;
tojo e Fernandez, 2006).
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1.6.3 Sintese do composto 1,2:4,5-di-O-isopropilideno-B-D-eritro-2,3-hexodiulo-
2,6-piranose 2

Preparacado do agente oxidante necessario a oxidacdo de 10,0 gde 1:

Em um kitassato de 500 mL contendo 245,5 mL de CH,Cl,, adicionou-se
15,35 g (153,6 mmol) de CrOs3; , ndo sendo observada nenhuma alteracéo
visual no aspecto dos cristais vermelhos do 6xido de cromo VI. Sob banho de
gelo e agitacdo constante, adicionou-se, lentamente, 24,6 mL (307,2 mmol) de
piridina, observando-se alteracdo da coloracdo da mistura para amarela, além
da formacgdo de um sdlido. A adigdo de 83,5 mL de Ac,0O foi feita lentamente,
sob agitacdo, observando-se a liberagdo de calor do processo e o0
escurecimento da mistura. Cessada a liberacdo de calor, o agente oxidante foi
mantido sob agitacdo por cerca de 30 min. a temperatura ambiente,

caracterizando-se por um liquido escuro avermelhado.
Oxidacao

Solubilizou-se 10,0 g (38,4 mmol) de cristais de 1 em uma quantidade
minima de CH,Cl, e, com auxilio de uma pipeta, transferiu-se o mesmo para o
frasco de kitassato contendo o agente oxidante. A mistura reacional foi mantida
sob agitacdo constante e a temperatura ambiente e foi monitorada por CCDS.
Apo6s 3h de monitoramento, observou-se total consumo do alcool de partida,
além da formacdo de um Unico produto de polaridade menor que a do

composto 1.

Com o objetivo de precipitar os sais de cromo (subprodutos da reacao),
a mistura reacional foi transferida para um funil de extragcdo de 500 mL e
gotejada, lentamente, em um erlenmeyer de 1000 mL contendo cerca de 370,0
mL de Et,O (1,5x o volume de CH,CI, utilizado na preparacdo do agente
oxidante). Com o gotejamento, observou-se a formacdo de um precipitado
marrom-esverdeado que se aderiu as paredes do recipiente. Depois de vertida
toda a reacdo no éter, esta mistura resultante foi filtrada através de um funil de
placa sinterizada contendo uma camada de celite. Uma mistura escura foi
obtida e os sais de cromo retidos no filtro foram lavados trés vezes com Et,0.

As lavagens foram reunidas e 0s solventes evaporados no rotavapor. Obteve-
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se um residuo solido de coloragéo verde-musgo que foi solubilizado em CH,Cl,
e lavado 4 vezes com H,0. A fase organica foi ainda lavada com uma solucéo
saturada de NaCl e posteriormente com uma solucdo saturada de NaHCOg3
(3X), seca com Na,SO, anidro e removida sob pressdo reduzida. O extrato
organico obtido apresentou coloracdo esverdeada, indicando a presenca de
sais de cromo, tendo sido entdo submetido a uma filtragcdo em uma coluna de
silica, utilizando hexano como solvente . Apos evaporacéo do solvente, obteve-

se 6,5 g de um d6leo branco viscoso em 66% de rendimento.

F.M.: C12H1806

M.M.: 258,28 g/mol

Caracteristica fisica: 6leo viscoso branco.
Rf: 0,60 (Hex/AcOEt 7:3) Revelador: DNFH

RMN *H, RMN *3C e I.V. (Csl): literatura (Lu et al, 2009; Prisbe et al, 1976).

1.6.4 Sintese do composto 1,2:4,5-di-O-isopropilideno-B-D-frutopiranose 3

Solubilizou-se 6,5 g (25,2 mmol) do composto carbonilado 2 em 60,0 mL
de etanol anidro e, sob banho de gelo e agitacdo constante, adicionou-se , em
pequenas porg¢des, 2,3 g (60,8 mmol, 2,5 eq) de NaBH, . A adicdo do agente
redutor provocou a liberacdo de gas H, no meio reacional, além da observacao
de uma descoloracdo do mesmo. O progresso da reacéo foi acompanhado por
CCDS e observou-se, apos 1h de reacdo, a formacdo de um produto mais
polar que a cetona de partida, além da presenca de quantidade significativa de
material de partida. Por ora observou-se a formacgédo dos dois alcodis, 1 e 3,
além da presenca do composto carbonilado 2. Prosseguiu-se com a adi¢do de
60,0 mL de H,O ao meio reacional, e posterior evaporacao dos solventes sob
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pressdo reduzida. O residuo obtido, um 6leo branco, foi solubilizado em Et,0 e
submetido a uma extracdo liquido-liquido (Et,O/H,O). A fase organica foi
recolhida, seca com Na,SO, anidro e removida sob pressdo reduzida,

fornecendo um 6leo viscoso incolor.

Quando da formacdo dos dois alcodis 1 e 3, fez-se necessaria a
purificagdo em CCS, utilizando uma mistura Hex/EtOAc, para remocgdo do
material de partida restante, bem como obtenc&o dos alcodis 1 e 3, que com
uma diferenca de Rf de 0,1 ndo puderam ser separados satisfatoriamente. A

purificacdo forneceu 4,3 g da mistura dos compostos 1 e 3. Rendimento: 67%

6 O O
5 2
4 3 O
Q 1
') OH
3

F.M.: C12H2006

M.M.: 260,28 g/mol

Caracteristica fisica: sélido branco

F.F. (experimental) 61,3-62,0 °C F.F. (literatura): 62,0-63,0°C.
Rf: 0,40 (Hex/AcOEt 7:3) Revelador: 20% H,SO4 em etanol

RMN *H, RMN *3C e I.V. (KBr): literatura (Prisbe et al, 1976).

1.6.5 Sintese do composto 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-B-D-psicofuranose 4

Solubilizou-se 3,15 g (13,4 mmol) do alcool 3 em uma solucdo contendo
40,0 mL de acetona anidra, 6,3 mL (51,2 mmol) de 2,2-dimetoxipropano e 0,2
mL (0,2 mmol) de HCIO, 70% , mantendo-se a mistura reacional sob agitacao
constante e a temperatura ambiente por cerca de 16h. Durante este periodo de
tempo observou-se mudancas na coloracdo da mistura (amarela para laranja,

seguida de vermelha e finalmente preta). A técnica de CCDS revelou o total
62



consumo do alcool de partida, bem como a formacdo de um produto mais

apolar.

Prosseguiu-se com a neutralizagdo da mistura utilizando NH,OH
concentrado. O Oleo resultante apos a remocédo dos solventes foi lavado com
uma mistura de AcOEt/H,O (3:1). A fase organica foi seca com Na,SO, anidro
e removida sob pressao reduzida, fornecendo um 6leo amarelo com sinais de
cristalizagcdo. O mesmo foi submetido a purificagao por CCS utilizando-se como

fase movel CH,Cl,. Obteve-se 2,93 g de um 6leo amarelo. Rendimento: 93 %.

HO. o
< ° §<
4 3 O
>
4
F.M.: C12H2006
M.M.: 260,28 g/mol
Caracteristica fisica: 6leo amarelo

Rf (CCDS): 0,47 (Hex/AcOEt 1:1) Revelador: 20% H,SO,4 em etanol.

RMN *H (300 MHz, CDCls) & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 1,30, 1,38, 1,42,
1,48 (4s, 12H, 4x CHy); 3,62 (d, 1H, H6, Jusne = 12,0 Hz); 3,73 (dd, 1H, HE’,
Jue ne = 12,0 Hz, Jue s = 3,0 Hz); 4,04 (d, 1H, H1’, Jur n1 = 9,0 HZ); 4,27 (s, 1H,
H5); 4,31 (d, 1H, H1, Jy1 n1 = 12,0 Hz); 4,62 (d, 1H, H3, Juznse = 3,0 HZ); 4,88 (d,
1H, H4, Jysn3 = 6,0 Hz).

RMN *3C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 24,9, 26,3, 26,4, 26,6 (4x CHs); 64,0 (C6);
70,0 (C1); 81,8 (C4); 85,9 (C5); 111,9 (C2); 112,5 e 113,6 (2x Cyy).

V. (Csl), v (cm™): 3487(deformacdo axial O-H), 2987 e 2939 (deformac&o

axial C-H de alifaticos), 1078-1080 cm™ ( estiramento assimétrico C-O-C).
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1.6.6 Sintese do composto 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-6-O-metilsulfonil-D-
psicofuranose 5

Solubilizou-se 1,3 g (5,0 mmol) do composto 4 em 15,0 mL de CH,Cl, A
seguir, adicionou-se 0,8 mL (5,7 mmol) da base NEt; a esta solucao, que foi
posta em banho de gelo, sob agitacdo constante. Apds estabilizacdo da
temperatura, adicionou-se, gota a gota, 0,43 mL (5,5 mmol) de MsCl. A mistura
foi mantida sob resfriamento e agitacdo constante por 24 h, quando se
verificou, por CCDS, o total consumo do &lcool de partida, bem como a

formacao do produto mesilado, mais apolar que o primeiro.

A seguir, adicionou-se H,O a mistura, prosseguindo-se com extracdo. A
fase organica foi recolhida e lavada com uma solucédo saturada de NaHCO3 e
posteriormente com uma solucdo saturada de NaCl. Apds ser seca com
Na,SO, anidro, a fase organica foi removida em rotavapor, fornecendo 1,15 g
de um sdlido amarelo (rendimento: 68%).

F.M.: C13H2,08S

M.M.: 338,37 g/mol

Caracteristica fisica: solido cristalino

F.F. (experimental) 75,0-76,0 °C

Rf(CCDS) : 0,60 (100% CH,Cl,) Revelador: 20% H,SO,4 em etanol.

