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Resumo

SINTESE E AVALIACAO BIOLOGICA DE DERIVADOS DE
CARBOIDRATOS E NUCLEOSIDEOS

Nos ultimos anos, o estudo da quimica dos carboidratos tem
crescido de forma surpreendente, principalmente com relagdo a diversidade de
aplicagdes bioldgicas desses compostos. O presente trabalho teve como objetivo
sintetizar e avaliar uma série de carboidratos e nucleosideos, para contribuir com
o estudo da relagdo estrutura-atividade destas classes de compostos. Uma série
de ésteres de agucares derivados da glicose, manose, galactose e frutose com os
acidos estedrico e palmitico foi sintetizada a partir do respectivo cloreto de acido
em meio basico aquoso na presenca de DMAP com rendimentos de 30 - 40%.
Foram preparados derivados da manofuranose, galactofuranose e frutose com o
objetivo de sintetizar a  PB-L-manofuranosil(6—2)-frutosil(2—6)-p-L-
galactofuranose, mas as reagdes de acoplamento desses monossacarideos nao
tiveram sucesso € a sua sintese foi interrompida. Nucleosideos purinicos e
analogos foram sintetizados utilizando as condi¢des de Mitsunobu para a purina
desejada e os respectivos alcoois, como o mentol, dodecanol, alcool benzilico,
alcool oléico e derivados da glicose e manose, com rendimentos de 37 - 86%. A
sintese do nucleosideo carbociclico alvo, 4-(6-amino-9H-purin-9-il)-2-
[(tritiloxi)metil]ciclopentanol, foi realizada até o intermediario avangado 6-
cloro-9-(6-oxabiciclo[3.1.0]hex-3-i)-9H-purina. Viarias metodologias foram
empregadas na tentativa de abertura deste epoxido com cianetos, mas nenhuma
foi eficiente. Todos os compostos sintetizados e uma série de 22 carboidratos
comercias foram avaliados biologicamente com relacdo a atividade inibitéria das
enzimas gGAPDH de T. cruzi e APRT de L. tarentolae, atividade
antimicrobiana e avaliacdo frente a formiga Atta sexdens. Os carboidratos
avaliados foram inativos ou apenas inibiram moderadamente a enzima gGAPDH

a 200 pM. Com relagdo a inibicdo da enzima APRT o 4acido D-isoascorbico teve
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uma inibigdo de 67% (100 uM). Os nucleosideos e analogos avaliados com
relagcdo a enzima gGAPDH a 200 uM foram inativos ou tiveram uma inibi¢ado
baixa. Com relagdo a inibi¢do da enzima APRT, a 6-cloro-9-dodecil-9H-purina
apresentou uma inibi¢ao de 63% (100 uM). Os ésteres de acucares derivados de
acidos graxos ndo apresentaram efeitos toxicos as formigas. No caso dos ésteres,
6-O-estearoil-D-glicopiranose, 6-O-palmitoil-D-manopiranose e¢ 6-O-palmitoil-
D-galactopiranose, ocorreu um pequeno aumento da sobrevivéncia das operarias
em relagdo aos respectivos controles. Com relacdo ao crescimento do fungo
simbionte Leucoagaricus gongylophorus a maioria dos compostos nao
apresentou atividade e alguns inibiram no maximo a 20%. Dentre os compostos
avaliados com relagdo ao potencial antimicrobiano a 6-cloro-9-dodecil-9H-
purina, mesmo ndo sendo tdo expressivo como o controle, a Escherichia coli se
mostrou sensivel ao composto em questdo. Os compostos analisados serdo

utilizados no planejamento e sintese de compostos mais ativos.
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Abstract

SYNTHESIS AND BIOLOGICAL EVALUATION OF CARBOHYDRATE
AND NUCLEOSIDE DERIVATIVES

In the last few years, the carbohydrate chemistry has been growing surprisingly,
especially because of the diversity of biological applications of this class of
compounds. This present work aimed to synthesize and evaluate a series of
carbohydrates and nucleosides, in order to contribute for the study of their
structure-activity relationship. A series of sugar esters from glucose, mannose,
galactose and fructose with stearic and palmitic acids was synthesized with the
respective acid chlorides in aqueous basic medium in the presence of DMAP
with 30 - 40% yield. Mannofuranose, galactofuranose and fructose derivatives
were prepared for the synthesis of B-L-mannofuranosyl(6—2)-fructosyl(2—6)-
B-L-galactofuranose, however the coupling reactions were not successful and the
synthesis was interrupted. Purinic nucleosides and analogs were synthesized
under Mitsunobu conditions, using the appropriated purine and the respective
alcohols, as for example, menthol, dodecanol, benzyl alcohol, oleic alcohol and
glucose and mannose derivatives, with 37 - 86% yield. Synthesis of the
carbocyclic nucleoside, 4-(6-amino-9H-purin-9-yl)-2-[(trityloxy)methyl]
cyclopentanol, was carried out wuntil intermediate  6-chloro-9-(6-
oxabicyclo[3.1.0]hex-3-yl)-9H-purine. After several attempts in order to open
the epoxide with cyanides, the synthesis was discontinued. All synthetic
compounds and a series of 22 commercial carbohydrates were biologically
evaluated against T. cruzi gGAPDH and L. tarentolae APRT enzymes, several
microorganisms and the leaf-cutting ant Atta sexdens. The evaluated
carbohydrates were inactive or showed moderate inhibition against gGAPDH
enzyme at 200 M. D-isoascorbic acid showed an inhibition of 67% (100 uM)

against the APRT enzyme. The evaluated nucleosides and analogs were inactive
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or showed low inhibition against the gGAPDH enzyme at 200 uM. 6-Chloro-9-
dodecyl-9H-purine showed an inhibition of 63% (100 uM) against the APRT
enzyme. The sugar esters of fatty acids presented no toxic effect to the ants. In
the case of 6-O-estearoyl-D-glucopiranose, 6-O-palmitoyl-D-mannopiranose ¢
6-O-palmitoyl-D-galactopiranose, it was observed a small growth of the survival
of the worker ants. They showed no inhibition or low inhibition (20%) of the
symbiotic fungus Leucoagaricus gongylophorus. 6-Chloro-9-dodecyl-9H-purine
showed a moderate inhibition against Escherichia coli. The compounds
analyzed will be employed as models for the design and synthesis of more active

compounds.
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1 - Introducio

1.1 - Carboidratos

A palavra carboidrato apareceu durante o século XIX para
descrever uma familia de compostos com foérmula geral C,(H,0O), (hidratos de
carbono). Com a descoberta de novos compostos que nao obedeciam esta
formula, mas apresentavam as mesmas propriedades quimicas, o termo
carboidrato foi modificado e ampliado. Agora inclui compostos poliidroxilados
de aldeidos, cetonas, dlcoois e acidos e seus derivados simples, bem como seus
polimeros que tenham ligagdes poliméricas do tipo acetal. Com esta nova
definicao, mesmo as moléculas que ndo se ajustam a formula geral C,(H,0), sdo

consideradas carboidratos (HECHT, 1999).

1.1.1 - Ocorréncia e funcao dos carboidratos na natureza

Os carboidratos pertencem ao grupo mais abundante de compostos
encontrados em fontes naturais; eles estdo presentes tanto em plantas como em
animais e realizam uma grande variedade de func¢des, como:

1. Energética: sdo os principais produtores de energia sob a forma
de ATP, cujas ligagdes ricas em energia (+ 10 Kcal) sdo quebradas, sempre que
as células precisam de energia para as reagdes bioquimicas. E a principal fungio
dos carboidratos, com todos os seres vivos (com excecao dos virus, que ndo tem
metabolismo proprio) possuindo metabolismo adaptado ao consumo de glicose
como substrato energético. Algumas bactérias consomem dissacarideos (ex.
lactose) na auséncia de glicose, porém a maioria dos seres vivos a utiliza como
principal fonte de energia.

2. Estrutural: a parede celular dos vegetais ¢ constituida por um
carboidrato polimerizado — a celulose; a carapaca dos insetos contém quitina,

um polimero que dé resisténcia extrema ao exo-esqueleto; as células animais



possuem uma série de carboidratos circundando a membrana plasmaética que dao
especificidade celular, estimulando a permanéncia agregada das células de um
tecido.

3. Reserva energética: nos vegetais, ha o amido, polimero de
glicose; nos animais, hd o glicogénio, também polimero de glicose, porém com
uma estrutura mais compacta e ramificada.

As principais fontes de carboidratos sdo as plantas, nas quais esses
compostos sdo biossintetizados a partir da dgua e didxido de carbono no

processo denominado fotossintese:
energia + CO, + H,O — carboidratos + O,

Animais que consomem carboidratos transformam essas moléculas
na presenca de oxigénio em dioxido de carbono, 4gua e a energia requerida para

o trabalho mecanico. Este processo ¢ o reverso da fotossintese:
carboidratos + O, — energia + CO, + H,O

Embora os carboidratos sejam um grupo muito importante de
moléculas por si so, eles também estdo presentes em diversos produtos naturais
como: antibidticos como estreptomicina (1) e puromicina (2) que contém
aminoagucares como seu principal constituinte; acidos nucléicos que sdo
polimeros que controlam a biossintese de proteinas, sendo responsaveis pela
transferéncia da informagdo genética; adenosina 5’-trifosfato (ATP) (3) e

adenosina 5’-difosfato (ADP) (4); etc (Figura 1.1) (HECHT, 1999).
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FIGURA 1.1. Estreptomicina (1), puromicina (2), ATP (3) e ADP (4).

1.1.2 - Uso industrial dos carboidratos

Os carboidratos sao as bases de varias industrias, isto inclui:

1. Alimenticia: a sacarose, um dissacarideo da D-glicose e D-frutose
obtido a partir do aglcar da cana, ¢ usado como agente adogante,
como preservativo para alimentos e como material para a industria
de fermentacdo. A manufatura de assados usa grande quantidade de
amido. Gomas também sdo usadas no processamento de alimentos.

2. Textil: excluindo os materiais sintéticos, o algodao (uma das formas
do polissacarideo celulose) ainda ¢ usado extensivamente como
material na produgdo de tecidos.

3. Plasticos: derivados da celulose (ex., acetato-butirato, propionato, ¢
acetato-ftalato) sdo usados na preparacdo de folhas, filmes, e

materiais de cobertura.



4. Embalagem: a manufatura do papel ¢ uma das mais importantes da
industria. Outros derivados da celulose (ésteres e éteres) sao usados
para a producao de involucro transparente e filme.

5. Farmacéutica e de cosméticos: antibidticos, solugdes intravenosas,
vitamina C, e o uso de carboidratos como material de partida quiral

para a sintese estereosseletiva de agentes farmacéuticos.

1.1.3 - Classificacao de carboidratos

Os carboidratos podem ser classificados em dois grupos principais:
carboidratos simples, que sdo moléculas que contém apenas carboidratos na sua
estrutura, e carboidratos complexos, que sdo moléculas que apresentam

carboidratos ligados covalentemente a lipideos, proteinas, etc (HECHT, 1999).

1.1.3.1 - Carboidratos simples

O termo sacarideo significa agucar. Agucar em sanscrito significa
terra doce, e ainda ¢ usado para incluir membros menores de carboidratos como
monossacarideos e oligossacarideos, que sdo geralmente doces e soliveis em
agua. Baseado no tamanho molecular, os carboidratos simples podem ser

divididos em trés grupos principais:

1.1.3.1.1 - Monossacarideos e derivados de monossacarideos

Monossacarideos sdo poliidroxialdeidos e poliidroxicetonas que
possuem a formula geral C,(H,0),. Devido a polifuncionalidade, eles existem
normalmente em varias formas isoméricas, tanto aciclica e ciclica. A maioria
dos isdmeros ciclicos pode ser isolada na forma pura. Por outro lado, os
isdmeros aciclicos foram detectados apenas em solu¢do como componentes

minoritarios, onde eles coexistem em equilibrio com as formas ciclicas.



a) Constituicio e configuracio: Formas aciclicas

De acordo com o grupo funcional, os monossacarideos podem ser
divididos em dois grupos principais: aldoses (grupo aldeido) e cetoses (grupo
ceto). De acordo com o numero de carbonos, os monossacarideos também
podem ser classificados como: trioses (3 carbonos), tetroses (4 carbonos),
pentoses (5 carbonos), e hexoses (6 carbonos). Esses dois tipos de classificagdao
ddo origem a varios subgrupos que descrevem a constituicdo e¢ a familia
configuracional dos isdmeros. Por exemplo: o subgrupo aldopentose inclui todos

os isdmeros configuracionais das aldoses com 5 4tomos de carbono (STODDART,

1971) (Figura 1.2).

N de carbonos 3 4 5 6
Nome geral trioses tetroses pentoses hexoses
Férmula C3H603 C4H804 C5H1005 CéH]ZOé
molecular
Aldoses
Constituigdo geral CHO CHO CHO CHO
* CHOH * CHOH * CHOH * CHOH
CH,0H * CHOH * CHOH * CHOH
CH,OH * CHOH #CHOH
CH,0H *CHOH
CH,0H
Nome geral aldotrioses aldotetroses aldopentoses aldohexoses
Cetoses
Constituigdo geral THzOH THZOH THZOH THZOH
c=0 C=0 c=0 c=0
| | |
CH,0H * CHOH * CHOH * CHOH
| | |
CH,0H * CHOH # CHOH
|
CH,0H *CHOH
CH,0H
Nome geral triuloses tetruloses pentuloses hexuloses

FIGURA 1.2. Monossacarideos aciclicos.

A convengdao que tem sido adotada para representar as estruturas

dos monossacarideos aciclicos ¢ a Formula da Proje¢ao de Fischer (HECHT,



1999 e HUDSON, 1948). Nesta convencdo, a cadeia de carbono ¢ arranjada
verticalmente com o grupo carbonila no topo (aldoses), ou o mais proximo do
topo (cetoses).