RMN *H (300 MHz, CDCls) & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 1,32, 1,37, 1.44
(3s, 12H, 4x CHj3); 3,06 (s, 3H, H3C-OSOy); 4,05 (d, 1H, H1, Jyiur = 9,0 H2);
4,28 (m, 4H, H6, H6’, H1’, H5); 4,62 (d, 1H, H3, Jus 14 = 6,0 HZz); 4.76 (d, 1H,
H4, Juans = 6,0 Hz).
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RMN '3C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 25,2, 26,4, 26,5 (4x CHs); 37,9 (HsC-
0S0,); 68,2 (C6); 69,7 (C1); 81,9 (C5); 82,6 (C4); 85,0 (C3); 112,2 (C2); 113,2
e 113,9 (2x Cyp).

L.V. (Csl), v (cm™): 1359 e 1178 (estiramentos assimétrico e simétrico do grupo
S=0), 2989 e 2941 (deformagdo axial C-H de alifaticos),1072-1080

(estiramento assimétrico C-O-C).

1.6.7 Sintese do composto 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-6-O-tiometil-D-
psicofuranose 6

Solubilizou-se 1,0 g (3,0 mmol) do composto mesilado 5 em 10,0 mL de
DMF e a seguir adicionou-se, em pequenas porcdes, 0,460 g (6,6 mmol) de
CHsSNa. A mistura reacional foi mantida em aquecimento a 100°C por 24h,
gquando observou-se, por CCDS, total consumo do material de partida e

formacao do produto de substituicdo, de menor polaridade.

Apos a mistura reacional atingir a temperatura ambiente, o solvente foi
removido sob pressédo reduzida e o residuo bruto foi submetido a uma extracao
liquido-liquido (CH,Cl,/H,0). A fase organica foi lavada inUmeras vezes com
H,O; a seguir, a mesma foi seca com Na,SO4 anidro e removida sob pressao
reduzida. O 6leo escuro obtido foi purificado em CCS, utilizando como eluente

CHCl, puro. Obteve-se 0,8 g de um sélido cristalino, rendimento 94 %.

6
0 034
5 . 3 20

O><O 1
6

HsCS

F.M.: C13H2205S
M.M.: 290,38 g/mol
Caracteristica fisica: 6leo amarelo

Rf (CCDS): 0,46 (Hex/AcOEt 9,5:0,5) Revelador: 20% H,SO, em etanol.
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RMN 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 1,25, 1,32, 1,37,
1,45, 1,46 (5s, 12H, 4x CH3); 2,15 (s, 3H, H3C-S); 2,70 (m, 2H, H6, HE’); 4,03
(d, 1H, H1, Jy1nr = 9,0 Hz); 4,19 (m, 1H, H5); 4,27 (d, 1H, H1’, Iy n1 = 9,0 H2);
4,62 (d, 1H, H3, Jusna= 6,0 Hz); 4,77 (d, 1H, H4, Jusn3 = 6,0 Hz).

RMN *3C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 25,3, 26,6 (4x CHa3); 29,9 (HsC-S); 37,5
(C6); 69,9 (C1); 83,9 (C5); 84,7 (C3); 85,5 (C4); 111,8 (C2); 112,8 e 113,8 (2x
C|p).

L.V. (Csl), v (cm™): 2987-2854 (deformac&o axial C-H de alifaticos).

1.6.8 Sintese do composto 6-desoxi-6-(metiltio)-D-psicofuranose 7

Solubilizou-se 0,800 g (2,7 mmol) do composto 6 em 20,0 mL uma
mistura de H,O/THF (8:2). A seguir, adicionou-se 10,6 mL (137,6 mmol) de
acido trifluoracético e 0,13 mL (1,41 mmol) de BF3;.OMe,. A mistura reacional
foi mantida sob agitacao constante e a temperatura ambiente por cerca de 48h.
ApoOs este intervalo de tempo, observou-se por TLC a formag¢do do composto

poli-hidroxilado.

O meio reacional foi entdo neutralizado com NH,OH e os solventes
evaporados no rotaevaporador. Prosseguiu-se com uma purificacdo em CCS
utilizando-se como fase moével uma mistura MeOH/CH,Cl, . Tal procedimento,
no entanto, ndo permitiu isolar o produto desejado do sal obtido como
subproduto da reacdo, CF3CO,NH,. Obteve-se um 6leo esverdeado viscoso
em uma quantidade muito superior a esperada. Em virtude disto, o rendimento

nao foi calculado para esta etapa.

6
o OZH
5
- S | _OH

OH OH?
7

HsCS

F.M.: C;H1405S

M.M.: 210,06 g/mol
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Caracteristica fisica: 6leo esverdeado
Rf (CCDS): 0,40 (CH,Cl,/MeOH 6:4) Revelador: 20% H,SO, em etanol.

RMN 3C (75 MHz, CDCls) 8 (ppm): 28,2 (HsC-S); 48,9 e 50,7 (C6); 57,5 e 58,7
(C1): 75,5 e 76,3 (C4); 83,4 e 84,5 (C3); 86,1 e 87,2 (C5); 94,3 e 94,8 (C2).

1.6.9 Sintese do composto 6-desoxi-6-(metiltio)-1,2,3,4-tetra-O-acetil-B-D-

psicofuranose 8

Adicionou-se a 1,19 g (5,6 mmol) do composto tetrahidroxilado 7, 19,5
mL de piridina. A mistura reacional foi colocada em banho de gelo e a seguir
adicionou-se 6,5 mL de anidrido acético. A reacdo foi entdo mantida a
temperatura ambiente sob agitacdo constante por 48h, quando observou-se,
por CCDS, a formacdo de um produto de polaridade menor que a do material
de partida. Prosseguiu-se com a remoc¢ao dos solventes sob presséo reduzida
e purificacdo do residuo em CCS utilizando-se como fase movel CH,Cls.

Obteve-se um 6leo amarelo viscoso com rendimento de 20% calculado a partir

6
o O,ZAC
AN 2 OAC
1

OAC OAc
8

do composto 6.

HzCS

F.M.: C15H2,09S

M.M.: 378,10 g/mol

Caracteristica fisica: 6leo amarelo viscoso

Rf (CCDS): 0,70 (100% CH,CI,;) Revelador: 20% H,SO,4 em etanol.

RMN *H (300 MHz, CDCl3) & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 2,00-2,14 (s, 24H,
Hs;C-0); 2,27 (s, 3H, S-CHy); 2,75 (m, 2H, H6, H6’); 4,43 (m, 1H, H1); 4,51 (d,
1H, H1’, Iy i1 = 12,0 Hz); 4,71 (dd, 1H, H5, Jusna = 12,0 Hz); 5.24 (m, 1H, H3);
5,48 (m, 1H, H4).

67



RMN C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 16,8-25,0 (HsC-O); 29,7 (HsC-S); 36,0 e
36.8 (C6); 60,6 e 62,9 (C1); 71,2 e 71,9 (C5); 72,6 e 73,9 (C3); 81,9 e 827
(C4); 106,5 e 108,3 (C2); 168,7-169,9 (8 sinais, 4x C=0).

V. (Csl), v (cm™): 2981 e 2929 (deformacdo axial C-H de alifaticos), 1745

(deformacao axial C=0 de ésteres).

1.6.10 Sintese do composto brometo de 1,3,4-tri-O-acetil-6-desoxi-6-(tiometil)-

D-psicofuranosila 9

Solubilizou-se 0,150 g ( 0,40 mmol) do composto acetilado 8 em 1,30 mL
de CH.CI, e, a sequir, adicionou-se 1,30 mL de uma solu¢cdo HBr/AcOH 30%. O
baldo reacional foi vedado e a mistura permaneceu sob agitacdo constante e a
temperatura ambiente por 24h. Esta foi entdo transferida para um funil de
extracdo contendo banho de gelo e extraida 3x com CH,Cl,. A fase organica
combinada foi entdo lavada com solucdo saturada de NaHCO3 e a seguir com
solucéo saturada de NaCl. Finalmente, a fase organica foi seca com Na,SO4
anidro, filtrada, evaporada, e coevaporada duas vezes com tolueno seco. O
bromoacucar bruto foi entdo submetido a reacdo de acoplamento sem ser
caracterizado devido a sua instabilidade (Prisbe et al, 1976; Reist, Hart e
Baker, 1959; Wilds e Damha, 2000; Pradeepkumar, 2004).

6
/o) r
2
N\ /| _0oAc
1

OAcC OAcC
9

H3CS

F.M.: C13H19BrO;S

M.M.: 398,00 g/mol
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Para a reacao de acoplamento da base nitrogenada com os derivados
de carboidratos realizou-se primeiramente a benzoilacéo e a sililagdo da base

nitrogenada adenina, como descrito a seguir.

1.6.11 Sintese de 6-N-benzoiladenina

Adicionou-se 6,0 g (44,4 mmol) de adenina a 25,0 mL de piridina tratada,
observando-se apenas solubilizacdo parcial da base nitrogenada. O baldo foi
posto em banho de gelo e prosseguiu-se com a adicdo de 15,4 mL (133,2
mmol) de BzCI. Observou-se a formac&do de uma mistura creme viscosa. Apos
20 minutos, a mistura foi levada a aquecimento sob agitacdo constante,
adquirindo uma aparéncia homogénea e coloragcdo amarela, que foi se

intensificando com o decorrer da reacéo.

Apbs 4 h de reacdo sob refluxo, a CCDS revelou a formacao de pelo
menos 4 produtos, todos mais apolares que o de partida. Prossegui-se com a
adicdo de 15,0 mL de uma solugdo saturada de NaHCOj3; que provocou
efervescéncia no meio. Removeu-se o0s solventes e adicionou-se etanol a
quente ao residuo. O etanol foi removido e o residuo resultante recristalizado
em etanol a frio. O baldo foi levado ao refrigerador e houve precipitacdo de
cristais claros (3,5 g), que foram recolhidos por filtracdo. Rendimento: 34%. A

caracterizacdo realizada esta de acordo com os dados da literatura (Bullock,

Hand e Stokstad, 1957).

4N
3

‘OIZ

6-N-benzoiladenina
F.M.: C12HgNsO

M.M.: 239,08 g/mol
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Caracteristica fisica: sdlido cristalino
F.F. (experimental) 241,9-242,4 °C F.F. (literatura): 240,0-240,5 °C
Rf (CCDS): 0,6 (CH,Cl,/MeOH 9:1) Revelador: luz U.V.

RMN *H (300 MHz, CDCls) & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 7,63 (m, 3H, 2H-m,
1H-p); 8,13 (t, 2H, 2H-0); 8,52 (d, 1H, H2, J4o us = 6,0 HZ); 8,74 (d, H, H8, Jug h2
= 6,0 Hz).

1.6.12 Tentativa de sintese dos compostos 6-N-benzoil-9-[1°,3’,4’-tri-O-acetil-6'-
(metiltio)-B-D-psicofuranosilladenina e  6-N-benzoil-9-[1°,3’,4’-tri-O-acetil-6'-
(metiltio)-a-D-psicofuranosiljadenina 10 a partir de 9

Suspendeu-se 0,150 g (0,63 mmol) de 6-N-benzoiladenina em 10,0 mL
de HMDS e, a seguir, adicionou-se 150,0 yL de TMSCI. A mistura reacional foi
agitada vigorosamente a 120°C por 48h até que se observou total solubilizacdo
da base com formacdo de uma solucdo homogénea amarela. O material volatil
foi evaporado até secura com auxilio de uma bomba de vacuo e o balédo
totalmente selado. A seguir, apés injecdo de argbnio no recipiente contendo a
base nitrogenada, o bromoacucar 9, dissolvido em 5,0 mL de acetonitrila
tratada, foi adicionado a base sililada. A mistura foi levada ao ultrassom por
alguns minutos e colocada sob banho de gelo. Adicionou-se entdo 300,0 pyL de
TMSOTf e manteve-se o resfriamento por 1h. Depois, a mistura foi agitada a
temperatura ambiente por 4 dias.

Adicionou-se 5 mL de uma solugcéo saturada de NH,Cl a reacdo e a
mesma foi agitada por mais 30 minutos. Prosseguiu-se com a extragao da fase
organica com CH,ClI, (150,0 mL) e solugéo saturada de NaHCOg3 (50,0 mL). A
fase organica foi lavada ainda com solugéo saturada de NaCl (50,0 mL) e H,O
destilada (50,0 mL). Finalmente, a fase organica foi seca e evaporada sob
presséao reduzida, fornecendo um 6éleo amarronzado. Por CCDS (CH,Cl,/MeOH
95:05) observou-se a formagcao de um produto mais polar que o material de
partida. O produto bruto foi purificado por CCS utilizando-se como eluente uma

mistura CH,Cl,/MeOH, mas ndo foi possivel identificar a formacdo do
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nucleosideo almejado apds analise dos espectros de RMN das fragbes da

coluna cromatografica.

1.6.13 Tentativa de sintese dos compostos 6-N-benzoil-9-[1°,3’,4’-tri-O-acetil-6’-
(metiltio)-B-D-psicofuranosilladenina e  6-N-benzoil-9-[1°,3’,4’-tri-O-acetil-6'-
(metiltio)-a-D-psicofuranosilladenina 10_a partir de 8

Solubilizou-se 0,240 g (0,63 mmol) do carboidrato tetraacetilado 8 em
5,0 mL de acetonitrila tratada e transferiu-se essa mistura para um bal&do
contendo cerca de 0,300 g (1,25 mmol) de 6-N-benzoiladenina sililada em
atmosfera de argbnio. A mistura foi levada ao ultrassom por alguns minutos e
depois colocada em banho de gelo. Adicionou-se entdo 200,0 pL de TMSOTf e
o resfriamento foi mantido por 1h. Apés este intervalo de tempo a reacgéo foi
deixada sob agitacdo constante e a temperatura ambiente por 2 dias, quando
adicionou-se excesso de TMSOTf (200,0 yL). O tempo reacional total foi de 4

dias.

O produto bruto foi purificado como descrito no item anterior, porém
novamente ndo foi possivel identificar a formag¢do do nucleosideo almejado

apos analise dos espectros de RMN das fracdes da coluna cromatogréfica.

1.6.14 Tentativa de sintese dos compostos 6-N-benzoil-9-[3,4’-O-
isopropilideno-6’-(metiltio)-a-D-psicofuranosil]-adenina (11a) e 6-N-benzoil-9-
[3’,4’-O-isopropilideno-6’-(metiltio)-B-D-psicofuranosil]-adenina (118)
Solubilizou-se 0,300 g (1,02 mmol) do carboidrato 6 em 5,0 mL de
acetonitrila tratada e transferiu-se essa mistura para um baldo contendo cerca
de 0,300 g (1,25 mmol) de 6-N-benzoiladenina sillada em atmosfera de
argonio. A mistura foi levada ao ultrassom por alguns minutos e depois
colocada em banho de gelo. Adicionou-se entdao 300,0 uL de TMSOTf e o
resfriamento foi mantido por 1h. Apdés este intervalo de tempo a reagdo foi
deixada sob agitacdo constante e a temperatura ambiente por 3 dias, quando
adicionou-se excesso de TMSOTf (200,0 yL). O tempo reacional total foi de 4

dias.
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O produto bruto foi isolado e purificado como descrito nos itens
anteriores, porém novamente ndo foi possivel identificar a formacdo do
nucleosideo almejado apds analise dos espectros de RMN das fracbes da

coluna cromatografica.
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2 SINTESE, CARACTERIZACAO E AVALIACAO BIOLOGICA DE TRIAZOIS
CONTENDO ACUCARES

2.1 INTRODUCAO

A bioconjugacédo consiste na ligacdo de duas ou mais moléculas para
formar novas estruturas com propriedades combinadas de seus componentes
individuais (Pore et al, 2006). Relatos recentes da literatura apontam que a
conjugacao de derivados de acgUcares com anéis triazélicos origina moléculas
com atividade bioldgica diversificada, destacando-se como antivirais (Da Silva
et al, 2009), antitumorais (Hager, Miethchen e Reinke, 2000), agentes anti-
tripanossémicos (Carvalho et al, 2010) e inibidores de a-glicosidases (Ferreira

et al, 2010). (Figura 39).
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Figura 39: Formulas estruturais de triazéis glicoconjugados bioativos.
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As duas unidades formadoras destes conjugados, ou seja, os derivados
de carboidratos e os anéis triazélicos, sdo compostos heterociclicos de grande
importancia em sintese organica, destacando-se, ambos, por sua atividade
biolégica diversificada e uso como medicamentos (Melo et al, 2006; Nogueira,
2009). Alguns destes compostos heterociclicos sdo farmacos mundialmente
consumidos (Ekiert, Krzek e Talik, 2010), tais como o derivado de carboidrato
Miglitol que é um farmaco antidiabético (Wang et al, 2004) e o triazol

Fluconazol, um antifungico (Coelho et al, 2004).

N\/\OH <//JN ’\L\>
HO N N
HO F
OH
F
Miglitol Fluconazol

Figura 40: Formulas estruturais do Miglitol e Fluconazol.

A investigacdo das caracteristicas individuais das unidades formadoras
destes glicoconjugados permite, dentro da perspectiva de bioconjugacdo, uma

maior compreensao do poder biolégico destas moléculas.
Consideracdes sobre os derivados de carboidratos

Os carboidratos constituem a principal classe de biomoléculas com
papel essencial devido a sua habilidade para agir ndo sé como fonte de energia
e material estrutural, mas também como moléculas sinalizadoras envolvidas na
comunicacdo intramolecular e intercelular em quase todos 0s processos
bioldgicos/fisioldgicos (Gonzales e Mateo, 2009; Dwek, 1996; Ferreira e Rocha,
1997). Desta forma, a participagdo dos carboidratos em um grande numero de
ciclos bioquimicos permite que seus derivados sintéticos destaquem-se como
substancias bioativas (Nogueira et al, 2009), sobretudo como antibacterianos
(Devulapalle et al, 2004; Barradas et al, 2008); antivirais (Barradas et al, 2008),
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antineoplasicos (Yang et al, 2004), antiprotozoarios (Hewitt e Seeberger, 2001)

e antifingicos ( Muhizi, Coma e Grelier, 2008).
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Figura 41: Férmulas estruturais de derivados de carboidratos com atividade

bioldgica.

Na quimica atual de carboidratos, a introducdo de um grupo alcino ou
azido em uma molécula de sacarideo é um processo rotineiro. Este fato
permite um facil acesso a derivados mono e polifuncionalizados que podem ser
racionalmente usados para conjugacdo com outra molécula funcionalizada
(sintética ou bioldgica) por meio de um processo intermolecular (Gonzales e
Mateo, 2009; Dwek, 1996; Ferreira e Rocha, 1997), como por exemplo, através

de uma cicloadic¢do 1,3-dipolar que sera discutida posteriormente.
Consideracdes sobre os anéis triazolicos

Os triazéis sdo substancias hetero-aromaticas, apresentando seis
elétrons 11, sendo que aqueles que nao apresentam substituintes no atomo de
nitrogénio podem se apresentar como trés estruturas tautoméricas (Melo et al,
2006; Nogueira, 2009). A figura 42 mostra as estruturas resultantes do
equilibrio tautomérico da classe de triazbis contendo trés atomos de nitrogénios

vicinais, os 1,2,3-triazéis.
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Figura 42: Equilibrio tautomérico em 1,2,3-triazdis.

Todos os triazois sdo de origem sintética e ndo ha indicacbes, até o
momento, de que estes heterociclicos possam ser encontrados na nhatureza.
Esses heterociclicos tém despertado muito interesse, uma vez que possuem
um vasto campo de aplicacbes, que vao desde usos como explosivos, até
agroquimicos e farmacos (Melo et al, 2006). O interesse em derivados 1,2,3-
triazolicos pela area farmacolégica deve-se ao fato destes compostos serem
bioisésteros dos anéis heterociclicos imidazélico, 1,2,4-triazélico e tetrazolico,
encontrados em substancias com atividades farmacolégicas diversas, como

antifingica, antidepressiva, antiviral, antitumoral e anti-hipertensiva.