Os nomes dos monossacarideos aciclicos come¢am com a letra
maiuscula (D ou L) seguida pelo prefixo configuracional (ex., eritro-, treo-, ribo-
, glico-, mano-, etc.) e do sulfixo —se. O prefixo indica o nimero de centros
quirais ¢ sua configuragdo relativa. Por exemplo, o prefixo glico indica que
existem 4 centros estereogénicos, € que na formula da proje¢do de Fisher os
grupos hidroxila dos carbonos 2, 4 e 5 estdo no mesmo lado e opostos ao grupo
hidroxila do carbono 3. O par de enantidmeros com configuragdo relativa glico
pode ser distinguido pela convengdo das letras D e L (HUDSON, 1948 e
ROSANOFF, 1906) (Figura 1.3) no inicio do nome indicando a configuragdo
absoluta do carbono quiral mais distante da carbonila (C-5 nas hexoses, C-4 nas
pentoses, C-3 nas tetroses € C-2 nas trioses). Compostos da série D possuem o
grupo hidroxila a direita na férmula da proje¢ao de Fisher e da série L a
esquerda. A configuracdo absoluta de qualquer monossacarideo ¢

completamente determinada pela combinagdo dos prefixos com D ou L

apropriadamente.
CHO CHO
——OH HO—
HO—— ——OH

——OH HO——
——OH HO—
CH,OH CH,OH

5 6

FIGURA 1.3. Par de enantiomeros da glicose (D e L).

b) Constituicio e configuracio: Formas ciclicas
Qualquer aldeido ou cetona pode reagir com um alcool para formar
um hemiacetal. Se esses grupos funcionais estdo presentes na mesma molécula,

entdo um equilibrio ¢ estabelecido entre a cadeia aberta e a forma ciclica. A



posicdo do equilibrio depende da estabilidade termodindmica das formas
aciclicas e ciclicas. As pentoses e hexoses existem predominantemente nas
formas ciclicas.

As representacdes das formas ciclicas dos monossacarideos podem
ser feitas de 3 maneiras: projecao de Fischer (A), perspectiva de Haworth (B) e

perspectiva de Mills (C) (Figura 1.4) (HECHT, 1999).

HOMnm
4

HO

a-D-glicofuranose (8)

FIGURA 1.4. Formulas de Fischer (A), Haworth (B) e Mills (C) para a a-D-glicopiranose (7)
e a-D-glicofuranose (8).

Os anéis monossacaridicos de 5 membros podem ser relacionados
ao tetraidrofurano, sendo entdao chamados de furanoses; os de 6 membros sdo
relacionados ao tetraidropirano, e sao chamados assim de piranoses.

Quando um anel ¢ formado, dois isomeros configuracionais podem
ser obtidos devido a criacdo de um novo centro quiral, que ¢ denominado de
centro anomérico. Os dois isomeros sdao chamados de andémeros. Em outras
palavras, andmeros sdo epimeros que diferem na configuragdo apenas no centro
anomérico. A configuragdo do centro anomérico € indicada pelos prefixos o e .
O 1sdmero o ¢ aquele que possui o grupo hidroxila anomérico (OH-1) voltado

para a face oposta do grupo hidroxila em C-6, configuracao trans. No isomero 3,



estas hidroxilas direcionam-se para a mesma face, como pode ser observado na
figura 1.5 no caso da D-glicose, configuracdo cis. Alguns estudos das estruturas
das formas ciclicas da D-glicose, usando andlise por raios X, demonstraram que
as conformacdes reais dos anéis sdo as formas em cadeira, como pode ser

observado na figura 1.5 nas glicopiranoses A ¢ B.

FIGURA 1.5. Formulas da D-glicopiranose a (A) e B (B), D-glicofuranose a (C) e B (D).

1- Conformacao: Piranoses

Os anéis pirandides podem adotar diferentes conformagdes
similares as observadas no cicloexano, como cadeira, barco, torcida e meia-
cadeira. As duas conformagdes cadeira sio muito mais estaveis do que as outras

conformacodes da piranose, conformeros 9 e 10 (Figura 1.6).

OH

5_OoH
4 o 1
5 (o)
HO  —
HO ) OH 4 3 5
3 OH 1

OH OH

9 10

FIGURA 1.6. Isdmeros conformacionais majoritarios da B-D-xilopiranose.

2- Conformacao: Furanoses

A analise conformacional das furanoses ¢ menos desenvolvida do
que das piranoses. A razdo principal ¢ que a diferenca de energia dos
conféormeros da furanose ¢ tdo baixa que existem muitas formas presentes no
equilibrio da mistura, diferente das piranoses onde um confoérmero ¢
predominante, além do anel de 5 membros ser menos favoravel do que o de 6
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membros. A conformagdo mais comum que as furanoses adotam ¢ a forma

envelope 11 e 12 ou twist 13 e 14 (Figura 1.7).

VﬁQOqc/;]l

FIGURA 1.7. Conformag¢des mais comuns das furanoses.

¢) Monossacarideos naturais e sintéticos e derivados de

monossacarideos

A maioria dos monossacarideos ocorre na natureza como parte de
moléculas maiores como oligossacarideos simples ou complexos ou
polissacarideos (SCHAFFER, 1970).

A D-glicose ocorre livre no sangue, em frutas, mel, etc, e ¢é o
principal componente de varios oligossacarideos e polissacarideos (incluindo
celulose e amido). A D-manose esta presente em vdarios polissacarideos,
incluindo a hemicelulose. Tracos de agtcar livre existem em magas e péras. A
D-frutose ¢ um constituinte do dissacarideo sacarose. A D-ribose ¢ um
constituinte dos acidos nucléicos. A D-galactose ¢ constituinte de varios
oligossacarideos: lactose, melobiose e rafinose.

Todos os monossacarideos que ndo se ajustam a formula C,(H,0),
devido a presenga de grupos funcionais diferentes (ex., amino, halogénio,
acidos, tio, etc.) e os podem ser considerados derivados de monossacarideos
(HORTON e PIGMAN, 1970 e FERRIER ¢ COLLINS, 1972).

Principais grupos de derivados de monossacarideos:

1-  Acidos aldénicos (15) - sdo monossacarideos em que o grupo
aldeido foi substituido por um grupo carboxilico, normalmente existem na forma

de lactona (Figura 1.8).



2-  Acidos urdnicos (16) - sdo monossacarideos em que o alcool
primario ¢ substituido por um 4cido carboxilico, normalmente existem na forma
de lactona (Figura 1.8).

3-  Acidos aldaricos (17) - sio monossacarideos em que 0 grupo

aldeido e o alcool primdrio sdo substituidos pelo grupo carboxila. Existem

15 16 17

FIGURA 1.8. D-Glucono-1,4-lactona (15), D-glucofurano-6,3-lactona (16) e D-glucano-
1,4:6,3-dilactona (17).

normalmente na forma de dilactonas (Figura 1.8).

CH,OH
9

4-  Alditois (18) - sdo derivados de monossacarideos em que o
grupo aldeido ou o grupo ceto sdo substituidos por hidroxilas. Eles ocorrem
extensivamente na natureza (Figura 1.9).

5-  Ciclitois (19) - sdo poliidroxicicloexanos (mesmo possuindo a
formula C,(H,0), ndo sdo poliidroxialdeidos ou poliidroxicetonas para serem
considerados monossacarideos) e polihidroxiciclohexenos, e seus derivados

(Figura 1.9).

CH,OH
HO— OH OH
HO—] HO OH
—OH
HO OH
——OH
CH,OH
18 19
FIGURA 1.9. Manitol (18) e cis-inositol (19).
6-  Aminoagucares - sdo derivados de monossacarideos em que

um ou mais dos grupos hidroxila, exceto o anomérico, foi substituido por uma

funcdo amino (20). Quando a hidroxila da posi¢do anomérica € a que se

10



apresenta substituida tém-se as glicosilaminas ou N-glicosideos. As
glicosilaminas de grande interesse bioquimico sdo os nucleosideos (21), que sdo
constituintes dos acidos nucléicos (DNA e RNA) (Figura 1.10). Nucleosideos
sdo glicosilaminas em que a aglicona ¢ uma base purinica ou pirimidinica. O
acucar componente ¢ normalmente a D-ribofuranose ou 2-deoxi-D-ribofuranose
com uma configuracdo anomérica [. Nucleotideos sdo éteres fosfatos dos

nucleosideos e representam as unidades monoméricas dos acidos nucléicos.

NH,

on OH

HO OH
NHAc

20 21
FIGURA 1.10. 2-Acetamido-2-deoxi-D-galactose (20) e deoxiadenosina (21).

7-  Deoxiagucares (22) - sdo derivados de monossacarideos em
que um ou mais grupos hidroxila, exceto a anomérica, foi substituida por
hidrogénio. Os mais comuns encontrados na natureza sdo as 6-deoxiexoses
(Figura 1.11).

8-  Tioacucares (23) - sao derivados de monossacarideos em que
um ou mais grupos hidroxila sdo substituidos por um grupo tio. Os mais comuns
na natureza sdo aqueles em que a hidroxila anomérica foi substituida; sdo
chamados de 1-tioglicosideos ou S-glicosideos. Eles ocorrem em sementes de
varias plantas; como a singrina (um derivado da 1-tio-D-glucose) isolada das
sementes da mostarda preta (Figura 1.11).

9- Haloaglcar (24) - sdo monossacarideos em que um dos
grupos hidroxila € substituido por um atomo de halogénio. Poucos haloagtcares

sdo encontrados em fontes naturais (Figura 1.11).
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OH

OH OAcC
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HO S

AcO
OH AcO
CHs OH / — OAc

OH OH N Br
0SO3H

22 23 24
FIGURA 1.11. L-Ramnose (22), singrina (23) e acetobromoglicose (24).

10- Acucares insaturados - sd3o monossacarideos com uma dupla
ligacdo. Exemplos de produtos naturais incluem antibioticos nucleosidicos como
a citosinina (25) (Figura 1.12).

11- Acgucares com cadeia ramificada - sd3o monossacarideos em
que tanto um hidrogénio ou um grupo hidroxila do anel é trocado por um
substituinte alquila. Um exemplo natural ¢ a D-apiose (26) (Figura 1.12).

12- O-glicosideos - conhecidos simplesmente como glicosideos,
sao derivados monossacarideos em que o grupo hidroxila anomérico ¢
substituido por um grupo alcoxido. A por¢ao alquilica do grupo alcéxido ¢
denominada como grupo aglicona e o alcool correspondente ¢ chamado glicona.
O residuo carboidrato ¢ denominado como grupo glicosil. Por exemplo, metil a-
D-glicopiranosideo (27) ¢ um glicosideo em que o grupo metila € o grupo
aglicona e a D-glicose ¢ o grupo glicosil. A ligacao entre o agucar e a aglicona ¢

uma ligacao acetal, e ¢ denominada ligagao glicosidica (Figura 1.12).

NH,
N = OH
I
/J‘\ OH OH Q
o N HO
COH HO licaca
igagdo
o CH,0H  OH oH | - gac

glicosidica
OCHs

NH,
25 26 27
FIGURA 1.12. Citosinina (25), D-apiose (26) e metil a-D-glicopiranosideo (27).
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13- Acetais, ésteres e éteres possuem um papel importante como
grupos protetores na quimica de carboidratos. Através de reagdes de protecado e
desprotecdo seletivas de determinadas hidroxilas, obtém-se carboidratos

complexos.

1.1.3.1.2 - Oligossacarideos

Oligossacarideos sdo polimeros compostos de 2 a 10
monossacarideos unidos por ligagdes glicosidicas (KENNEDY e WHITE, 1983).
Moléculas com mais de 10 unidades sdo chamadas de polissacarideos. Os
oligossacarideos representam uma classe Unica de glicosideos, em que a
“aglicona” ¢ também um residuo de carboidrato ao invés de um simples alcool.
Devido ao seu sabor doce, monossacarideos e oligossacarideos menores sao
chamados de agucares. A dogura diminui com o aumento do grau de
polimerizacdo. Em geral, oligossacarideos que tenham mais de quatro
constituintes monossacaridicos sao sem sabor.

De acordo com o numero de unidades de monossacarideos,
oligossacarideos podem ser classificados como di-, tri- e tetrassacarideos, que
podem ser subdivididos em homo-oligossacarideos, constituido de apenas um
tipo de monossacarideo, ou hetero-oligossacarideos, constituido de mais de um
tipo de monossacarideo. Acgucares redutores sdo carboidratos doadores de
elétrons (reduzem agentes oxidantes) por possuirem grupos aldeidicos ou
cetonicos livres ou potencialmente livres. Oxidam-se em meio alcalino. Esta
propriedade ¢ empregada para analise e quantificagdo dos carboidratos.

a) Dissacarideos

A sacarose (28) (hetero-oligossacarideo nao-redutor) ¢ um dos
carboidratos mais comuns, sendo obtida comercialmente da cana-de-agticar ou
beterraba. E a principal reserva de carboidrato solavel e fonte de energia e um

importante componente da dieta humana. A lactose (29) ¢ um hetero-
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oligossacarideo redutor, também conhecida como agucar do leite, e ocorre

principalmente no leite de mamiferos aproximadamente na concentracao de 5%

(HECHT, 1999) (Figura 1.13).

OH
o
oHOH
HO OH
HO o
OH o
o HO
o OH

CH,OH

HO
OH
Q OH

CH,OH
OH

28 29
FIGURA 1.13. Sacarose (28) e lactose (29).