Dentre as diversas atividades biol6gicas apresentadas pelos 1,2,3-
triazéis (Melo et al, 2006), destacam-se : antimalarica (Reddy et al, 2010),
antibacteriana (Genin et al, 2008), herbicida e fungicida (Pore et al, 2006),
antialérgica (Buckle et al, 1986), anti-HIV (Alvarez et al, 1994), inibidores de [3-
lactamase (Micetich et al, 1987), antimicrobiana (Holla et al, 2005; Willner,
Jelenevsky e Cheney, 1972), antiinflamatéria (Reddy et al, 2010), receptores de
dopamina D2 (Menegatti et al, 2003) e antiproliferativa (Vicentini et al,1998).
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| \N ", — //f\
N ;Ii), ’CH3> < N.
.G 0 I HgCOOC ~ COOCH; N
2 CO,Na LASSBio-581
antipsicético

BW534087 F inibidor de B-lactamase
anticonvulsante

Figura 43: Estruturas de alguns triazéis e suas atividades bioldgicas.

Os 1,2,3-triazbis sdao unidades conectoras atrativas, uma vez que sao

estaveis frente a degradacdo metabolica. Desta forma, o nucleo triazélico ndo
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pode ser clivado heteroliticamente e nem € susceptivel a rea¢Bes de oxidacao
e reducdo. Os derivados 1,2,3-triaz0is estdo presentes em muitos

medicamentos, tais como Tazobactama e Cefatrizina.

~ . NH»
Tazobactama (agéo bacterial) Cefatrizina (antibiético)

Figura 44: Estruturas de farmacos triazélicos.

Os 1,2,3-triaz6is podem agir como doadores ou receptores de ligacdo de
H, dependendo de sua substituicdo. Em 1,2,3-triazdis 1,4-dissubstituidos, N-2 e
N-3 atuam como receptores de ligagdo de H. O forte momento de dipolo do
triazol polariza H-C-5 a um grau que pode funcionar como um fraco doador de
ligacdo H. Estudos recentes sobre 1,2,3-triazéis revelam que as ligacdes de H
e interacdes dipolo do nudcleo triazélico podem favorecer a ligacdo com os alvos

biomoleculares e melhorar sua solubilidade (Horne et al, 2004).
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2.2 JUSTIFICATIVA

A obtencdo de novos carboidratos triazélicos é fundamentada no
conhecimento de que os glicoconjugados dessa classe tém se apresentado
como potenciais agentes terapéuticos (Da Silva et al, 2009; Hager, Miethchen
e Reinke, 2000; Carvalho et al, 2010; Ferreira et al, 2010) . A literatura relata a
conjugacéao de 1,2,3-triaz0is a derivados de frutose, galactose, ribose e altrose.
Em relacdo as suas unidades formadoras, os derivados de carboidratos
possuem grupos protetores ou hidroxilas livres, enquanto os anéis triazélicos
apresentam substituintes de diferentes grupos funcionais, destacando-se os

sistemas triazélicos 1,4-dissubstituidos.

Neste contexto, propds-se a sintese de novos 1,2,3-triazéis acoplados a
um derivado da D-frutose. Para a sintese de tais glicoconjugados, utilizou-se
um alcino terminal derivado da D-frutose e derivados de azida contendo

diferentes grupos funcionais, utilizando-se a metodologia de “click chemistry”.
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2.3 OBJETIVOS
Neste capitulo, objetivou-se a sintese de novos 1,2,3-triazéis 1,4-
dissubstituidos acoplados a um derivado da D-frutose (compostos 15-19) bem

como a avaliacdo bioldgica dos mesmos.

Os glicoconjugados almejados possuem como estrutura base a parte
derivada do carboidrato ligada ao anel 1,2,3-triazdlico, e diferem-se pelo
substituinte da posicdo 1 deste mesmo anel heterociclico, como mostrado na

figura 45.
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Figura 45: Estruturas dos triazéis contendo agulcares almejados.
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2.4 METODOLOGIA

Para a obtencdo dos triazois acoplados a acucares, compostos 15-19,
propbs-se a utilizacdo das reacgdes do tipo “click chemistry” usando o alcino
terminal derivado da D-frutose (composto 14) e alguns derivados contendo o

grupo azido (compostos a-e).

O conceito de “click chemistry”, proposto por Sharpless e colaboradores
no inicio deste século, identifica uma familia de transformacfes quimicas que
seguem determinados critérios especificos: rendimentos quantitativos, alta
regio-especificidade, ortogonalidade e geracdo de subprodutos inofensivos,
que podem ser removidos por meétodos ndo-cromatograficos (Kolb, Finn e
Sharpless, 2001; Nicolao et al, 2006; Best, 2009).

Embora exista uma lista expressiva de rotas sintéticas que utilizam as
condigdes reacionais do tipo “click chemistry”, as que fazem uso de Cu(l) como
catalisador representam a esséncia desta metodologia (Meldal e Tornoe,
2008). Dentro desta perspectiva, a cicloadicdo 1,3-dipolar azida-alcino
(CuAAC) - figura 46 -tem se destacado e vem sendo adotada em diversas
areas de pesquisa como sintese organica, polimeros, ciéncia de materiais e
quimica medicinal (Gonzales e Mateo, 2009; Wang, Chittaboina e Barnhill,
2005; Dijk et al, 2009; Ilha, 2009).

2
® 1

Ri. . _ Cu (1) R.—~ Ny
N/N\\N@ + R, 1IN “Ns

5
. ‘R,
azida alcino

triazol

Figura 46: Esquema da cicloadi¢cdo azida-alcino catalisada por Cu(l).

As reacOes de cicloadicdo 1,3-dipolares entre azidas e substancias
contendo ligacbes duplas ou triplas na presenca de Cu
(I) sdo regiosseletivas, fornecendo somente o regioisomero 1,4-dissubstituido

(Ferreira et al, 2010; Odlo, Hoydahl e Hansen, 2007). Desde que esta
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cicloadicdo comecou a ser empregada, diversos estudos tém sido feitos para
elucidar o mecanismo reacional e otimizar suas condicdes reacionais (Himo et
al, 2005; Bock, Hiemstra e Maarseveen, 2006; Carvalho et al, 2010).

Uma proposta de mecanismo para a reacdo de formacédo dos 1,2,3-
triazois 1,4-dissubstituidos através da utilizacdo de Cu () como catalisador foi
apresentada recentemente (Himo, F. et al, 2005) e encontra-se esquematizada
na figura 47. De acordo com esta proposta, uma espécie denominada
acetilideo é formada a partir da coordenacao do alcino com Cu (I). A seguir,
ocorre a adicao do dipolo (derivado contendo grupamento azido) ao acetilideo.
Entdo, através da ocorréncia de rearranjos moleculares, o produto 1,4-

dissubstituido é formado seletivamente.

R~__Cs N R R
N 2
7 SCu3H,0 -
N<s N«
N R"
+
< [Cu.SHZO]
RT?u.sto R—=—H
NEN’N‘R
R'—=——Cu.4H,0
acetilideo

Figura 47: Proposta de mecanismo de formacéo de 1,2,3-triazois 1,4-
dissubstituidos (adaptada de Himo, F. et al, 2005).

Para a obtencdo dos triaz0is acoplados a acucares 15-19 fez-se
necesséria a preparacdo do alcino terminal derivado da D-frutose, o composto
14, bem como dos derivados de azida a-e. O composto 14 foi obtido através da
utilizacdo do método de Catalise de Transferéncia de Fase (CFT) (Lucchese et

al, 2000; Leal, 2009;) a partir de 13, enquanto os derivados de azida foram
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obtidos a partir de reacdes de substituicAo nucleofilica (Scriven, 1988)

utilizando como materiais de partida seus respectivos derivados halogenados
(Parkhouse, Garnett e Chan, 2008; Luth e Lowe, 2008; Leonard, Reddie e
Carroll, 2009; Ju, Kumar e Varma, 2006; Colombano et al, 2010). Uma vez

obtidos os derivados de azidas e o alcino 14, estes foram submetidos a reacéo

1,3-dipolar utilizando como catalisadores CuS0O4.5H,0 e ascorbato de sodio.

Os 1,2,3-triaz0is 1,4-dissubstituidos 15-19 foram obtidos com rendimentos

satisfatorios em um processo regiosseletivo. A figura abaixo ilustra a proposta

sintética utilizada.

Ho HO OX
D-frutose 13 14
\ iii
R= P " oH

17

Reagentes e condi¢des: i= acetona, H,SO,4 t.a, 48h; ii= NaOH 50%, CH,Cl, BrN(Bu), BrCH,CCH, t.a, 48h;
i=R-N3 CuS0,.5H,0, ascorbato de sodio, t.a, 7 dias.
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Figura 48: Esquema de sintese linear para obtencédo dos triazois 15-19.
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2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Sintese e caracterizacdo do composto 2,3:4,5-di-O-isopropilideno-3-D-

frutopiranose 13

O derivado da D-frutose protegido por dois grupos isopropilideno nas

posicdes C2, C3 e C4 e C5 foi obtido como produto termodinamico (Meng, Li e

Li, 2007; Beksan, 2003) do tratamento do referido carboidrato com &acido

sulfdrico catalitico em acetona anidra. A reacdo foi realizada a temperatura

ambiente, fornecendo seletivamente o composto 13 apds 72h. O produto bruto

foi recristalizado em hexano, adquirindo a forma de cristais pontiagudos que

fundem na faixa de 92-93 °C (literatura: 94-95°C) em 67% de rendimento.
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Figura 49: Esquema de sintese do composto 13.