Outros dissacarideos ocorrem como elementos estruturais de

glicosideos, polissacarideos, ou outros oligossacarideos.

b) Trissacarideos
A rafinose (30) (hetero-oligossacarideo nado-redutor) ¢ o
trissacarideo mais abundante encontrado na natureza. E amplamente distribuido
em plantas, mas em menor concentracdo do que a sacarose. A panose (31)
(homo-oligossacarideo redutor) ¢ um elemento estrutural do polissacarideo

amilopectina (Figura 1.14).

oHPH
OH

HO HO

HO OH

OH

OH

OH

30 31
FIGURA 1.14. Rafinose (30) e panose (31).
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¢) Oligossacarideos maiores

Oligossacarideos contendo entre 2 e 10 unidades de
monossacarideos sdo isolados a partir de polissacarideos. Uma exceg¢do ¢ a
dextrina de Schardinger (32) (CLARKE et al., 1988) conhecida como
cicloamiloses ou ciclodextrinas (Figura 1.15). S3o oligossacarideos ciclicos da
glicose que sdao produzidos a partir do amido pela acdo de uma enzima
hidrolitica do Bacillus macerans. Sio sélidos cristalinos que contém entre 6 e 10
unidades de a-D-glicopiranose por molécula. Esses compostos se ligam a
moléculas pequenas formando compostos de inclusdo. Sdo usados na produgdo

de agentes farmacéuticos, pesticidas, estabilizantes de emulsao, etc.

OH

HO o o]
o
OH 7 o
OH
HO 0
HO OH
OH
0,
o
HO OH
OH
o
o) OH
OH
o OH o OH OH
o
HO
32

FIGURA 1.15. Ciclodextrina (32).

1.1.3.1.3 - Polissacarideos

Os polissacarideos sdo polimeros naturais compostos por mais de
10 monossacarideos ligados glicosidicamente (ASPINALL, 1982). Poucos
polissacarideos naturais contém 25 a 75 residuos de monossacarideos, enquanto
a grande maioria t€ém 80 a 100 residuos. Outros como a celulose tém em média

3000 residuos de D-glicose.
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Os polissacarideos ocorrem na maioria dos organismos vivos. Eles
servem como estruturas materiais (ex., celulose), compostos de armazenamento
de alimento (ex., glicogénio), etc.

Os polissacarideos podem ser hidrolisados aos seus constituintes
oligo- e monossacarideos. Quanto maior o grau de polimerizacdo, menor a
solubilidade em agua e maior a viscosidade.

Os polissacarideos podem ser classificados em duas classes
principais: homopolissacarideos, que sdo constituidos por um tipo de
monossacarideo e heteropolissacarideos, que sdo constituidos por mais de um
tipo de monossacarideo. Podem ainda ser subdivididos em linear ou ramificado.
De acordo com a sua origem podem ser classificados como polissacarideos de

plantas, animais, bactérias, fungos ou algas.

1.1.3.2 - Carboidratos complexos

As moléculas que contenham carboidratos como constituinte
minoritario ou majoritario, sdo chamadas de carboidratos complexos (SHARON,
1975). Nesta categoria estdo glicosideos complexos, antibidticos de
carboidratos, acidos nucléicos, glicoproteinas, proteoglicanas, peptideoglicanas,

lipopolissacarideos e glicolipideos.

1.1.3.2.1 - Glicosideos complexos

Ao contrario dos glicosideos simples, em que o grupo aglicona ¢
um grupo alquila simples ou um substituinte fenila, os glicosideos complexos
tém agliconas mais elaboradas como, antraceno, fenantreno, carotenos e
flavonas (HECHT, 1999). Temos como exemplo, a fraxina (33) constituinte da
castanha-da-india (Aesculus hippocastanum L.) que ¢ utilizada no tratamento de

afec¢des cardiacas e circulatorias; a frangulina (34) ¢ encontrada na casca da
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Rhamnus frangula e possui atividade digestiva e a hesperidina (35), encontrada
na casca de frutas citricas, tem capacidade antioxidante e atividade reguladora

sobre a permeabilidade capilar (Figura 1.16).

HsCO. AN OH o} OH
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FIGURA 1.16. Fraxina (33), frangulina (34) e hesperidina (35).

1.1.3.2.2 - Carboidratos como antibioticos

Antibidticos sdo compostos elaborados por microrganismos, que
inibem o crescimento de outros microrganismos. O mecanismo de acao envolve
a interferéncia na sintese do DNA, RNA ou proteinas. Embora agrupados devido
a sua atividade biologica similar, estruturalmente eles podem ser classificados
em diversas categorias diferentes. Por exemplo, puromicina (2) pode ser
considerada uma glicosilamina, e nesta categoria um nucleosideo. Daunomicina
(36) pode ser considerada um glicosideo complexo (Figura 1.17). Por esta razao,
antibidticos sdo também classificados de acordo com as suas caracteristicas
estruturais, por exemplo, nucleosidicos, aqueles que contém grupos aromaticos,

aminoglicosidicos, etc.
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FIGURA 1.17. Puromicina (2) e daunomicina (36).

1.1.3.2.3 - Acidos nucléicos

O 4cido ribonucléico (RNA) ¢ um polimero de ribonucleotideos
ligados por pontes de fosfodiésteres entre as posicdes 3" e 5°. O 4acido
deoxiribonucléico (DNA) ¢ um polimero de deoxiribonucleotideos ligados por
pontes de fosfodiésteres entre as posicdes 3" ¢ 5. Ambos ocupam uma posi¢ao
central na biologia molecular. O DNA ¢ a molécula responsavel para armazenar
a informagdo genética ¢ o RNA, entre suas funcdes, ¢ responsavel para a

transferéncia de informagao genética em estrutura de proteina.

1.1.3.3 - Outros

Glicoproteinas - existem proteinas ligadas a carboidratos por
ligacdes N- e O-glicosidicas (MONTREUIL, 1982 e SHARON e LIS, 1982). Elas sdo
constituidas de um esqueleto central de proteina em que as cadeias laterais dos
carboidratos estdo ligadas. Essas cadeias de carboidratos sdo normalmente
hetero-oligossacarideos ramificados com 15-20 unidades de monossacarideos. A
funcdo da cadeia lateral de carboidrato ¢ a estabilizagdo conformacional da

proteina, protecdo contra a proteolase, e classificacio do tipo sangiiineo

18



humano. Também estao envolvidas na adesao, comunicag¢ao, reconhecimento,
regulamentacao do crescimento celular.

Proteoglicanas - como as glicoproteinas, as proteoglicanas contém
um esqueleto central de proteina onde os carboidratos sdo ligados
glicosidicamente (GARG e LYON, 1991; KUETTNER e KIMURA, 1985). S6 que
neste caso o carboidrato ¢ linear e possui em torno de 100 unidades de
monossacarideos, geralmente unidades de dissacarideos que se repetem. No
dissacarideo, uma unidade de agucar € sempre uma hexosamina (glucosamina ou
galactosamina), normalmente na forma N-acetilada e a outra ¢ um acido
hexurdnico (acido glucurdénico ou é&cido L-idurdnico). Podem estar presentes
ainda grupos sulfato ligados ao grupo hidroxila ou amino. Ocorrem em varios
tecidos animais e fluidos, sdo importantes em tecidos conectivos como, pele,
0ssos, cartilagens e ligamentos.

Peptideoglicanas - sdo macromoléculas complexas altamente
ramificadas que existem na parede celular das bactérias. Elas consistem de
linhas de polissacarideo linear cruzadas com unidades de oligopeptideos. Os
principais constituintes sdo 2-acetamido-2-deoxi-D-glicose e 2-acetamido-2-
deoxi-3-O-(1-carboximetil)-D-glicose, € os aminoacidos D- e L-alanina, o 4cido
D-glutamico e L-lisina. S3o responsaveis pela rigidez da parede celular.

Lipopolissacarideos - sdo moléculas muito complexas que sdo o
principal constituinte do envelope externo celular das bactérias gram-negativas.
As cadeias de acido graxo estdo ligadas ao residuo de carboidrato através de
ligagdes amidicas. Sdo imunologicamente ativos € servem como receptores para
os bacteriofagos.

Glicolipideos - os lipideos normalmente existem combinados com
proteinas ou carboidratos, e fazem parte da superficie celular. Os glicolipideos
sao essencialmente lipideos que cont€ém carboidratos como componente
minoritdrio. A exata fun¢do dos glicolipideos ainda ¢é objeto de muita

especulagdo. Eles podem transportar carboidratos através das membranas. Eles
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sao conhecidos por estarem envolvidos na biossintese de glicoproteinas e
proteoglicanas, e na inibicdo da atividade biologica de toxinas e agentes

antivirais.

1.2 - Pesquisa Basica

O distanciamento entre universidades e empresas como entre a
ciéncia e a tecnologia no Brasil ¢ um desafio. O pais necessita a0 mesmo tempo
melhorar a qualidade da educagdo basica, da educagao profissional e o acesso a
educagao superior. O governo tem um papel importante a cumprir induzindo
acoes concretas para que as Universidades e Empresas passem a interagir
beneficiando-se mutuamente e ao Brasil.

A interacdo universidade — empresa ¢ um assunto muito comentado
e pouco resolvido no Brasil. Ciéncia e pesquisa sdo feitas nas universidades e
em alguns institutos isolados. A universidade mais antiga do Brasil ainda nao
fez 100 anos. Tanto em universidades quanto em institutos a pesquisa acontece
majoritariamente por conta das instituigdes publicas com financiamentos
insuficientes. As empresas se acostumaram a buscar tecnologia nos paises do
primeiro mundo, ignorando o desenvolvimento cientifico nacional. Apenas bem
recentemente, 2001, o governo federal passou a demonstrar alguma preocupacao
com estes fatos, através dos Fundos de Infraestrutura (Schreiner, 2001).

O desenvolvimento de faArmacos ¢ um processo multidisciplinar e,
as equipes de diferentes areas devem trabalhar em sintonia, para alcancar as
metas de forma objetiva. A prioridade no desenvolvimento de farmacos depende
de uma politica industrial forte e de grandes investimentos em pesquisa basica e
aplicada e reconhecer que paises que negligenciam a produgdo propria de
medicamentos amargam uma condic¢ao de dependéncia tecnoldgica.

A inovagdo de um medicamento ¢ um excelente negdcio para a
industria. No entanto, o processo de descoberta de um novo farmaco ¢ lento e

depende de grandes investimentos em pesquisa.
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O impasse em relagdo aos farmacos no pais ¢ um forte entrave para
o desenvolvimento da economia nacional. A medida que ambos os setores,
universidade e industria, perceberem o quio vantajoso pode ser para o Brasil
que ambas caminhem lado a lado no desenvolvimento de novos remédios,

certamente o pais ganhara posi¢do vantajosa no setor.

1.3 - Recentes Estudos na Quimica de Carboidratos

Nos ultimos anos, o estudo da quimica dos carboidratos tem
crescido de forma surpreendente, principalmente com relagdo a diversidade de
aplicacdes biologicas desses compostos.

Um grupo da Kirin Pharmaceutical (YANG et al, 2004) estudou a
acdo de varios extratos da esponja Agelas mauritianus em cobaias. Foi
observada uma potente atividade antitumoral, que estd relacionada aos
glicolipideos chamados agelasphins (37). Estudos de relagdo estrutura-atividade
mostraram que um analogo mais simples destes glicopeptideos como a
substancia 38 apresenta atividade imunoestimuladora frente ao cancer, malaria,
diabetes, tuberculose, tripanossomiases e outras doengas. Outros estudos foram
realizados e foi observado que o derivado C-glicosideo 39 possui excelente
potencial como agente farmacéutico. Ele se mostrou ativo a Ing contra a
malaria, sendo 1000 vezes mais ativo do que O-glicosideo. Foi estudada a
atividade frente a células de melanoma B16 que ataca os pulmodes e se mostrou

100 vezes mais ativo a 10 ng do que o O-glicosideo 38 (Figura 1.18).
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FIGURA 1.18. Glicosideos com atividade imunoestimuladora.

A sacarose ¢ uma matéria-prima de fonte renovavel e de baixo-
custo que vem despertando interesse como reagente na sintese de surfactantes
nao-idnicos, polimeros, adocantes, emulsificantes, entre outros. No final da
ultima década foi divulgado que menos de 2% da produg¢do de aglcar dos
Estados Unidos foram destinados a usos ndo alimenticios. Assim como os
alcoois, a partir da sacarose pode-se obter ésteres, éteres, uretanas, além da
possibilidade dos grupos hidroxila serem substituidos por hidrogénio, haletos,
tidis, tiocianatos, tioacetatos, azidas e outros grupos monovalentes, implicando
em modificacdes nas suas propriedades quimicas, ¢ podendo resultar em
compostos de interesse tecnoldgico (BoscoLo, 2003).

As bactérias orais estreptococci mutantes possuem um papel
importante na iniciagdo da carie dentaria, porque suas glicosiltransferases
sintetizam polissacarideos a partir da sacarose permitindo a colonizacdo na
superficie do dente. Foram testados alguns ésteres graxos da sacarose (40),
maltose (41) e maltotriose (42) (Figura 1.19) preparados por processos
enzimaticos, que apresentaram capacidade inibitoria de 100% (100 pg/mL)
frente a bactéria Streptococcus sobrinus. Conseqiientemente esses derivados de
carboidratos ndo toxicos sao muito promissores quanto a sua inclusdo como
produtos de higiene oral para o combate da placa bacteriana e prevengao das

caries (DEVULAPALLE et al., 2004).
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FIGURA 1.19. 6-O-Lauroil-sacarose ~ (40), 6’-O-lauroil-maltose  (41), 6’ ’-O-lauroil-
maltotriose (42).