No espectro no I.V. do composto 13 observou-se a presenca de uma

banda em 3298 cm™ (deformac&o axial O-H), bandas na regido entre 2985-

2896 cm™ (deformagéo axial C-H de alifaticos), além de bandas entre 1074-

1080 cm™ (estiramento assimétrico C-O-C).
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Figura 50: Espectro no |.V. do composto 13.

No espectro de RMN *H do composto 13 observou-se a presenca de
quatro simpletos intensos entre & 1,33 e 1,52 ppm atribuidos aos prétons
metilicos dos dois grupos isopropilidenos, o que ja sugere a ocorréncia da
reacdo de protecdo seletiva das hidroxilas; um simpleto em & 2,31 ppm,
atribuido ao préton da Unica hidroxila livre ; além dos demais sinais assinalados

no espectro que estao de acordo com o descrito na literatura (Beksan, 2003).

No espectro de RMN **C do referido &lcool, destacam-se os sinais entre
0 23,9 e 27,9 ppm atribuidos aos carbonos metilicos dos grupos
isopropilidenos, além dos sinais atribuidos aos carbonos C2 e aos carbonos
ndo hidrogenados dos grupos isopropilidenos da molécula (Ip) entre 6 103,0 e
111,8 ppm. Os demais sinais estdo de acordo como o descrito na literatura
(Beksan, 2003).

84



) | TN e | hid
of
6 2
4 O 1 -OH
smo
3
o)
g~ 1 j
Ny / o
Il
e e e T T T T
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Figura 52: Expanséo da regiao do carboidrato em 13.
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Figura 53: Espectro de RMN **C do composto 13 (CDCl;, 75MHz).

2.5.2 Sintese e caracterizacdo do composto 2,3:4,5-di-O-isopropilideno-1-

propargil-B-D-frutopiranose 14

A obtencéo do alcino 14 foi realizada a partir da reacdo do composto 13

com brometo de propargila em meio basico, em um processo de transferéncia

de fase. O agente transferidor utilizado foi o sal brometo de tetrabutilaménio.

Apés 24h de reacédo foi observada a formagdo de um composto mais apolar

que o alcool de partida. Apos purificacdo em coluna cromatografica, utilizando-

se como eluente uma mistura de Hex/AcOEt, o composto foi isolado como um

6leo amarelo viscoso em 38% de rendimento.
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Figura 54: Esquema de sintese do composto 14.

No espectro no L.V. do alcino 14 observou-se uma banda em 3263 cm™
(deformacdo axial C-H de alquinos), uma banda em 2115 cm™ (deformacéo
axial C=C de alquinos), além de bandas na regido entre 2989-2935 cm™

(deformacdao axial C-H de alifaticos).
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Figura 55: Espectro no |.V. do composto 14.

No espectro de RMN *H do composto 14 observou-se um tripleto em

2,41 ppm atribuido ao proton acetilénico e um multipleto em & 4,22 ppm
referente ao proton H5 e aos dois protons metilénicos (H7 e H7’) da parte
alquila introduzida nesta etapa, CH,CCH. Estes sinais, e a auséncia do
simpleto em & 2,31 ppm referente a H1 do material de partida, evidenciam a
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ocorréncia da alquilacdo em C1. Os demais sinais estdo de acordo com o

descrito na literatura (Sato e Shizuma, 2003).

No espectro de RMN '3C destacam-se os sinais em & 59,7 ppm,
atribuido ao carbono metilénico da parte alquila e um sinal em & 74,7 referente
ao carbono acetilénico terminal. Além destes, observou-se a presenca de trés
sinais entre & 102,7 e 109,1 ppm referentes aos carbonos C2 e aos dois
carbonos ndo hidrogenados dos grupos isopropilidenos da molécula (Ip). Os
demais sinais foram assinalados no espectro e estdo de acordo com o descrito

na literatura (Sato e Shizuma, 2003).
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Figura 56: Espectro de RMN *H do composto 14 (CDCls, 300MHz).
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Figura 58: Espectro de RMN **C do composto 14 (CDCl;, 75MHz).
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Uma vez sintetizado o alcino terminal 14 prosseguiu-se com a
preparacao dos derivados de azida a-e para posterior realizacdo das reagdes

de cicloadicao.

2.5.3 Sintese e caracteriza¢do dos derivados de azida - compostos a-e

Os derivados de azida a-e foram obtidos a partir do tratamento dos
derivados halogenados correspondentes, em um processo de substituicdo
nucleofilica (Scriven, 1988), utilizando como nucledfilo o sal azida sédica
(NaNs3), como descrito na literatura (Parkhouse, Garnett e Chan, 2008; Luth e
Lowe, 2008; Leonard, Reddie e Carroll, 2009; Ju, Kumar e Varma, 2006;
Colombano et al, 2010). A figura abaixo descreve as condi¢cbes reacionais
utilizadas na preparacdo de cada derivado, bem como os rendimentos obtidos
em cada processo.

NaN3 H,0 o)
Br/\C/:O — N3/\C/\
OH 0-25°C, 72h OH

acido 2-bromoacético 70% a

NaN3 DMF
Br~ " “OH %,

_ e L N3 OH

110°C, 48h
3-bromo-1-propanol 47%

cl NaNs DMSO
D ————
t.a, 24h, 70%

cloreto de benzila

b
©/\N3
(o}
Br
NaN3 DMSO N3
—_—
t.a, 24h, 85%
d

2-bromoetilbenzeno

©/\/\Br NaN3z DMSO ©/\/\N3
e
t.a, 24h, 80%

3-bromopropilbenzeno

[¢]

Figura 59: Esquema de sintese dos derivados de azida a-e.
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Os compostos a-e foram caracterizados por espectroscopia no I.V. e a

tabela 1 apresenta a localizagdo das bandas caracteristicas do grupamento

azido observadas para cada composto.

Tabela 2: Dados experimentais no I.V dos compostos a-e.

Composto l.V. (Csl), v (cm™)
a 2110
b 2125
c 2099
d 2107
e 2110

2.5.4 Sintese e caracterizacao dos triazéis contendo acgucares 15-1

Para a sintese dos triazbis acoplados a acucares 15-19, solubilizou-se o

alcino 14 e o derivado de azida correspondente em uma mistura DMSO/H.0

1:1 (V:V). A solucéo resultante adicionou-se os catalisadores CuS0,4.5H,0 e

ascorbato de sddio (Ferreira et al, 2010). A mistura reacional foi mantida sob

agitacdo constante e a temperatura ambiente por um periodo de tempo que

variou entre 5 a 120h, tendo sido observada a formacéo dos triazbis por CCDS.

Prosseguiu-se com a remocdo dos solventes com auxilio de uma pistola de

secagem e posterior purificacdo do residuo por CCS, utilizando-se como

eluente uma mistura CH»>Cl,/MeOH.

ascorbato de s6dio, H,O/DMSO 00

o)
o
; = . 0 ~~—0
o \/o\// R-N3, CuS04.5H,0, _ o YN
o)

Figura 60: Esquema de sintese dos triazois 15-19.
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2.5.5 Sintese e caracterizacdo do composto 1-(carboximetil)-4-[[(2,3,4,5-di-O-

isopropilideno-B-D-frutopiranos-1-il)oxijmetil]-1,2,3-1H-triazol 15

No espectro de RMN *H, observou-se um simpleto (1H) em & 7,71 ppm

atribuido ao préton do anel triazolico, H9, e um sinal em & 5,12 ppm referente

aos dois protons metilénicos vizinhos ao grupo carboxila, H10 e H10’, que

sugerem a formacédo do composto almejado. Os demais sinais estdo de acordo

com o esperado para a estrutura de 15.

No espectro de RMN *3C, é importante destacar um sinal em & 51,3 ppm

atribuido ao carbono vizinho ao grupo carboxila, C10; um sinal em & 145,6

ppm, referente ao carbono hidrogenado do anel triazolico, C9; um sinal em &

124,3 ppm, referente a C8, além de um sinal em & 168,6 ppm, atribuido a C11.

7 prétons H1, H1

carboidrato

H10, H10’
"o —_—A

o5l el

©
~
o

) | SN WK VI {
(0]

€ 27% 7

5 O O\/O 8 '\!\

O ¢ | N 11
% 15 N_cooH

10
/ | / /// /|
4x CH3

T T T T T T T T T T T T T T I
M 8 7 6 5 4 3

Figura 61: Espectro de RMN *H do composto 15 (CDCls;, 300MHz).

92




0O OO W
aNANANNANAN

T

ppm
— 168,57
—— 145,64
— 124,35

12

Ve
oYL
€ 7
. O O\J/O 8 N~
o ° | N u
% 15 N_cooH
10
‘ C carboidrato CHs

T T ] T T T T l T T T T l T T T T ] T T T T ] T T T T l T T T T l T T T T l T T T T ] T T T T
PPM 180 160 140 120 100 80 60 40 20

Figura 62: Espectro de RMN **C do composto 15 (CDCl;, 75MHz).

2.5.6 Sintese e caracterizacdo do composto 1-(propan-1-ol)-4-[[(2,3,4,5-di-O-
isopropilideno-B-D-frutopiranos-1-il)oxiJmetil]-1,2,3-1H-triazol 16

No espectro no I.V. do composto 16 destacam-se as bandas em: 3398
cm™ (deformacdo axial O-H), 2987-2935 cm™ (deformacdo axial C-H de
alifaticos), uma banda em 1637 cm™ ( deformacéo axial C=C do anel triazélico),
além das bandas na regi&o 1080-1078 cm™ (estiramento assimétrico C-O-C).
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Figura 63: Espectro no |.V. do composto 16.

No espectro de RMN *H, destacam-se: um quinteto em & 2,10 ppm,
atribuido aos dois protons metilénicos centrais da cadeia alquila, H11 e H11’ e
dois multipletos: um em & 3,57 ppm atribuido a H12, H12’ e H1 e outro em &
4,45 ppm referente a H10, H10’ e H7’. Por fim, em & 7,64 ppm ha um simpleto
atribuido a H9. Os demais sinais estdo de acordo com o0 esperado para a

estrutura de 16.