Estudos recentes também apresentaram derivados da sacarose com
acdo inseticida como € o caso do palmitato da sacarose (43) que foi eficiente
com relacdo a praga da mosca-branca (ALVES et al., 2003) e o octanoato da
sacarose (44) efetivo contra algumas pragas como Cacopsylla pyricola da péra,
Myzusnicotianae sp. do tabaco e Tetranychus urticae da maga (PUTERKA et al.,
2003) (Figura 1.20).
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FIGURA 1.20. Esteres graxos da sacarose com acio inseticida.
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Alguns produtos naturais como os tetra- e trissacarideos triclorin-A
(45) e triclorin-F (46) possuem atividade antimicrobiana, citotoxica ¢ herbicida

(Figura 1.21) (BRITO-ARIAS et al., 2004).

FIGURA 1.21. Triclorin-A (45) e triclorin-F (46).

O agente causador da leishmaniose, o parasita do género
Leishmania, possui em sua superficie celular lipofosfoglicanas (LPG), que sdo
constituidas de glicosilfosfatidilinositol (GPI), um dissacarideo fosforilado que
se repete, e diferentes oligossacarideos (47). O tetrassacarideo terminal
ramificado no final da LPG constitui um alvo atraente para uma vacina. Este
sacarideo foi sintetizado e ligado covalentemente a uma proteina de transporte,
keyhole limpet hemocyanin (KLH), para obtengdo de uma vacina semissintética
(48) que estd em teste e tem mostrado bons resultados iniciais (Figura 1.22)

(HEwWITT et al., 2001).
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FIGURA 1.22. Leishmania LPG (47) e vacina semisintética (48).

A primeira vacina comercial de carboidrato sintético (49) foi
aprovada em Cuba para uma bactéria que causa pneumonia € meningite

principalmente em criancgas (VERES-BENCOMO et al., 2004) (Figura 1.23).
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FIGURA 1.23. Primeira vacina comercial de carboidrato sintético (49).

A doenca de Chagas ¢ uma infeccdo causada pelo protozodrio
Trypanosoma cruzi, que é altamente dependente da glicolise para a producao de
energia. A inibicdo de enzimas desse caminho metabdlico pode privar o parasita
da energia necessdria para sua sobrevivéncia. A enzima glicossomal
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gGAPDH) ¢ um alvo atraente para o
desenvolvimento de novos agentes tripanossomicidas. O Laboratério de
Produtos Naturais do DQ-UFSCar vem realizando o isolamento de produtos
naturais, monitorado pelos ensaios de inibi¢do da enzima gGAPDH do T. cruzi.

Dentre as substancias que apresentaram atividade destacou-se uma fragdo n-
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butandlica do extrato metanolico dos galhos da Rapanea umbellata que
apresentou uma inibicao da gGAPDH de 95-100% a 100 pg/mL. Esta fracao foi

testada na forma de uma mistura de 4 trissacarideos (Figura 1.24).
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FIGURA 1.24. Mistura de 4 trissacarideos.

O trissacarideo 53 foi modelado por DOCK 3.5 e apresentou
analogia estrutural com o NAD" (Figura 1.25), acreditando-se entdo que este

seria o composto ativo (PLACERES NETO, 2000).
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FIGURA 1.25. NAD".

Estudos de derivados nucleosidicos (Figura 1.26) também levaram

a bons resultados de inibigao enzimatica da gGAPDH de T. cruzi (LEITAO et al.,

2004).
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FIGURA 1.26. Nucleosideos 54-58 com atividade tripanossomicida.

Em estudos com nucleosideos derivados do pirazol observou-se boa
atividade antitumoral, sendo que o produto 59 apresentou melhor atividade in
vitro com ICsy = 16.4uM com relagao a leucemia humana (HL 60) (ABDOU et
al., 2004). Encontra-se em realizacdo estudos da atividade antiproliferativa e do
mecanismo de acdo de derivados de &cidos graxos da arabinofuranosilcitosina
frente a leucemia e em células tumorais sélidas, podendo-se destacar o derivado
do 4cido elaidico (60). Os acidos graxos auxiliariam no transporte celular

(BERGMAN et al., 2004) (Figura 1.27).
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FIGURA 1.27. Nucleosideos com atividade antitumoral.

Quinze nucleosideos purinicos e seus ésteres derivados O-
acetilados foram avaliados com relagdo a atividade tripanossomicida
(Trypanosoma brucei brucei e T. brucei rhodesiense). Foi observado que a O-
acetilacdo aumentou a atividade tripanossomicida in vitro. Em varios exemplos,
a O-acetilacao transformou nucleosideos aparentemente inativos em compostos

com significante atividade, ICsy <25 uM (Figura 1.28) (SUFRIN et al., 1996).

61 62 63 64

FIGURA 1.28. Nucleosideos 61-64 inativos que apos O-acetilacdo apresentaram atividade
tripanossomicida.

Estudos preliminares frente ao virus ortopox mostraram que
analogos nucleosidicos do tipo ciclopentenil, particularmente derivados da
adenina (65), citosina (66) e 5-F-citosina (67), possuem potente atividade

antiviral (Figura 1.29) (CHU et al., 2003).
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FIGURA 1.29. Nucleosideos 65-67 com atividade antiviral.

O laboratorio de Cristalografia do Instituto de Fisica de Sao Carlos
(IFSC/USP) com o auxilio de técnicas computacionais, DOCK 3.5 encontrou
possiveis inibidores da enzima gGAPDH de T. cruzi (PAVAO, 1996). Dentre as
substancias apontadas pelos calculos computacionais, encontra-se o nucleosideo
carbociclico 68. Este composto ¢ formado pelo anel adenina ligado a um

ciclopentano a semelhanca da adenosina (Figura 1.30).
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FIGURA 1.30. Nucleosideo carbociclico 68.
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OBJETIVOS






2 - Objetivos

Tendo em vista a imporwancia dos carboidratos e nucleosideos
devido as suas inumeras propriedades bioldgicas e/ou farmacologicas, esse
trabalho teve como objetivo contribuir para o estudo da relacdo estrutura-
atividade destas classes de compostos. Mais especificamente, os objetivos deste
trabalho foram:

- Preparagdo de uma série de ésteres de acticares derivados de acidos graxos.

- Sintese do trissacarideo 53 extraido dos galhos de Rapanea umbellata.

- Preparacao de uma série de derivados de nucleosideos e analogos.

- Sintese do nucleosideo carbociclico 68 proposto por DOCK 3.5.

- Avaliagdao das atividades bioldgicas dos compostos sintetizados através dos
bioensaios disponiveis: atividade inibitéria com relagao as enzimas gGAPDH de
T. cruzi e APRT de L. tarentolae, atividade antimicrobiana.

- Avaliagdo da atividade inseticida frente a formiga Atta sexdens.
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RESULTADOS E DISCUSSAO






3 - Resultados e Discussao

3.1 - Sintese dos ésteres de agucares e acidos graxos

Na literatura, a maioria dos relatos com relagdo a esterificacdo de
acucares com dacidos graxos ¢ referente a sacarose, principalmente por seus
derivados serem empregados na industria. Dois pontos sdo importantes nos
casos das reagdes envolvendo a sacarose como poliol, o primeiro € o controle do
grau de substituicdo. Esta seletividade ¢ critica, desde que o grau de substituicdo
¢ intimamente relacionado a natureza da aplicagdo industrial dos compostos. Por
exemplo, diferentes tipos de emulsdao sdo obtidos dependendo da distribui¢do da
substituicao dos ésteres de acidos graxos da sacarose. A regiosseletividade € o
segundo ponto importante. Mesmo com propriedades fisico-quimicas similares,
regioisomeros podem ser diferentes em sua toxidez, cheiro, sabor ou

biodegradabilidade.

Existem varios processos para a preparacao desses ésteres, como
por exemplo, a reacdo de transesterificacdo da sacarose com estearato de metila
em dimetil formamida (DMF) na presenca de catalisador como carbonato de
potassio, obtendo-se o produto com 60-75% de rendimento. O problema basico
¢ a purificacdo da mistura reacional. Os produtos da reagdo sdo extremamente
viscosos contendo agucares parcialmente decompostos e solventes. Uma
alternativa ¢ o uso de dimetilsulféxido e H,SO, como catalisador (FARONE et al,

1998).

Na tentativa de eliminar o uso de solventes organicos, a sacarose
foi misturada com estearato de metila e estearato de sodio, usando como
catalisador carbonato de potassio e agua como solvente. Os rendimentos foram

baixos 30-35%, tendo maior perda e produtos de decomposigao.
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O estudo da sintese do octanoato do xilitol e do sorbitol, sem
solvente na presenca de H,SO4 ou H;PO4 como catalisador, levou a obtengao

dos ésteres com rendimento de 80-90% (FARONE et al., 2002).

Uma alternativa ¢ a reagdo enzimatica que ¢ bastante seletiva.
Como exemplo temos a transesterificacio de di- e trissacarideos com ésteres
vinilicos, usando a lipase da Humicola lanuginosa (imobilizada em Celite),
obtendo-se a acilagdo na hidroxila priméria da por¢ao glicose com rendimentos

de 21-90% (Esquema 3.1) (FERRER et al, 2000).

OH

OR
o 0 o)
HO OH H. lanuginosa lipase / Celite  HO OH
HO + \(\/))L o/\ HO
OH o n 2-metil-2-butanol/DMSO OH o
o) o)
HO oH HO oH
OH OH

n=06-16 40°C

R = CO(CH,),CH;

ESQUEMA 3.1. Reacao de transesterificacao enzimatica.

Para a preparagcdo dos ésteres desejados foram realizados varios

testes usando diferentes metodologias, resumidas na Tabela 3.1.
Acido graxo + aglcar > ¢ster

TABELA 3.1. - Tentativa de obten¢ao dos ésteres

Teste Acido graxo aglcar Condicades Temp. (°C)
1 Estedrico Manose H3PO, 150
2 Estedrico Galactose H3PO, 150
3 Estearato de metila Manose K.CO3; / DMSO 95
4 Cl. de estearoila Manose CH,Cl,/Benzeno/Pir. t.a.
5 Cl. de estearoila Manose EtsN/ DMF t.a.
6 Cl. de estearoila Glicose EtsN/ DMF t.a.

Os testes 1 ¢ 2 envolveram a reacdo de esterificacado do acido

estearico com a manose € a galactose em presenca de acido fosforico (FARONE et
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al., 2002), o meio reacional foi mantido a 150°C por 28 horas, ndo ocorrendo

nenhuma reagao, recuperando-se os materiais de partida.

No teste 3, primeiramente foi realizada a esterificacdo do acido
estearico com metanol em meio acido (FARONE et al.,, 1998 e 2002) para a
obtengdo do respectivo éster metilico. Em seguida foi feita a reacdo de
transesterificacdo do estearato de metila com a manose em DMSO na presenca
de K,CO;. O meio reacional foi mantido a 95°C por 24 horas, ndo ocorrendo
nenhuma reagdo, sendo apenas observados os materiais de partida (FARONE et
al., 1998 ¢ 2002).

Uma alternativa, teste 4, foi a preparacdo do éster a partir do
respectivo cloreto de acido (EFREMOVA et al, 2000). O cloreto de estearoila foi
reagido com a manose em CH,Cl, e benzeno, na presenca de piridina sob
atmosfera de nitrogénio (EFREMOVA et al., 2000), recuperando-se os materiais
de partida.

Nos testes 5 e 6, fez-se a reacdo de esterificacdo do cloreto de
estearoila com a manose e a glicose em DMF na presenca de trietilamina, sob
atmosfera de nitrogénio (ZHAI et al, 2003), sendo observados apenas os
materiais de partida.

No trabalho realizado por THEVENET et al (1999) com a
esterificacdo da sacarose com cloreto de octanoila foi estudado a monoacilagao
em meio aquoso com reagentes sensiveis a agua como cloreto de 4acidos e
cloroformatos de alquila. Levando a possibilidade do uso de agua como um
solvente alternativo para a esterificagdo da sacarose ao invés de solventes
organicos como DMF, DMSO ou piridina. Por fim, a rea¢do do cloreto de
estearoila (69) e cloreto de palmoila (70) com os agucares desejados foi feita em
meio aquoso na presenca de DMAP em meio basico. As reagdes foram
realizadas com a glicose (7), manose (71), galactose (72) e frutose (73) (Figura

3.1).
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FIGURA 3.1. Cloretos de estearoila (69) e palmoila (70), glicose (7), manose (71), galactose
(72) e frutose (73).
Apos 30 minutos as reagdes haviam terminado. Os produtos obtidos

foram purificados por cromatografia rapida (70-230 mesh), usando como eluente

uma mistura de CH,Cl,:MeOH (9:1) (Tabela 3.2).

. H,O / THF
acicar + cl. de &cidlo ——— produto

DMAP, NaOH
30 min.

TABELA 3.2. - Reagdo de esterificagdo com cloreto de acido.

Aglcar Cl. de acido Produto Rend. (%)
Glicose Estearoila Monoestearato da glicose 30
Manose Estearoila Monoestearato da manose 35
Galactose Estearoila Monoestearato da galactose 30
Frutose Estearoila Monoestearato da frutose 32
Glicose Palmoila Monopalmitato da glicose 45
Manose Palmoila Monopalmitato da manose 40
Galactose Palmoila Monopalmitato da galactose 42
Frutose Palmoila Monopalmitato da frutose 33

Nessa reacdo podemos observar alguns pontos importantes: a
utilizacdo da mistura agua:THF (1:1) diminui o efeito hidrofébico com relacao
ao acido graxo. A reagdo ¢ realizada com uma alta concentracdo do agucar na

solucdo (60% p/p) e o cloreto de acido ¢ adicionado lentamente, favorecendo a
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formagcdao do produto de esterificagdo monossubstituido. O uso de DMAP
diminui a tendéncia de polissubstitui¢do, a formagao de espécies acilpiridina
aumenta a razao de acilagdo, mas ndo a razao de saponifica¢do. Os rendimentos
de 30-45% sao moderados, pois a reacdo tem como subproduto o agucar
polissubstituido (15-20%) e como ¢ realizada em meio aquoso ocorre uma

reacao competitiva de hidrolise do cloreto de acido.