No espectro de RMN *C, observou-se sinais em & 32,7, 41,0 e 58,7
ppm, atribuidos respectivamente a C11, C10 e C12 (carbonos metilénicos da
cadeia alquila). Um sinal em & 123,2 ppm foi atribuido a C9 do anel triazélico.

Os demais sinais estdo de acordo com o proposto para a estrutura.
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Figura 64: Espectro de RMN *H do composto 16 (CDCls, 300MHz).
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Figura 65: Espectro de RMN **C do composto 16 (CDCls, 75MHz).
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2.5.7 Sintese e caracterizacdo do composto 1-(metilbenzeno)-4-[[(2,3,4,5-di-O-
isopropilideno-B-D-frutopiranos-1-il)oxijmetil]-1,2,3-1H-triazol 17

No espectro no I.V. do composto 17 destacam-se as bandas na regiao
entre 2923-2854 cm™ (deformagéo axial C-H de aromaticos, deformagéo axial

C-H de alifaticos) e em 1072 cm™ (estiramento assimétrico C-O-C).

110
105 -

100 +

©
(5]
1

©
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85
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80 1456, 1359
75 4
70 2923, 2854

65
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Figura 66: Espectro no I.V. do composto 17.

No espectro de RMN H, observou-se a presenca de um sinal largo em &
5,42 ppm, atribuido aos prétons metilénicos que unem os dois anéis aromaticos
da estrutura, H10 e H10’; além de sinais na regido caracteristica de protons
aromaticos, em & 7,18-7,36 (6 H), que foram atribuidos aos prétons do anel
benzeno e triazolico, H9. Os demais sinais estdo de acordo com o esperado

para a estrutura.

No espectro de RMN *3C, é importante destacar o sinal em & 5,34 ppm
atribuido a C10, além dos sinais em 6 122,5 e 128,2-129,5 ppm referentes aos
carbonos do anel benzeno. Os sinais em & 134,8 e 145,7 sao referentes aos

carbonos do anel triazdlico, C9 e C8, respectivamente.
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Figura 68: Espectro de RMN **C do composto 17 (CDCls, 75MHz).
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2.5.8 Sintese e caracterizacdo do composto 1-(etilbenzeno)-4-[[(2,3,4,5-di-O-
isopropilideno-B-D-frutopiranos-1-il)oxijmetil]-1,2,3-1H-triazol 18

No espectro no |.V. do composto 18 observou-se bandas em 2987-2935
cm™ (deformacéo axial C-H de aromaéticos, deformac&o axial C-H de alifaticos),
uma banda em 1674 cm™ ( deformacéo axial C=C do anel triazélico), além de

bandas na regi&o de 1080 cm™ (estiramento assimétrico C-O-C).
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Figura 69: Espectro no |.V do composto 18.

No espectro de RMN *H, observou-se o surgimento de um tripleto em &
3,17 ppm atribuido aos dois prétons metilénicos vizinhos ao anel benzeno, H11
e H11’; um multipleto em & 4,55 ppm (3H), referente a H7 e aos prétons
metilénicos H10 e H10’, vizinhos ao anel triazolico, aléem de um dupleto e um
multipleto na regido caracteristica de prétons aromaticos entre & 7,05-7,28 ppm
(6H), referentes aos prétons dos anéis benzeno e triazélico (H9). Os demais

sinais observados estdo de acordo com o proposto para a estrutura de 18.

No espectro de RMN *3C, é importante destacar os sinais em & 37,2 e
52,3 ppm, referentes, respectivamente, aos carbonos metilénicos da cadeia
alquila entre os dois anéis aromaticos C11 e C10, sinais entre 6 123,4 e 129,4

ppm, referentes aos carbonos do anel benzeno, além dos sinais dos dois
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carbonos do anel triazolico, C9 e C8, em & 137,5 e 145,77 ppm,

respectivamente.
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Figura 70: Espectro de RMN *H do composto 18 (CDCls;, 300MHz).
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Figura 71: Espectro de RMN **C do composto 18 (CDCls, 75MHz).
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2.5.9 Sintese e caracterizacado do composto 1-(propilbenzeno)-4-[[(2,3,4,5-di-O-
isopropilideno-B-D-frutopiranos-1-il)oxijmetil]-1,2,3-1H-triazol 19

No espectro de RMN *H, observou-se o surgimento de um quinteto em
2,31 ppm atribuido aos prétons metilénicos centrais da cadeia alquila, H11 e
H11’; um tripleto em & 2,70 ppm, atribuido aos prétons metilénicos H12 e H12’,
vizinhos ao anel aromatico; um segundo multipleto entre & 4,39-4,43 ppm
refrente aos protons metilénicos H10 e H10’ e H7’; um simpleto em & 7,65
ppm atribuido ao préton H9 do anel triazélico. Além destes sinais, € importante
destacar os sinais na regido do espectro caracteristica de prétons aromaticos,
entre & 7,21-7,36 ppm (5H), referentes aos protons do anel benzeno. Os

demais sinais estao de acordo com proposto para a estrutura de 19.

No espectro de RMN *3C, é importante destacar os sinais em & 31,7,
32,6 e 40,7 ppm, referentes respectivamente a C11, C12 e C10, da cadeia
alquila entre os anéis aromaticos, além dos sinais entre & 126,5 e 128,8 ppm

referente aos carbonos do anel benzeno.

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

ppm
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Figura 72: Espectro de RMN *H do composto 19 (CDCls, 300MHz).
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Figura 73: Espectro de RMN **C do composto 19 (CDCl;, 75MHz).

A tabela 2 a seguir resume os dados de 'H RMN discutidos
anteriormente para os triazbis acoplados a agucares 15-19.
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COMPOSTO H1, H1’ H3 H4 H5 H6, H6'  H7, H7’ H9 H10, H10’ :ﬁ :12 outros
; Of 1,35-1,54

Jrofleo— 4,80 4,04 4,04  3,60(m) 4,20 (s) ] ) o

O/%i\o ﬂgi N ) 3,45 (S) (m) (m) (m) 3,85 (m) 434 (S) 7,68 (S) 5,12 (S) (4X CH3)

O~ 15 N._ COOH

) o% 1,31-1,54
T0 0 3,60(m) 5,03 4,75 4,33 (s) (4x CH;)
5 o) \
9& : T:N,N > 203 (m) ) (m) 4,21 (d) 3,70 (m) 4,45 (m) 7,64(s) 4,45(m) 2,10(gq) 3,60 (m)
16 Y
07L 1,22-1,41

oo 4,80 4,80 420 3,92 (m) 7,30 ] ) (4x CH3)

00 ° ° 17 XNS/Q 3,54 (m) (m) (m) (m) 3,79 (m) 4,20 (m) (m) 5,42 (s) 7,30 (SH

S 10 benzeno)

1,29-1,50
o 7; (4x CH3)
o< o0— 4,09 (m) 4,72 3,58 (d) 7,25 7,06-7,25

. PYe) o &N ’ 497 ’ 41 ’ 4 ’ 4 17 _ ’ ’
Ej LXN"N ) sis(@ Y@ gg  ABE U0 g A55M) 0 455(m) 317 () (5H
S N benzeno)

7L 1,37-1,62
(o]

o , (4x CH3)
JmoTheo— 3,70(m) 4,84 4,64 3,79 (d) 4,12 (m) )
3& Lo XNTN ﬂ 12 () m) (ad) 4,28 (d) 3,96 (dd) 441 (m) 7,65(s) 4,41 (m) 2,31(q) 2,70 (t) 7,2(15:',36

1 LR benzeno)

Tabela 3: Deslocamentos quimicos 3, ppm e multiplicidade em *H RMN para os compostos 15-19 (CDCly).
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2.6 AVALIACAO BIOLOGICA DOS TRIAZOIS CONTENDO ACUCARES 15-19

2.6.1 Atividade Antibacteriana:

O perfil de susceptibilidade aos triazois glicosados 15-19 e ao alcino 14
foi investigada in vitro em 4 bactérias American Type Culture Collection
(ATCC) (2 Gram-negativas: Escherichia coli ATCC 11229 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853; 2 Gram-positivas: Staphylococcus epidermidis ATCC
12228 e S. aureus ATCC 25923) pelo método de difusdo em disco (Kirby-
Bauer), de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2007).

Em relacdo ao perfil de susceptibilidade dos microorganismos aos
triazois glicosados, observou-se que nenhuma bactéria foi susceptivel as

drogas sintéticas.

2.6.2 Atividade Antituberculose:
Atividade Antitubercular (M. tuberculosis Hz;Rv ATCC 27294) dos

compostos 15-19. A tabela abaixo descreve os valores de MIC para os triazéis

15-19 avaliados.

Tabela 4: Resultados da atividade antitubercular dos compostos 15-19.

Composto MIC/(ug.mL™)

15 >250
16 >250
17 >250
18 >250
19 >250
rifampicina 0.1
isoniazida 0.03

Os resultados sugerem que nenhum dos compostos sintetizados

mostrou-se ativo.
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2.6.3 Atividade Antileishmania:

Os resultados obtidos de atividade antiproliferativa (50%) in vitro contra
promastigotas de trés espécies de Leishmania, L. amazonensis (IFLA / br / 67 /
PH8), L. braziliensis (MHOM / br / 75 / M2903) e L. major (MRHO SU //59 / P)

mostraram que nenhuma das drogas sintéticas se mostrou ativa.

2.6.4 Teste contra o Trypanosoma Cruzi:

Os compostos foram enviados para testes e até o momento 0s

resultados nao foram concluidos.

2.6.5 Atividade Antifungica:

Os compostos foram enviados para testes e até o momento 0s

resultados ndo foram concluidos.
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2.7 PARTE EXPERIMENTAL

2.7.1 Métodos Gerais

As medidas de rotacdo especifica foram obtidas através do aparelho
modelo BELLINGHAN STANLEY no Departamento de Quimica, ICE, UFJF.