Os produtos de esterificagdo foram caracterizados por métodos

espectroscopicos:

- 6-O-Estearoil-D-glicopiranose (74): no espectro de RMN 'H foi
observado um dubleto em 5.32 ppm (J = 8 Hz) referente ao hidrogénio do
carbono anomérico e um tripleto em 0.84 ppm (J = 7 Hz) referente aos
hidrogénios da metila. O espectro de RMN "*C apresentou os deslocamentos em
171.8 e 94.1 ppm referente a carbonila do grupo éster e ao carbono anomérico,
respectivamente (Tabela 3.3). O espectro bidimensional de correlagdo
heteronuclear ['H x “C — 'Jcy (HSQC) permitiu o assinalamento dos
deslocamentos entre 4.54-5.22 ppm como os sinais referentes aos hidrogénios
das hidroxilas, pois estes ndo apresentavam correlagdo com nenhum carbono.
Nos alcoois o deslocamento do proton depende da concentracdo, temperatura e
solvente. O uso de DMSO ou acetona reduz a velocidade de troca, deslocando o
proton da hidroxila para campo mais baixo mesmo em solug¢do diluida pela
formagdo de ponte de hidrogénio entre soluto e solvente. Nestas condi¢des o
proton hidroxilico pode observar os prétons do carbono o (SILVERSTEIN et al,

1994).
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TABELA 3.3. - Dados de RMN 'H (200MHz) e >C (50MHz) da glicopiranose 74 (DMSO-
D).

'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] PC -8 (ppm)
1 5.34 (d, 8) 94.1
2 3.07-3.24 (m) 72.4
3 3.07-3.24 (m) 76.4
4 3.07-3.24 (m) 69.5
5 3.07-3.24 (m) 77.8
6 3.64 (dd, 10, 5) 60.5
K - 171.8
2’ 233 (t,7) 33.6
3°-16° 1.24 (sl) 24.1,28.4,28.6,28.7,
28.8,29.0 (8), 31.2
17’ 1.49-1.54 (m) 22.0
18’ 0.85 (t, 7) 13.9
OH (1-4)  4.54(t,5),4.99 (d, 5), 5.08 (d, 5), 5.22 -
(d, 5)

- 6-O-Estearoil-D-manopiranose (75): no espectro de RMN 'H foi
observado um dubleto em 5.84 ppm (J = 2 Hz) referente ao hidrogénio do
carbono anomérico ¢ um tripleto em 0.85 ppm (J = 6 Hz) referente aos
hidrogénios da metila. O espectro de RMN C apresentou os deslocamentos em
171.4 e 93.8 ppm referente a carbonila do grupo éster e ao carbono anomérico,
respectivamente. No espectro de 1.V. foi observada a absor¢io em 1739 cm’

referente ao estiramento da ligacdo C=0O da carbonila do grupo éster (Tabela

3.4).
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TABELA 3.4. - Dados de RMN 'H (200MHz) e *C (50MHz) da manopiranose 75 (DMSO-

Do).
'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC - 8 (ppm)

1 5.84 (d, 2) 93.8

2 3.25-3.35 (m)* 69.3

3 3.25-3.35 (m)* 70.6

4 3.25-3.35 (m)* 66.2

5 3.25-3.35 (m)* 76.4

6 3.57-3.62 (m) 60.8

I’ - 171.4

2’ 2.32(t,7) 33.7
3°-16° 1.24 (s]) 24.4,28.4,28.7 (2),
28.9,29.1 (8),31.3

17’ 1.49-1.55 (m) 22.1

18’ 0.85 (t, 6) 14.0

OH (1-4)  4.52(t,6),4.74(d, 5), 4.88 (d, 5), 5.11

(d,4)

* sinais junto com a dgua do DMSO-Dsg.

- 6-O-Estearoil-D-galactopiranose (76): no espectro de RMN 'H foi

observado um dubleto em 5.30 ppm (J = 7 Hz) referente ao hidrogénio do

carbono anomérico ¢ um tripleto em 0.85 ppm (J = 6 Hz) referente aos

hidrogénios da metila. O espectro de RMN "°C apresentou os deslocamentos em

171.9 e 94.7 ppm referente a carbonila do grupo éster e ao carbono anomérico,

respectivamente (Tabela 3.5).

39



TABELA 3.5. -Dados de RMN 'H (200MHz) ¢ "*C (50MHz) da galactopiranose 76 (DMSO-
D).

'H - & (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC - § (ppm)
1 5.30 (d, 7) 94.7
2 3.25-3.47 (m)* 69.4
3 3.25-3.47 (m)* 73.1
4 3.25-3.47 (m)* 67.9
5 3.25-3.47 (m)* 76.1
6 3.65-3.70 (m) 60.1
1’ - 171.9
2’ 233 (t,7) 33.4
3°-16° 1.24 (sl) 24.1,28.4,28.7 (2),
28.9,29.0 (8),31.3
17’ 1.49-1.62 (m) 22.1
18’ 0.85 (t, 7) 13.9

OH (1-4) 4.49-4.52 (m), 4.55-4.64 (m), 4.82- -
4.85 (m), 5.04-5.06 (m)
* sinais junto com a 4gua do DMSO-Dsg.

- 6-O-Estearoil-D-frutopiranose (77): no espectro de RMN 'H foi
observado um tripleto em 0.88 ppm (J = 7 Hz) referente aos hidrogénios da
metila. O espectro de RMN "°C apresentou os deslocamentos em 174.7 ¢ 96.9
ppm referente a carbonila do grupo éster e ao carbono anomérico,

respectivamente (Tabela 3.6).
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TABELA 3.6. - Dados de RMN 'H (200MHz) ¢ "°C (50MHz) da frutopiranose 77 (CDCls).

'H - & (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC - § (ppm)

1 3.70-4.26 (m) 66.5

2 - 96.9

3 3.70-4.26 (m) 69.3

4 3.70-4.26 (m) 70.5

5 3.70-4.26 (m) 69.7

6 3.70-4.26 (m) 63.5

K - 174.7

2’ 2.29-2.42 (m) 34.1

3°-16° 1.26 (sl) 24.8,29.4 (2),29.7
(10), 31.9

17° 1.55-1.68 (m) 22.7
18’ 0.88 (t, 7) 14.1

- 6-O-Palmitoil-D-glicopiranose (78): no espectro de RMN 'H foi
observado um dubleto em 4.90 ppm (J = 3 Hz) referente ao hidrogénio do
carbono anomérico e um tripleto em 0.85 ppm (J = 6 Hz) referente aos
hidrogénios da metila. O espectro de RMN C apresentou os deslocamentos em
172.9 e 92.3 ppm referente a carbonila do grupo éster e ao carbono anomérico,

respectivamente (Tabela 3.7).
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TABELA 3.7. - Dados de RMN 'H (200MHz) e ">C (50MHz) da glicopiranose 78 (DMSO-

D).
'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC - § (ppm)
1 4.90 (d, 3) 92.3
2 2.99-3.15 (m) 70.5
3 2.99-3.15 (m) 72.2
4 2.99-3.15 (m) 69.1
5 2.99-3.15 (m) 72.8
6 3.43 (dd, 9,2) 63.9
K - 172.9
2’ 2.14-2.31 (m) 33.9
3°-14° 1.24 (s]) 24.5,28.4,28.5,28.6,
28.7,28.9,29.0 (4),
31.3,33.4
15’ 1.48-1.51 (m) 22.1
16’ 0.85 (t, 6) 13.9
OH (1-4) 3.74 (d, 5), 3.79 (d,5), 4.0 (t, 5), 4.26 -
(d, 11)

- 6-O-Palmitoil-D-manopiranose (79): no espectro de RMN 'H foi

observado um dubleto em 5.84 ppm (J = 2 Hz) referente ao hidrogénio do

carbono anomérico ¢ um tripleto em 0.85 ppm (J = 7 Hz) referente aos

hidrogénios da metila. O espectro de RMN "°C apresentou os deslocamentos em

171.4 e 93.8 ppm referente a carbonila do grupo éster e ao carbono anomérico,

respectivamente (Tabela 3.8).
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TABELA 3.8. - Dados de RMN 'H (200MHz) e °C (50MHz) da manopiranose 79 (DMSO-
D).

'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC - 8 (ppm)
1 5.84 (d, 2) 93.8
2 3.25-3.50 (m)* 69.2
3 3.25-3.50 (m)* 70.6
4 3.25-3.50 (m)* 66.2
5 3.25-3.50 (m)* 76.3
6 3.54-3.60 (m) 60.8
1’ - 171.3
2’ 2.32(t,7) 33.6
3°-14° 1.24 (s]) 24.3,28.3,28.6 (3),
28.8,29.0 (5), 31.2
15° 1.49-1.52 (m) 22.0
16’ 0.85 (t, 6) 13.9
OH (1-4) 4.45-4.59 (m), 4.82-4.91 (m), 5.06- -
5.18 (m)

* sinais junto com a dgua do DMSO-Dsg.

- 6-O-Palmitoil-D-galactopiranose (80): no espectro de RMN 'H foi
observado um dubleto em 4.94 ppm (J = 4 Hz) referente ao hidrogénio do
carbono anomérico ¢ um tripleto em 0.85 ppm (J = 7 Hz) referente aos
hidrogénios da metila. O espectro de RMN C apresentou os deslocamentos em
172.9 e 92.6 ppm referente a carbonila do grupo éster e ao carbono anomérico,

respectivamente (Tabela 3.9).
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TABELA 3.9. -Dados de RMN 'H (200MHz) ¢ "*C (50MHz) da galactopiranose 80 (DMSO-
D).

'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC - 8 (ppm)

1 4.93 (d, 4) 92.6

2 3.25-3.55 (m)* 68.5

3 3.25-3.55 (m)* 69.0

4 3.25-3.55 (m)* 69.3

5 3.25-3.55 (m)* 76.1

6 3.63-3.69 (m) 64.0

I’ - 173.0

2’ 2.27 (t, 6) 33.4
3°-14° 1.24 (s]) 24.5,28.5,28.7 (3),
28.9,29.1 (5),31.3

15° 1.43-1.59 (m) 22.1

16’ 0.85 (t, 6) 14.0

OH (1-4) 3.99 (d, 4), 4.06 (d, 4), 4.35 (d, 4), -
4.55 (d, 4)

* sinais junto com a dgua do DMSO-Dsg.

- 6-O-Palmitoil-D-frutopiranose (81): no espectro d¢ RMN 'H foi
observado um tripleto em 0.87 ppm (J = 7 Hz) referente aos hidrogénios da
metila. O espectro de RMN "°C apresentou os deslocamentos em 174.7 ¢ 96.9
ppm referente a carbonila do grupo éster e ao carbono anomérico,

respectivamente (Tabela 3.10).
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TABELA 3.10. - Dados de RMN 'H (200MHz) ¢ “C (50MHz) da frutopiranose 81
(DMSO-Dg).
'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC - 8 (ppm)
1 3.70-4.25 (m) 66.5
2 - 96.9
3 3.70-4.25 (m) 68.7
4 3.70-4.25 (m) 70.4
5 3.70-4.25 (m) 69.2
6 3.70-4.25 (m) 64.6
1’ - 174.7
2’ 2.33(t,7) 34.1
3-14 1.25 (sl) 24.7,24.8,29.1,29.2,
29.3,29.4 (2),29.7 (4),
31.9
15’ 1.59-1.62 (m) 22.7
16° 0.87 (t, 7) 14.1

3.2 - Tentativa de sintese da p-L-manofuranosil(6—2)-frutosil
(2—6)-B-L-galactofuranose (53)

O grande interesse que a quimica dos carboidratos despertou na
ultima década ajudou a focalizar a atencdo nas dificuldades associadas com a
sintese quimica dos oligossacarideos. Muito esfor¢o tem sido empregado para o
desenvolvimento de novos doadores glicosila. Podemos destacar quatro
doadores glicosila onde os grupos de saida anoméricos sdo haleto,

tricloroacetimidato, alquila e 4-penteniloxi.

3.2.1 - Brometos e cloretos de glicosila

Na literatura, uma variedade de haletos de glicosila tem sido

preparada e suas reatividades foram como esperadas: iodo > bromo > cloro >
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fltor. Os 1odetos de glicosila sdo tao reativos que o isolamento € problematico;
por isso, sao raramente utilizados. Por outro lado, os fluoretos sdo muito estaveis
e requerem uma ativagdo especial. Embora os brometos, e particularmente os
cloretos, sdo as vezes estaveis o suficiente para sobreviver por uma purificagdo
cromatografica, ¢ usual preparé-los e usa-los diretamente.

A conversdo direta do carbono anomérico no haleto pode ser
realizada pelo uso de acido de Lewis (STANEK et al., 1963). O uso de reagentes
do tipo Vilsmeier, gerado in situ a partir de DMF e cloreto de oxalila ou cloreto
de tionila, ¢ muito popular para a cloracdo direta (NUKADA et al., 1992 e
PAULSEN e HOFFGEN, 1993). Reacdes de halogenacdo com trifenilfosfina
também foram estudadas (Esquema 3.2.a). A conversdo de alquil glicosila em
haletos com o uso de X,CHOCH;/ZnX, foi desenvolvida por GROSS et al.
(1978). Essa metodologia tem sido aplicada com grande sucesso para
oligossacarideos complexos (Esquema 3.2.b) (IVERSEN e BUNDLE, 1981, 1982).
O uso de n-pentenil derivados ou alquil tioglicosideos como material de partida
também ¢ empregado (Esquema 3.2.c) (FUGEDI et al., 1987). Uma nova
metodologia ¢ o uso de fotobromagado de 1,2-O-benzilideno derivados (Esquema

3.2.d) (COLLINS e ALI, 1990).
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ESQUEMA 3.2. Preparacdo de haletos de glicosila.

O

As reacoes de acoplamento podem ser realizadas na presenca de
sais de prata devido a homogeneidade do meio reacional, para a obten¢do do

trissacarideo (Esquema 3.3) (NUKADA et al., 1992).

OAcq
OBn OH
Bn
QAco jucilel AgOTf OAcq
BnO + BnO mBnO
BnO HO (Me;N), 80 OBng
78% BnO
Cl
0OBn
ESQUEMA 3.3. Reagao de acoplamento com haleto de glicosila.

47



3.2.2 - Tricloroacetimidato de glicosila

Imidatos de glicosila foram introduzidos em 1978. Os
tricloroacetimidatos sdo normalmente preparados a partir do hemiacetal
correspondente pela reagcdo catalisada com tricloroacetonitrila e diclorometano

como solvente (Esquema 3.4).

o NH
Qm e L P
base o cCly

ESQUEMA 3 4. Preparacao do tricloroacetimidato de glicosila.

A reagdo de acoplamento de tricloroacetimidatos ¢ realizada
normalmente na presenca de 4acidos de Lewis, usualmente o trimetilsilil
trifluormetanossulfonato (TMSOTY) e o trifluoreto de boro eterato (Esquema

3.5.) (PAULSEN et al, 1990 e 1993).

OAc OAc

AcO

AcNH

{0}
Phe TMSOTE CHyCl, Onc
0 'C, 30 min o
[e]
o
A(:OA o 85% AcO’
(o
O(CHCHs AcO 0oBng
(o] O(CH,);CH3

NH

ESQUEMA 3.5. Reagdo de acoplamento com tricloroacetimidato de glicosila.

3.2.3 - Tioglicosideos

Os tioglicosideos sdo os primeiros a serem estudados em que a
aglicona atua tanto como protecdo anomeérica como ativador. FISHER e
DELBRUCK (1909) relataram pela primeira vez a sintese de um tioglicosideo
(Esquema 3.6). Pode-se notar que a reagdo de uma aldose sob condigdes
normalmente usadas com dalcoois para a glicosilagio de Fisher resulta no
ditioacetal. Esta reacdo ¢ um dos procedimentos mais confidveis para a
preparacao de derivados aciclicos das aldoses.
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CHO
HCl
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R R SR

AcO

Br 2. NaOMe

3. Ac,0
4. McOH/NH;4

PhSH

ESQUEMA 3.6. Preparacgdo de tioglicosideos.

Uma das metodologias de maior sucesso para a ativagdo do
tioglicosideo ¢ através da utilizacdo de triflatos (Bock et al, 1992) (Esquema
3.7).

OBn  OBn

OBn OBn OH OBz
BryAgOTf o
o o 2 OBn
* (@] o OBz

BnO SEt BzO OMe

OBn OBz Q

Me,N NMe,
88% BzO OMe
OBz

ESQUEMA 3.7. Reagdo de acoplamento com tioglicosideo.

3.2.4 - Glicosideos de n-pentenila

O grupo n-pentenila protege o centro anomérico durante as varias
transformacodes quimicas, sendo um bom grupo de saida quando necessario. A
preparacao envolve o tratamento da aldose com dalcool 4-pentenilico e acido
canforssulfonico como catalisador (Esquema 3.8) (FRASER-REID et al., 1992 ¢

KONRADSON et al., 1991).
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(0]
< al. 4- pentemhco <
(0]
ac. canforssulfonico /
(HO)n (HO)n

ESQUEMA 3.8. Preparagdo de glicosideos de n-pentenila.

A reacdo de glicosideos de n-pentenila ¢ normalmente lenta
levando horas ou dias para se completar. A adi¢ao de acidos de Lewis aumenta a
velocidade reacional, podendo ser utilizado o IDCP (Esquema 3.9) (RATCLIFFE

et al., 1990, 1991).

IDCP
Ety O/CHZCIZ OBn
/ + BzO 1 ()h o
63%
o
BzO /
BzO o
OBz

ESQUEMA 3.9. Reagao de acoplamento com glicosideos de n-pentenila.

OBn

3.2.5 - Proposta sintética para o trissacarideo 53

A nossa proposta sintética para a obtengao do trissacarideo 53 foi
baseada na metodologia que utiliza os tioglicosideos para a preparagdo de
derivados aciclicos das aldoses. A primeira etapa ¢ a prote¢do seletiva dos
monossacarideos correspondentes para posteriores reagdes de acoplamento. A
etapa-chave ¢ o acoplamento dos sacarideos 82, 83 e 85, em presenca de N-
iodosuccinimida e trimetilsilil triflato, levando a obten¢do primeiramente do

dissacarideo e em seguida o trissacarideo desejado (Esquema 3.10).
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2 " " © OH
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CH,OH Z,
o
HO
OH H o——F—o0 H OH OH
HO————H
OH H———OH
H———OH
CH,OH
53

ESQUEMA 3.10. Proposta sintética para obtenc¢do do trissacarideo 53.

3.2.5.1 - Obtencao da 2,3,5-tri-O-acetil-6-O-tritil-L-manose-y-
lactona (83)

A estratégia para a protecdo seletiva da lactona 87 envolveu
primeiramente a reacdo do alcool primario protegido e cloreto de tritila, com
quantidade catalitica de DMAP em piridina e em seguida as demais hidroxilas

foram acetiladas com anidrido acético (KHAN et al, 1996 ¢ Du et al., 2000)
(Esquema 3.11).

O o (0] o
2 2
i) Ac,0

HO H OH OH TrO H OAc OAc
87 46% 83

ESQUEMA 3.11. Protecdo seletiva da lactona 87.
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O produto obtido foi caracterizado pelo espectro de RMN 'H e °C,

e 1.V.. O espectro de RMN 'H apresentou deslocamentos na regido aromatica

entre 7.43-7.23 ppm referentes aos hidrogénios do grupo tritila e trés singletos

em 2.14, 2.06 e 2.05 ppm referentes as trés metilas do grupo acetila. O espectro

de RMN "C apresentou deslocamentos referentes as metilas do grupo acetila em

20.6, 20.2 € 20.1 ppm, em 169.2 ppm referente as carboxilas dos grupos acetilas

e sinais referentes aos carbonos aromaticos em 143.4, 128.6, 127.9 e 127.2 ppm

(Tabela 3.11).

TABELA 3.11. - Dados de RMN 'H (200MHz) e "°C (50MHz) da lactona 83 (CDCl5).
'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] PC - 8 (ppm)

1 - 169.2

2 5.71 (d, 4) 68.1 ou 68.2 ou 68.5

3 5.78 (dd, 4, 2) 67.1

4 4.49 (dd, 10, 4) 68.1 ou 68.2 ou 68.5

5 5.23-5.30 (m) 68.1 ou 68.2 ou 68.5

6 a-3.49 (dd, 10, 2) 61.9

b-3.33(dd, 12, 4)

7 - 74.8
(CO)CH; 2.15 (5), 2.06 (s), 2.05 (s) 20.1,20.3, 20.7
(CO)CH; - 169.0, 169.3, 169.4

Aromético 7.24-7.44 (m) 1’ - 143.4 (3)
2’ -128.6 (6)
3°-127.9 (6)
4 -1273 (3)

No espectro de 1.V. foram observadas as absor¢des em 1812 cm™

referente ao estiramento da ligagio C=0O da lactona ¢ 1757 cm™ referente aos

estiramentos C=C do grupo tritila e C=0 das carbonilas dos grupos acetila.
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3.2.5.2 - Obtencao da metil 2,3,5-tri-O-acetil-6-O-tritil-
galactofuranose (85)

A estratégia utilizada para a obtengdo da galactofuranose desejada
teve como etapa inicial a glicosilacdo de Fisher com a D-galactose (72) usando
metanol anidro e cloreto férrico como catalisador, obtendo-se o furanosideo 88
com 40% de rendimento (LUBINEAU et al., 1991).

Os furanosideos sao produtos controlados cineticamente através da
alcoolize catalisada por 4cido de monossacarideos e a expansao do anel para os
piranosideos que sdo termodinamicamente mais estaveis. Os ions férrico
previnem a expansao do anel na mistura reacional.

A segunda etapa envolveu a protegdo seletiva das hidroxilas livres
utilizando a mesma metodologia utilizada para a lactona 83. Primeiramente o
alcool primario foi protegido com cloreto de tritila, com quantidade catalitica de
DMAP em piridina e em seguida as demais hidroxilas foram acetiladas com
anidrido acético com 50% de rendimento (KHAN et al, 1996 e Du et al., 2000)
(Esquema 3.12). O produto obtido foi caracterizado por RMN 'H e °C, L.V..

oH OH

o o)
H OH OMe H
HO MeOH, FeCly Z 1)TrCl DMAP, Pir //,
—_ ke
OH L 40% g ii) Ac,0

o OH OH
72 88 50%

ESQUEMA 3.12. Reagdo para obtengdo da galactofuranose protegida.

O espectro de RMN 'H apresentou sinais referentes a uma mistura
dos galactofuranosideos a ¢ 3. Foram observados os deslocamentos referentes a
6 metilas do grupo acetila em 2.12, 2.07, 2.06, 2.05, 1.97 ¢ 1.91 ppm, em 3.39 ¢
3.33 ppm deslocamentos referentes as metoxilas o e 3, na regido aromadtica entre
7.45 ¢ 7.30 ppm sinais referentes ao grupo tritila. O espectro de RMN “C
apresentou deslocamentos em 20.5, 20.7 e 20.9 ppm referentes as metilas do

grupo acetil, 54.9 e 55.3 ppm referentes as metoxilas o ¢ B, em 97.1 e 106.4
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ppm referentes ao carbono anomérico, 86.9 ppm referente ao carbono
quaternario do grupo tritila e em 169.6, 169.7 e 170 ppm referentes as carbonilas

do grupo acetila (Tabela 3.12).

TABELA 3.12. - Dados de RMN 'H (200MHz) ¢ "*C (50MHz) da galactopiranose
protegida 85 (CDCl3).
'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] PC - 8 (ppm)
1 o -5.39 (d, 4) a-97.1
B-5.54(d,2) B - 106.4
2 5.27-5.34 (m) 81.6
79.7
3 4.85-5.01(m) 67.7
4.42 (dd, 6, 4) 67.4
4 5.11(d, 4) 68.5
5.05 (d, 4) 68.4
5 4.12 (t, 6) 76.6
4.05 (7) 70.8
6 3.27 (dd, 10, 6) 62.1
3.06 (dd, 9, 7) 61.5
7 - 86.9
86.8
OCH; a-3.39(s) a-553
B-3.33(s) B -54.9
(CO)CH;  2.12(s), 2.07 (5), 2.06 (s), 2.05 (s), 20.5,20.7,20.9

1.97 (s), 1.91 (s)

(CO)CH3 - 170.0, 169.9, 169.6
Aromético 7.22-7.45 (m) 1’ - 143.6 (3)
2’ - 128.6 (6)
3°-127.8 (6)
4 -127.1 (3)

No espectro de 1.V. foram observadas as absor¢des em 1747 cm™
referente aos estiramentos C=C do grupo tritila e C=0 das carbonilas dos grupos

acetila.
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3.2.5.3 - Obtencio da 1,3,4,5,6-penta-O-acetilfrutose (89)

A pentacetil-ceto-frutose 89 foi obtida pela acetilagdo direta da
frutose (73) (CRAMER ¢ PACSU, 1937). A acetilacdo da frutose foi realizada com

cloreto de zinco em anidrido acético com rendimento de 90% (Esquema 3.13).

CH,0AC
—0

OHo AcO OAc

HO ZnClz, ACzo AcO——H (@]
90% H——1—O0Ac
OH CH,OH OAc
73 H—T1—OAc OAc 90
CH,0AC
89 (85:15)

ESQUEMA 3.13. Reacao de acetilagdo da frutose (73)

Foi observada a formagdo de 2 produtos, a frutose pentacetilada
aciclica 89 e ciclica 90 na propor¢ao de 85:15. Os produtos foram separados por
cromatografia flash e caracterizados pelos espectros de RMN 'H e "°C, I.V..

O espectro de RMN 'H da forma ciclica 90 apresentou
deslocamento de 2.10 ppm referente aos hidrogénios dos grupos metila (com
integragdo para 15H). O espectro de RMN "C apresentou deslocamentos
referentes as metilas do grupo acetila em 21.6, 20.7(2), 20.6 e 20.5 ppm, em
107.9 ppm referente ao carbono anomérico. No espectro de [.V. foram
observadas as absor¢des em 1749 cm™ referente ao estiramento da ligacdo C=0

das carbonilas dos grupos acetila (D’ANTONA et al, 2005) (Tabela 3.13).
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TABELA 3.13. - Dados de RMN 'H (200MHz) ¢ ">C (50MHz) da frutose ciclica 90
(CDCly).