Demais métodos gerais, vide pagina 58.

2.7.2 Sintese do composto 2,3:4,5-di-O-isopropilideno-B-D-frutopiranose 13

Em um baldo de 1000 mL solubilizou-se 5,0 g de D-frutose em 400 mL
de acetona anidra. Apdés alguns minutos sob agitacdo, gotejou-se 1,5 mL de
H,SO, concentrado a mistura, que foi mantida sob agitacdo constante e a
temperatura ambiente. Ao final de 72h, observou-se por CCDS, a formacao de

um composto mais apolar, além da presenca de material de partida.

Prosseguiu-se com a neutralizacdo da mistura reacional utilizando uma
solucdo de NaOH (3,75 M). O solvente foi reduzido com auxilio do rotavapor e
0 6leo amarronzado resultante foi solubilizado em CH,Cl,. A fase orgéanica foi
extraida com H,O (3x), seca com Na,SO, anidro e o solvente removido sob
pressdo reduzida. O produto bruto foi, finalmente, recristalizado em hexano,
formando cristais finos pontiagudos. Rendimento: 67%. As caracterizacdes

estdo de acordo com o descrito na literatura (Beksan et al, 2003).

F.M.: C12H2006

M.M.: 260,28 g/mol

Caracteristica fisica: cristal pontiagudo branco

F.F. (experimental): 92,0-93,0°C F.F. (literatura): 94,0-95,0°C

Rf (CCDS): 0,41 (Hex/AcOEt 70:30) Revelador: 20% H,SO,4 em etanol.
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RMN *H (300 MHz, CDCls) & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 1,33, 1,38, 1,45,
1,52 (4s, 12H, 4x CHy); 2,31 (s, 1H, OH); 3,66 (s, 2H, H1 e H1’); 3,75 (dd, 1H,
H6, Jns s = 3,0 Hz, Jue ne = 12,0 Hz); 3.90 (dd, 1H, HE’, Jye ns = 1,0 Hz, Jne He =
12,0 Hz); 4,22 (d, 1H, H5, Jusne = 1,0 Hz, Jusna = 9,0 Hz); 4,32 (d, 1H, H3,
Jusna = 3,0 Hz), 4,59 (dd, 1H, H4, Juans = 3,0 Hz, Jyapns = 9,0 Hz).

RMN *3C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 26,1, 26,8, 26,6, 28,1 (4x CHs); 60,9 (C6);
70,4 (C1); 72,5 (C5); 75,5 (C3); 76,8 (C4); 104, 7 (C2); 109,6 e 112,0 ( 2x Cyp).

L.V. (KBr), v (cm™): 3298 (deformacéo axial O-H), 2985-2896 (deformacao axial
C-H de alifaticos), 1074-1080 (estiramento assimétrico C-O-C).

[a]p-66,0° (C 1,0 g/mL, cloroférmio)

2.7.3 Sintese do composto 2,3:4,5-di-O-isopropilideno-1-propargil-B-D-
frutopiranose 14

Em um balédo de 50,0 mL, adicionou-se 25,0 mL de uma solu¢do aquosa
de NaOH a 50% (m/v), 0,285 g (0,887mmol) de brometo de tetrabutilaménio,
8,0 mL de CH.CI, e 0,200 g (0,768mmol) do &lcool 13 . Em seguida, gotejou-
se rapidamente 1,5 mL de BrCH,CCH. Vedou-se o baldo e a mistura foi
mantida sob vigorosa agitacdo magnética e a temperatura ambiente por 24h
(Leal, 2009). Verificou-se, por TLC, a formacao de um produto mais apolar que
o carboidrato de partida, além da presenca deste ultimo.

Transferiu-se a mistura reacional para um funil de separagdo contendo
50,0 mL de H,O. O baldo foi lavado com cloroférmio, prosseguindo-se com a
extracdo do produto (2x 50,0 mL de CHCI; ). As fases orgéanicas foram
reunidas, secas com Na,SO, anidro e removidas sob pressdo reduzida.
Seguiu-se com a purificacdo do produto em uma coluna cromatografica,
utilizando-se como eluente uma mistura Hex/AcOEt. O alcino 14 foi obtido
como um Oleo amarelado viscoso (Sato et al, 2008) nas fracfes relativas aos
gradientes Hex/AcOEt 90/10. Rendimento: 38%.
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F.M.: C15H2206

M.M.: 298,33 g/mol

Caracteristica fisica: 6leo amarelo viscoso

Rf(CCDS): 0,70 (Hex/AcOEt 50:50) Revelador: 20% H,SO,4 em etanol.

RMN 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 1,32, 1,40, 1,46,
1,52 (4s, 12H, 4x CHy3); 2,41 (t, 1H, H9, J= 3,0 Hz); 3,65 (s, 2H, H1 e HT’); 3,72
(d, 1H, H6, Juene = 15,0 Hz); 3,89 (dd, 1H, H6’, Jue ne = 15,0 Hz, Jue us = 3,0
Hz); 4,20-4,26 (m, 3H, H5, H7 e H7’); 4.35 (d, 1H, H3, Ju3nsa = 3,0 Hz); 4,58 (dd,
1H, H4, Juans = 3,0 Hz, Juans = 9,0 Hz).

RMN %3C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 24,2, 25,4, 26,0, 26,7 (4x CHa); 59,2 (C7);
61,2 (C6); 70,3 (Cl1); 70,4 (C4); 71,1 (C5); 71,3 (C3); 74,6 (C9); 74,7 (C8);
102,7 (C2); 108,7 e 109,1 (2x Cyp).

V. (Csl), v (cm™): 3263 (deformacao axial C-H de alquinos), 2115 (deformacéo
axial C=C de alquinos), 2989-2935 (deformacéao axial C-H de alifaticos).

[a]lp -50,2° (C 2,39 g/mL, cloroférmio)

2.7.4 Sintese dos derivados de azida a-e

Sintese do acido 2-azido-acético a

Solubilizou-se 0,936 g (14,4 mmol) de NaNs em 10,0 mL de agua
destilada. A mistura foi colocada em banho de gelo e a seguir adicionou-se 1,0
g de acido 2-bromo acético. A reacdo foi mantida sob resfriamento por 2h e

depois a temperatura ambiente por 72h.
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Apos este intervalo de tempo, a mistura reacional foi acidificada para pH
5 com adi¢ao de uma solucao de HCI 1.0 M. Prosseguiu-se com a extracao do
produto com Et,O ( 5x 30,0 mL). O solvente organico foi entdo seco com
Na,SO, anidro e evaporado sob pressao reduzida, fornecendo 0,508 g de um
0leo amarelo pouco viscoso. Rendimento: 70%.

P //O
N Ccl
3 OH

a

As caracterizagbes para 0 composto a estdo de acordo com o descrito

na literatura (Parkhouse, Garnett e Chan, 2008).

Sintese do 3-azido-1-propanol b

Adicionou-se 3,740 g (57,5 mmol) de NaN3 a 20,0 mL de DMF. A seguir,
adicionou-se, 1,26 mL (14,4 mmol) de 3-bromo-l-propanol e a mistura

reacional foi aquecida a 110°C por 48h.

Removeu-se o DMF com auxilio do rotaevaporador e o residuo foi
extraido com CH,Cl,. ApGs remocao da fase organica, obteve-se 0,675 g de

um 6leo amarelo pouco viscoso. Rendimento: 47%.

Ns/\/\O H
b

As caracterizacdes para o composto b estdo de acordo com o descrito

na literatura (Leonard, Reddie e Carroll, 2009).

Sintese dos compostos azidometilbenzeno c, 2-azidoetilbenzeno d e 3-

azidopropilbenzeno e.

Os derivados de azida c-e foram obtidos a partir do tratamento dos
referidos derivados clorados com 2eq. molares de NaN; em DMSO a

temperatura ambiente por 24h. Os produtos de substituicdo foram isolados
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apos extracao liquido-liquido (CH2Cl,/H,0) e remocéo do solvente orgéanico. Os

derivados c-e foram obtidos com rendimentos entre 70-85% como Oleos

caleaulivas

c d e

amarelos.

As caracterizacdes dos compostos c-e estdo de acordo com o descrito

na literatura (Ju, Kumar e Varma, 2006; Colombano et al, 2010).

2.8 Sintese dos triazéis contendo agucares 15-19

Procedimento Geral:

Para a sintese dos triazois acoplados a aclUcares 15-19, solubilizou-se
1,00 mmol do alcino 14 e 1,30 mmol do derivado de azido correspondente
(compostos a-e) em uma mistura DMSO/H,0 1:1 (V:V, 7mL:7mL). A solucéo
resultante adicionou-se os catalisadores CuS0,4.5H,0 (0,05 mmol) e ascorbato
de sédio (0,40 mmol) (Ferreira et al, 2010). A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo constante e a temperatura ambiente por um periodo de tempo que
variou entre 5 e 120 h, tendo sido observada a formacdo dos triazois
glicosados por CCDS. Prosseguiu-se com a remog¢éao dos solventes com auxilio
de uma pistola de secagem e posterior purificacdo do residuo em CCS,

utilizando-se como eluente uma mistura CH»Cl,/MeOH.

2.8.1 Sintese do composto 1-(carboximetil)-4-[[(2,3,4,5-di-O-isopropilideno-3-D-
frutopiranos-1-il)oxilmetil]-1,2,3-1H-triazol 15

Tempo reacional: 41h
Rendimento: 77%

CCS: CH,Cl,/MeOH (95:05)
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F.M.: C17H25N30g

M.M.: 399,40 g/mol

Caracteristica fisica: 6leo marrom viscoso

Rf (CCDS): 0,21 (CH,Cl,/MeOH 80:20) Revelador: 20% H,SO, em etanol.