'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC - § (ppm)
1 a-4.62(d, 12) 61.8
b-4.34(d, 12)

2 - 107.9

3 5.85 (d, 4) 78.4

4 5.14 (dd, 6, 4) 80.6

5 4.52 (ddd, 6, 6, 4) 76.1

6 a-4.46(d, 10, 4) 62.9

b-4.17 (d, 12, 6)

(CO)CH; 2.10 (s) 21.6,20.7(2), 20.6, 20.5
(CO)CH; - 170.5, 169.8(2), 169.0 (2)

O espectro de RMN 'H da forma aciclica 89 apresentou
deslocamentos de 2.20, 2.16, 2.10, 2.08 ¢ 2.07 ppm referentes aos hidrogénios
das metilas do grupo acetila. O espectro de RMN "°C apresentou deslocamentos
referentes as metilas do grupo acetila em 20.7, 20.6, 20.4, 20.3(2) ppm, em

197.8 ppm referente a carbonila da frutose da forma aciclica (Tabela 3.14).
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TABELA 3.14. - Dados de RMN 'H (200MHz) ¢ °C (50MHz) da frutose aciclica 89
(CDCl).
'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] PC - 8 (ppm)
1 a-4.92(d, 17) 66.6
b-4.68(d, 17)
2 - 197.8
3 5.50 (d, 2) 74.2
4 5.69 (dd, 9, 2) 68.0
5 5.22 (ddd, 9, 5, 3) 68.3
6 a-4.29(d, 12, 3) 61.5
b-4.12 (d, 12, 5)
(CO)CH;  2.20(s), 2.16 (s), 2.10 (s), 2.08 (s), 20.7,20.6, 20.4, 20.3 (2)
2.07 ()
(CO)CH; - 170.4, 169.9, 169.6, 169.5, 169.4

No espectro de 1.V. foram observadas as absor¢des em 1751 cm™
referente ao estiramento da ligagdo C=0 das carbonilas dos grupos acetila e

1715 ¢cm™ referente ao estiramento C=0 da carbonila da cetona.

3.2.5.4 - Obtencio do 1,3.4,5,6-penta-O-acetil-2,2-bis(etiltio)-D-
frutose (82)

A estratégia para a obtencdo do ditioacetal da frutose 82 envolveu a
reagdo da frutose pentacetilada aciclica 89 com etanotiol na presenca de cloreto

de zinco e sulfato de sédio que levou ao produto desejado com 60% de

rendimento (WOLFROM e THOMPSON, 1934) (Esquema 3.14).
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ESQUEMA 3.14. Reacgdo de obtencao do ditioacetal da frutose 82.

O produto foi caracterizado pelos espectros de RMN 'H e °C, LV..

O espectro de RMN 'H apresentou deslocamentos quimicos
referentes ao grupo ditioacetal da frutose, dois tripletos em 1.21 e 1.23 ppm dos
hidrogénios das metilas e dois quartetos em 2.72 e 2.75 ppm dos grupos
metileno. espectro de RMN °C apresentou deslocamentos quimicos referentes
ao grupo ditioacetal da frutose, em 63.8 ppm do carbono ligado ao enxofre, em

23.9 e 23.4 ppm dos metilenos e em 13.8 e 13.7 ppm das metilas (Tabela 3.15).

58



o\{
1
2
H3CH,C——S———+——S——CH,CH3
o_s_H)J\
4

o
5

AT

TABELA 3.15. - Dados de RMN 'H (200MHz) e "*C (50MHz) ditioacetal da frutose 82
(CDCly).
'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC - 8 (ppm)
1 a-4.55(d, 12) 66.1
b-4.26(d, 12)
2 - 63.8
3 5.54 (d, 1) 69.7
4 5.79 (dd, 7.5, 1) 68.1
5 4.99 (ddd, 7, 5, 3) 71.4
6 a-4.28(dd, 12, 3) 61.7
b-4.07 (dd, 12, 5)
SCH,CH; 2.75(q,7),2.72 (g, 7) 23.8,23.4
SCH,CH; 1.23 (t,7), 1.21 (t,7) 13.8, 13.7
(CO)CH;  2.14(s), 2.11 (s), 2.10 (s), 2.08 (s), 21.3,20.8, 20.7(2), 20.6
2.06 (s)
(CO)CH; - 170.6, 170.1, 169.7, 169.2 (2)

No espectro de I.V. foi observada a absor¢io em 1753 cm’

referente ao estiramento da ligagdo C=0O das carbonilas dos grupos acetila.

3.2.5.5 - Tentativa de acoplamento dos monossacarideos

Para a reagcdo de acoplamento dos sacarideos foram testadas varias
condi¢des reacionais, inicialmente com os monossacarideos da frutose 82 ¢ da

lactona 83, resumidas na Tabela 3.16.

59



CH,0Ac AcQ, OAC H o]

I S
C e — B o s o e N ox

82 83 84 91 92
TABELA 3.16. - Estudo das condig¢des reacionais de acoplamento de 82 e 83.
Teste Eq. de 83 solvente 84 (%) 91 (%) 92 (%)

1 1.2 CHCl, / Et,0 - 30 30

2 20 CHCl, / ET,0 - 35 35

3 1.2 CHCl;, - 35 30

Nos testes iniciais optou-se pela utilizagdo de N-iodossuccinimida
(NIS) e triflato de trimetilsilano (TMSOTf). A escolha da condicdo de
acoplamento usada na glicolisagdo com tritil éter, requer uma quantidade
estequiométrica do TMSOTT para ativar a NIS (BOONS et al., 1997). O primeiro
teste foi realizado utilizando-se um equivalente da frutose e um pequeno excesso
da lactona tritilada (1.2 eq.) e o segundo com um equivalente da frutose e 2
equivalentes da lactona tritilada para se observar se haveria uma dissubstitui¢ao
¢ no terceiro foi realizada uma mudanga no solvente (KONRADSSON et al., 1990).
As trés condi¢des apresentaram as mesmas caracteristicas, foi observada a
formagao de dois produtos principais, sendo eles produtos de eliminacdo do
ditioacetal 82. Os exemplos da literatura sdo normalmente com carboidratos
ciclicos, ndo sendo observado nenhum exemplo com o derivado ditioacetal da
frutose 82.

O produto 1,3,4,5-tetra-O-acetil-2-etil-2-tiohexen-1-enetiol (91) foi
caracterizado pelos espectros de RMN 'H ¢ °C, 1.V.. O espectro de RMN 'H
apresentou deslocamento quimico referente ao hidrogénio da dupla ligacdo em
7.39 ppm, um quarteto em 2.69 ppm e um tripleto em 1.23 ppm referentes aos
hidrogénios de um grupo tioéter além de deslocamentos em 2.23, 2.09, 2.07,
2.06 e 2.04 ppm referentes aos hidrogénios das 5 metilas dos acetatos. O

13 -
espectro de RMN ~C apresentou deslocamentos quimicos referentes a um grupo
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tioéter em 28.2 ppm do metileno e 14.0 ppm da metila, em 138.5 ppm referente
ao carbono hidrogenado da dupla ligacdo e em 115.2 ppm referente ao outro

carbono da dupla (Tabela 3.17).

TABELA 3.17. - Dados de RMN 'H (200MHz) ¢ "*C (50MHz) do produto 91 (CDCl5).
'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC - 8 (ppm)
1 7.39 (5) 138.5
2 - 115.2
3 6.02 (dd, 6, 1) 69.1 ou 69.2
4 5.67 (1, 6) 70.5
5 5.19 (ddd, 7, 6, 2) 69.1 ou 69.2
6 a-4.35(dd, 12,2) 61.9
b-4.15(dd, 12,7)
SCH,CHj 2.69 (q,4) 28.2
SCH,CHj 1.23 (t, 6) 14.0
(CO)CH; 223 (s), 2.09 (5), 2.07 (s), 2.06 (s), 20.8,20.7, 20.6 (2), 20.5
2.04 (s)
(CO)CH; - 170.5, 170.2, 169.7, 169.5 (2)

No espectro de I.V. foi observada a absor¢io em 1749 cm’
referente ao estiramento da ligagdo C=0O das carbonilas dos grupos acetila.

O produto 3,4,5,6-tetra-O-acetil-2-etil-tiohex-2enose  (92) foi
caracterizado pelos espectros de RMN 'H ¢ °C, 1.V.. O espectro de RMN 'H
apresentou deslocamento quimico referente ao hidrogénio do aldeido em 9.49
ppm, um dubleto da dupla ligagdo em 6.20 ppm, um quarteto em 2.91 ppm e um
tripleto em 1.21 ppm referente aos hidrogénios de um grupo tioéter, além de
deslocamentos em 2.11, 2.08 e 2.06 ppm referente aos hidrogénios de 3 grupos
metila. O espectro de RMN "°C apresentou deslocamentos quimicos referentes a
carbonila do aldeido em 189.5 ppm, um grupo tioéter em 26.2 ppm do metileno

e 15.17 ppm da metila, em 148.1 ppm referente ao carbono hidrogenado da
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dupla ligacdo e em 141.8 ppm referente ao outro carbono da dupla (Tabela
3.18).

TABELA 3.18. - Dados de RMN 'H (200MHz) e "*C (50MHz) do produto 92 (CDCl5).
'H - 8 (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] PC - 3 (ppm)
1 9.49 (s) 189.5
2 - 141.8
3 6.70 (d, 8) 148.1
4 6.17 (dd, 8, 5) 69.9
5 5.35 (ddd, 6, 5, 4) 70.8
6 a—4.28(dd, 12, 4) 61.8
b-4.17 (dd, 12, 6)
SCH,CH; 291 (q,7) 26.2
SCH,CH; 1.21 (t,7) 15.2
(CO)CH; 2.11 (s), 2.08 (s), 2.06 (s) 20.7, 20.6, 20.5
(CO)CH; - 170.4, 169.8, 169.3

No espectro de 1.V. foram observadas as absor¢des em 1749 cm™
referente ao estiramento da ligacdo C=0O das carbonilas dos grupos acetila e em
1699 cm™' referente ao estiramento da carbonila do aldeido o-B insaturada.

Para utilizar uma quantidade catalitica do TMSOTT e tentar evitar a
reacdo de eliminagdo, optou-se por fazer primeiro a desprotecao do grupo tritila
da lactona 83 (Esquema 3.15), utilizando cloreto férrico em diclorometano (Du
et al., 2000).

(0] (0]
O (0]
AcO/// FeCl, ACO///
CH,Cl,
TrO H OAc OAc 60% HO H OAc OAc
83 93

ESQUEMA 3.15. Reacgdo de desprotecdo da lactona 83.
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O produto de desprotecao 93 foi caracterizado pelos espectros de
RMN 'H e C, 1.V.. No espectro de RMN 'H foi observado o desaparecimento
dos sinais em 7.43-7.23 ppm referentes aos hidrogénios do grupo tritila e foram
observados trés singletos em 2.14, 2.15 e 2.17 ppm referentes as trés metilas do
grupo acetila. O espectro de RMN °C apresentou deslocamentos referentes as
metilas do grupo acetila em 20.1, 20.4 e 20.7 ppm. No espectro de 1.V. foram
observadas as absor¢des em 1807 cm™ referente ao estiramento da ligacdo C=0

da lactona ¢ 1753 cm’' referente aos C=0O das carbonilas dos grupos acetila

(Tabela 3.19).

. - 4
HO H o\”/ o\”/
) 0o

TABELA 3.19. - Dados de RMN 'H (200MHz) e "°C (50MHz) da lactona 93 (CDCl5).
'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] PC - 8 (ppm)
1 - 169.0
2 5.71(dd, 5, 2) 76.3
3 5.80 (dd, 5, 3) 66.6
4 4.53(dd, 7,2) ou 69.5
4.48 (dd, 4, 2)
5 4.53(dd, 7,2) ou 68.3
4.48 (dd, 4, 2)
6 a-4.23(dd, 7, 5) 65.3
b-4.10(t,7)
OH 2.90 (sl) -
(CO)CH; 2.17 (s), 2.15 (s), 2.14 (s) 20.7, 20.4, 20.1
(CO)CH; - 169.0 (3)

A lactona desprotegida 93 foi submetida a varias condigdes de

acoplamento que sdo apresentadas na Tabela 3.20.
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TABELA 3.20. - Estudo das condig¢des reacionais de acoplamento de 82 e 93.
Teste Reagentes Solvente T (°C) 84 (%) 89 (%) 91 (%) 92 (%)
1 NIS/TMSOTf CH,Cl, t.a. - - 33 36
2 NIS/TMSOTf CHCI,/Et,0 0 - - 30 30
3 NIS/TMSOTf CHCl,/Et,0 -35 - - - -
4 NIS/TMSOTf CI(CH,).Cl/Et,0 -50 - 70 - -
5 NIS/TfOH CI(CH,).CI/Et,0 0 - - - -
6 NIS CH;CN -35 - 55 - -
7 IDCP CHCI,/Et,0 -20 - - 35 28
8 IDCP CI(CH,):CI/E+,0  -20 - - 30 33
9 NBS-LiClO4 Et.0 -20 - - 30 35

Nos testes realizados o produto desejado nao foi obtido. Nos
primeiros foram mantidos os mesmos reagentes de acoplamento usados
anteriormente (NIS/TMSOTT) e foram modificados o solvente e as temperaturas
reacionais. Nos testes 1 (KONRADSSON et al., 1990) e 2 (BOoNS et al., 1997) foi
observada novamente a formac¢ao dos produtos de eliminacao do ditioacetal 82.
Nos testes 3 e 4 (KROG-JENSEN e OSCARSON, 1996) em que as temperaturas
reacionais foram —35 ¢ —50°C, os materiais de partida ndo reagiram. No teste 5
empregou-se uma nova condicdo de acoplamento utilizando-se o sistema
NIS/TfOH a 0°C (VEENEMAN et al., 1990), sendo observado novamente a
formacgdo dos produtos de eliminacdo. Nos testes 6 € 9 em que foram usadas
novas condigdes de acoplamento NIS em acetonitrila (KROG-JENSEN e
OSCARSON, 1996) e NBS-LiCIO, em éter etilico (FUKASE et al., 1995),
respectivamente, foi observada a reacao de hidrolise do ditioacetal da frutose 82.
Nos testes 7 e 8 foi utilizado o IDCP (LEMIEUX e MORGAN, 1965) como reagente

de acoplamento (L1 e WU, 1996), mas nenhuma reacao foi observada.
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Em paralelo ao trabalho de sintese, o grupo de Produtos Naturais
continuou o estudo para tentar separar e identificar os trissacarideos extraidos
dos galhos da Rapanea umbellata. Durante este processo, surgiram muitas
davidas sobre a atribui¢do estrutural feita inicialmente. A estrutura proposta em
que as por¢des dos monossacarideos seriam a galactose, manose e frutose,
poderia ndo estar correta. Em tentativas de purificagdo em coluna de BioGel e
analise por HPLC, foi constatada a presenca dos seguintes monossacarideos:
galactose, glucose e frutose. Nesta purificacdo ainda foram isolados cristais em
que andlises iniciais de RMN "C mostraram a presenga de 24 carbonos,

podendo se tratar de um tetrassacarideo (PLACERES-NETO, 2003).