RMN *H (300 MHz, CDCls) & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 1,35 (s, 6H, 2x
CHy); 1,46, 1,54 (2s, 6H, 2x CH3); 3,45 (s, 2H, H1 e HT’); 3,56-3,65 (m, 1H, H6);
3,85 (m, 1H, HE’); 4,04 (m, 2H, H4, H5); 4,20, 4,34 (2s, 2H, H7 e H7’); 4,80 (m,
1H, H3); 5,12 (s, 2H, H10 e H10’); 7,68 (s, 1H, H9).

RMN *3C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 24,2-28,3 (4x CHgs); 51,3 (C10); 60,4 (C6);
65,1 (C7); 70,3 (C1); 71,9 (C4); 74,0 (C5); 76,8 (C3); 102,7 (C2); 109,3 e 112,2
(Cip); 124,3 (C8); 145,6 (C9); 168,6 (C11).

2.8.2 Sintese do composto 1-(propan-1-ol)-4-[[(2,3,4,5-di-O-isopropilideno-B-D-
frutopiranos-1-il)oxilmetil]-1,2,3-1H-triazol 16

Tempo reacional: 5h
Rendimento: 68%

CCS: CHClx/MeOH (95:05)
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F.M.: C1gH29N307

M.M.: 399,20 g/mol

Caracteristica fisica: 0leo amarelo viscoso

Rf (CCDS): 0,47 (CH,Cl,/MeOH 95:05) Revelador: 20% H,SO,4 em etanol.

RMN 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 1,31-1,54 (6s,
12H, 4x CH3); 2,10 (q, 2H, H11 e H11’); 3,60 (m, 3H, H1, H12 e H12’); 3,70 (m,
2H, H6 e HE’); 4,03 (m, 1H, H1"); 4,21 (d, 1H, H5, Jys 14 = 6,0 HZ ), 4,33 (s,1H,
H7); 4,45 (m, 3H, H7’, H10 e H10’); 4,75 (m, 1H, H4); 5,03 (d, 1H, H3, Jusns =
12,0 Hz); 7,64 (s, 1H, H9).

RMN 3C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 24,2-29,9 (4x CHa); 32,7 (C11): 41,1 (C10);
58,7 (C12); 61,2 (C6); 63,9 (C1); 65,7 (C7); 70,0 (C4); 70,9 (C5); 72,0 (C3);
105,8 (C2); 112,0 (Cyp); 123,2 (C9).

V. (Csl), v (cm™): 3398 (deformacéo axial O-H), 2987-2935 (deformac&o axial
C-H de alifaticos), 1637 (deformacéo axial C=C do anel triazélico), 1080-1078

(estiramento assimétrico C-O-C).

[a]p -50,0° (C 0,240 g/mL, cloroférmio)

2.8.3 Sintese do composto 1-(metilbenzeno)-4-[[(2,3,4,5-di-O-isopropilideno-3-
D-frutopiranos-1-il)oxi]metil]-1,2,3-1H-triazol 17

Tempo reacional: 120 h
Rendimento: 78%

CCS: CHClx/MeOH (97:03)
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F.M.: C22H29N306
M.M.: 431,20 g/mol
Caracteristica fisica: 6leo amarelo viscoso

Rf (CCDS): 0,60 (Hex/AcOEt 70:30) Revelador: 20% H,SO,4 em etanol.

RMN *H (300 MHz, CDCls) & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 1,22-1,41 (4s,
12H, 4x CH3); 3,54 (m, 2H, H1 e H1"); 3,79 (m, 1H, H6); 3,91 (m, 1H, HE’); 4,20
(m, 3H, H5, H7 e H7’); 4,80 (m, 2H, H3 e H4); 5,42 (s, 2H, H10 e H10’); 7,18-
7,36 (3s, 6H, 2 H-0, 2 H-m, 1H-p, H9).

RMN %3C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 24,2-26,7 (4x CHa); 54,3 (C10); 61,2 (C6);
65,7 (C7); 70,1 (C1); 71,1 (C4); 72,1 (C5): 74,0 (C3); 102,7 (C2); 108,6 e 109, 1
(2x Cpp); 122,5 (C-0); 128,2 (C-p); 128,9 e 129,3 (C-m); 134,8 (C9); 145,7 (C8).

V. (Csl), v (cm™): 2923-2854 (deformacdo axial C-H de aromaéticos,

deformacéo axial C-H de alifaticos) 1072 (estiramento assimétrico C-O-C).

[a]p-114,8° (C 0.07 g/mL, cloroférmio)

2.8.4 Sintese do composto 1-(etilbenzeno)-4-[[(2,3,4,5-di-O-isopropilideno-B-D-
frutopiranos-1-il)oxilmetil]-1,2,3-1H-triazol 18

Tempo reacional: 120h
Rendimento: 89%

CCS: CH,Cl,/MeOH (97:03)
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F.M.: C23H31N306

M.M.: 445,22 g/mol

Caracteristica fisica: 0leo amarelo viscoso

Rf (CCDS): 0,40 (100% CH,CI,;) Revelador: 20% H,SO, em etanol

RMN *H (300 MHz, CDCls) & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 1,29-1,50 (5s,
12H, 4x CHg3); 3,17 (t, 2H, H11 e H11’, Ju11110 = 9,0 HZ € Jpi1,H10 = 6,0 H2);
3,58 (d, 1H, H6, Jys e = 3,0 Hz); 3,75 (dd, 1H, H6’, Jue ns = 12,0 Hz € Jye He =
9,0 Hz); 4,09 (m, 1H, H1); 4,18 (d, 1H, H1’, Jq1nr = 9,0 Hz); 4,18 (d, 1H, H5,
Jus.na = 9,0 Hz); 4,55 (m, 3H, H7, H10, H10’); 4,72 (dd, 1H, H4, Jysns = 9,0 Hz,
Jhanz=12,0 Hz); 4,97 (d, 1H, H3, Jus s = 12,0 Hz); 7,06 (d, 2H, 2 H-0); 7,25 (m,
4H, 2 H-m, 1H-p, H9).

RMN %3C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 24,7-28,8 (4x CHs); 37,3 (C11); 52,2 (C10);
60,8 (C6); 65,9 (C7); 70,7 (C1); 71,6 (C4); 72,3 (C5); 74,4 (C3); 123,3 (C-0);
127,7 (C-p); 129,2 e 129,4 (C-m); 137,5 (C9); 145,7 (C8).

V. (Csl), v (cm™): 2987-2935 (deformacdo axial C-H de aromaticos,
deformacédo axial C-H de alifaticos), 1674 (deformacdo axial C=C do anel

triazolico), 1080 (estiramento assimétrico C-O-C).

[a]p-53,2° (C 0,602 g/mL, cloroférmio)
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2.8.5 Sintese do composto 1-(propilbenzeno)-4-[[(2,3,4,5-di-O-isopropilideno-3-
D-frutopiranos-1-il)oxi]metil]-1,2,3-1H-triazol 19

Tempo reacional: 120h
Rendimento: 85%

CCS: CHCl,/MeOH (97:03)

F.M.: C24H33N306

M.M.: 459,53 g/mol

Caracteristica fisica: 6leo amarelo viscoso

Rf (CCDS): 0,42 (100% CH,CI,;) Revelador: 20% H,SO, em etanol

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 1,37-1,62 (7s,
12H, 4x CHj3); 2,31 (q, 2H, H11 e H11’); 2,70 (t, 2H, H12 e H12’); 3,64-3,73 (m,
1H, H1); 3,79 (d, 1H, H6, Jusne = 12,0 Hz); 3,96 (dd, 1H, HE’, Jye ve = 12,0 Hz,
Jusns = 3,0 Hz); 4,09-4,17 (m, 2H, H1’, H7); 4,28 (d, 1H, H5, Jusns = 6,0 Hz);
4,39-4,43 (m, 3H, H10, H10’e H7’); 4,64 (dd, 1H, H4, Jusns = 3,0 HZ, Juzpa =
12,0 Hz); 4,82-4,90 (m, 1H, H3); 7,21-7,24 (m, 3H, 2H-0, 1H-p); 7,34-7,36 (m,
2H, 2H-m); 7,65 (s, 1H, H9).

RMN *3C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 24,2-28,3 (4x CHzs); 31,8 (C11); 32,6 (C12);
49,7 (C10); 60,4 (C6); 61,2 (C7); 65,6 (C1); 70,3 (C4); 72,1 (C5); 74,0 (C3);
102,7 (C2); 109,0 (Cyp); 126,5 (C-p); 128,5 e 128,8 (C-0, C-m); 140,2 (C8).

[a]p-111,1° (C 0,125 g/mL, cloroférmio)
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3 CONCLUSOES

Na primeira parte deste trabalho realizou-se a tentativa de sintese linear
de um analogo do nucleosideo natural 5’-metil-tioadenosina (MTA) a partir da
D-frutose. Foram sintetizados 9 derivados de carboidratos, os compostos 1-9,
sendo 5 deles inéditos (5-9). O composto almejado 9-(6’-metiltio-B-D-
psicofuranosil)-adenina 12 nao foi obtido. No entanto, o trabalho foi valido uma
vez que contribuiu para o estudo de propostas sintéticas de obtencdo de

analogos da MTA.

Na segunda parte do trabalho, foram sintetizados 12 compostos (13-19 e
a-e), sendo 5 deles inéditos, os triazéis contendo carboidratos 15-19. Estes
foram obtidos a partir de uma cicloadicédo 1,3-dipolar entre o alcino derivado da

D-frutose 14 e os derivados de azida a-e.

Os triazGis contendo carboidratos 15-19 foram submetidos a avaliacéo
de suas propiedades biolégicas frente a bactérias (E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus e S. epidermidis), M. tuberculosis Hz;Rv ATCC 27294 e promastigotas
de trés espécies de Leishmania (L. major, L. Braziliensis e L. Amazonensis). No
entanto, nenhum dos compostos se mostrou ativo. Os resultados dos testes
biol6gicos contra Trypanosoma cruzi e fungos ainda estdo em fase de

concluséao.
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