Além disso, a mistura dos 4 trissacarideos foi modelada com o
programa DOCK 3.5 e através desse estudo foi constatado que o trissacarideo 53
apresentava analogia estrutural com o NAD" (Figura 3.2), levando a acreditar
que este seria o composto ativo. Um trabalho recente (WILSON, 2004) relata que
apesar das proteinas serem um desafio para a modelagem molecular, elas ndo se

comparam em grau de dificuldade aos carboidratos.

o

NH,

—p——0—CH N
o O—CH, o
T NH,
O—p——0 OH OH
N
| / Y
> |
H N =
CH, o N
OH OH

FIGURA 3.2. NAD"

A modelagem molecular de carboidratos possui inlimeras barreiras.

Por exemplo, os sitios ativos das proteinas e seus ligantes tendem a se encaixar
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como chave e fechadura, o que nao ocorre com os carboidratos, pois devido a
sua grande flexibilidade, o fendmeno de reconhecimento nao € tdo simples.

A flexibilidade também dificulta a cristalizagao dos carboidratos,
entdo sua estrutura ¢ normalmente melhor elucidada por RMN do que por
cristalografia de Raio-X, tradicionalmente utilizada para proteinas.

Os oxigénios glicosidicos que fazem a ligagdo entre os
monossacarideos sdo o centro da grande flexibilidade dos carboidratos. Esses
movimentos sdo descritos pelas mudancas nos angulos torsionais internos. Os
carboidratos ndo se movem livremente, mas alternam entre varias conformacoes
preferenciais. O que torna a descricdo do comportamento com simulagdes
computacionais um desafio a ser superado.

Devido aos problemas para realizacdo de modelagem molecular e a
incerteza com relacdo a elucidagao estrutural dos carboidratos isolados, o estudo

da sintese do trissacarideo 53 foi interrompido.

3.3 - Sintese de uma série de nucleosideos e analogos

Tendo em vista o interesse farmacoldgico dos nucleosideos, uma
série foi preparada com a finalidade de se contribuir para o estudo da relacao
estrutura-atividade biologica. A diversidade na parte carbociclica pode nos
fornecer novos dados para o estudo, onde se tem compostos como agucares,
derivado ciclico de 6 membros, aromatico, cadeia alquilica saturada e

insaturada. A metodologia utilizada envolveu a reagdo de Mitsunobu.

3.3.1 - Reacao de Mitsunobu

A reagdao de Mitsunobu tem se mostrado como uma importante
ferramenta para uma variedade de aplicagdes sintéticas envolvendo alcoois.
Como a reagdo em geral ocorre em condicdes suaves € neutras com completa

inversdo de configuracdo, o sistema tem sido utilizado na sintese e
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transformacao de varias classes de produtos naturais. O mecanismo proposto

para a reagdo envolve 3 etapas (MITSUNOBU, 1981 e HUGHES et al., 1988):

a) Formagao do sal quaternario de fosfonio

o} o) o} o)
I I I _
EtO—C—N=N—C—OEt + PhP ——> EtO—C—ll\l—N= C—OEt
+PPh,

b) Formagao do sal de alcoxido fosfonio

o 0 o H O
I -l PhP—0  H TR ]
Et0—CopN—Ne=C—OEt — &+ EtO—C—N—N—C—OEt

+PPhs HO H Ry

c) Reagao S\2

. L
Ph3pkjom :[ , </:[ + PhsP=0+ EtO—C—N—N—C—OEt
\\N f’

Rl

3.3.2 - Obtencao dos nucleosideos e analogos

Os nucleosideos preparados através das condi¢cdes de Mitsunobu
(ZHOU e SHEVLIN, 1998 e JENNY et al., 1991), utilizando a cloropurina (94) e
acucares derivados da glicose (95) e manofuranose (97) sdo mostrados no

Esquema 3.16.
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ESQUEMA 3.16. Reacdo de obtengao dos nucleosideos 96 ¢ 98.

O produto 96 foi caracterizado pelos espectros de RMN 'H ¢ °C.
No espectro de RMN 'H foram observados os singletos em 8.74 ¢ 8.26 ppm
referentes aos hidrogénios do anel purinico, um dubleto em 5.98 ppm (J =4 Hz)
referente ao hidrogénio do carbono anomérico e dois singletos em 1.45 e 1.32
ppm referentes aos hidrogénios das metilas do grupo acetal. No espectro de
RMN "C foram observados os deslocamentos em 151.7 e 146.5 ppm referentes
aos carbonos hidrogenados do anel purinico, em 105.4 ppm referente ao carbono

anomérico e em 26.0 e 24.4 ppm referente as metilas do grupo acetal (Tabela

3.21).
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TABELA 3.21. - Dados de RMN 'H (200MHz) ¢ "*C (50MHz) do nucleosideo 96
(CDCly).

'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] C - 8 (ppm)

2 8.26 (s) 146.5

3a - -

4 - -

6 8.74 (s) 151.7

7a - -

1’ 5.98 (d, 4) 105.4

2’ 4.02 (dd, 8, 4) 85.2

3’ 478 (d, 12) 48.7

4 412 (d, 4) 74.8

5 4.57 (d, 4) 80.4

6’ 3.98-4.10 (m) 48.7
C(CHs), 1.45 (s) e 1.32 (s) 26.9 (2) €26.2 (2)
C(CHs), - 112.1e111.1

O produto 98 foi caracterizado pelos espectros de RMN 'H e °C,
L.V.. No espectro de RMN 'H foram observados os singletos em 8.74 ¢ 8.42
ppm referentes aos hidrogénios do anel purinico, um dubleto em 6.19 ppm (J =4
Hz) referente ao hidrogénio do carbono anomérico e quatro singletos em 1.58,
1.47, 1.41 e 1.34 ppm referente os hidrogénios das metilas dos grupos acetal. No
espectro de RMN °C foram observados os deslocamentos em 152.0 e 145.1
ppm referentes aos carbonos hidrogenados do anel purinico, em 83.8 ppm
referente ao carbono anomérico e em 27.0, 25.5, 25.1 ¢ 24.0 ppm referente as

metilas dos grupos acetal (Tabela 3.22).
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TABELA 3.22. - Dados de RMN 'H (200MHz) ¢ "°C (50MHz) do nucleosideo 98
(CDCly).

'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] PC - 8 (ppm)

2 8.42 (s) 145.1

3a - n.o.

4 - n.o.

6 8.74 (s) 152.0

7a - n.o

1’ 6.19 (d, 4) 83.8

2’ 3.83 (dd, 8, 4) 79.8 ou 79.4

3’ 4.88 (dd, 6, 2) 78.8

4 4,99 (dd, 6, 4) 72.6

5 4.54 (dt, 6, 2) 79.8 ou 79.4

6’ 4.04-4.26 (m) 66.7
C(CH»), 1.58 (s), 1.47 (s), 1.41 (s), 1.34 (s)  27.0,25.5,25.1,24.0
C(CH3), - 113.9,109.6

No espectro de I.V. foram observadas as absor¢des em 1592 e 1567
cm’' referentes aos estiramentos das ligagdes C=C e C=N de heteroaromaticos.

Foram preparados derivados do (-) mentol (99), dodecanol (100),
alcool benzilico (101) e alcool ol¢ico (102) com a cloropurina 94 usando as

condi¢des de Mitsunobu (Tabela 3.23).
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TABELA 3.23. - Prepara¢do dos derivados da purina 94.
Alcool R= Produto  Rend. (%)
99 /O 103 52
100 CH3(CH2)10CH2% 104 43

101 ”\‘”_@ 105 86

CH3(CH2)7CH:CH(CH2)7CH2%

102 106 37

O produto derivado do mentol 103 foi caracterizado pelos espectros
de RMN 'H e "°C, LV.. No espectro de RMN 'H foram observados os singletos
em 8.76 e 8.46 ppm referentes aos hidrogénios do anel purinico, um dubleto em
5.4 ppm (J = 3 Hz) referente ao hidrogénio do carbono ligado ao nitrogénio e
trés dubletos em 0.90 ppm (J = 6 Hz), 0.85 ppm (J =7 Hz) ¢ 0.75 ppm (J =7
Hz) referente aos hidrogénios das metilas do mentol. No espectro de RMN "°C
foram observados os deslocamentos em 151.8 e 145.2 ppm referentes aos
carbonos hidrogenados do anel purinico, em 52.7 ppm referente ao carbono
ligado ao nitrogénio e em 22.1, 21.0 e 20.7 ppm referente as metilas do mentol
(Tabela 3.24). Os assinalamentos foram realizados por correlagio com o

composto 111.
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TABELA 3.24. - Dados de RMN 'H (200MHz) e *C (50MHz) do derivado do mentol
103 (CDCl).

'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] PC - 8 (ppm)

2 8.46 (s) 145.2
3a - n.o.

4 - n.o.

6 8.76 (s) 151.8
7a - n.o.

1’ 5.41(d, 3) 52.7
2’ 1.51-1.53 (m) 45.9
3’ 2.10-2.17 (m) 26.7
4 1.98-2.08 (m) 34.2
5 1.57-1.65 (m) 26.4
6’ 1.86-1.90 (m) 40.4
7 0.90 (d, 6) 22.1

8’ 1.02-1.17 (m) 29.5
9 0.75 (d, 7) 20.7
10’ 0.85 (d, 7) 21.0

n.o. — ndo observado.

No espectro de I.V. foram observadas as absor¢des em 1587 e 1558
cm’' referentes aos estiramentos das ligagdes C=C e C=N de heteroaromaticos.

O espectro de massa apresentou o pico do ion molecular (M"™ 292)
também confirmando a obtencdo do produto 103.

O produto derivado do dodecanol 104 foi caracterizado pelos
espectros de RMN 'H e "°C, LV.. No espectro de RMN 'H foram observados os
singletos em 8.76 e 8.11 ppm referentes aos hidrogénios do anel purinico, um
tripleto em 4.29 ppm (J = 7 Hz) referente aos hidrogénios do metileno ligado ao
nitrogénio ¢ um tripleto em 0.88 ppm (J = 7 Hz) referente aos hidrogénios da
metila do dodecanol. No espectro de RMN "“C foram observados os

deslocamentos em 151.8 ¢ 145.1 ppm referentes aos carbonos hidrogenados do
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anel purinico, em 44.5 ppm referente ao carbono metilénico ligado ao nitrogénio

e em 14.0 ppm referente a metila do dodecanol (Tabela 3.25).

TABELA 3.25. - Dados de RMN 'H (200MHz) ¢ "C (50MHz) do derivado do
dodecanol 104 (CDCls).
'H - & (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC - 8 (ppm)

2 8.11 (s) 145.1

3a - n.o.

4 - n.o.

6 8.76 (s) 151.8

7a - n.o.

R 429 (t,7) 44.5

2’ 1.93 (quint., 7) 31.8

31 1.24 (s]) 22.6,26.6,28.9,29.2,
29.3,29.4,29.5(3), 29.8
12’ 0.87 (t, 7) 14.1

n.0. — ndo observado.

No espectro de I.V. foram observadas as absor¢des em 1592 e 1560
cm’' referentes aos estiramentos das ligagdes C=C e C=N de heteroaromaticos.

O espectro de massa apresentou o pico do ion molecular (M"™ 322)
também confirmando a obtencdo do produto 104.

O produto derivado do alcool benzilico 105 foi caracterizado pelos
espectros de RMN 'H e "°C, LV.. No espectro de RMN 'H foram observados os
singletos em 8.79 e 8.10 ppm referentes aos hidrogénios do anel purinico, um
singleto em 5.46 ppm referente aos hidrogénios do metileno ligado ao
nitrogénio. No espectro de RMN C foram observados os deslocamentos em
152.0 e 145.0 ppm referentes aos carbonos hidrogenados do anel purinico, em

47.8 ppm referente ao metileno (Tabela 3.26).
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TABELA 3.26. - Dados de RMN 'H (200MHz) ¢ "*C (50MHz) do derivado do alcool
benzilico 105 (CDCl5).
'H - & (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC - § (ppm)

2 8.10 (s) 144.9

3a - 131.1

4 - 151.7

6 8.79 (s) 152.0

7Ta - 150.9

I 5.46 (s) 47.8

2’ 7.32-7.37 (m) 134.4

3 7.32-7.37 (m) 129.1

4 7.32-7.37 (m) 127.8

5 7.32-7.37 (m) 126.8

n.0. — ndo observado.

No espectro de I.V. foram observadas as absor¢des em 1594 e 1558
cm’”' referentes aos estiramentos das ligagdes C=C ¢ C=N de heteroaromaticos.

O espectro de massa apresentou o pico do ion molecular (M 244)
também confirmando a obtencao do produto 105.

O produto derivado do élcool oléico 106 foi caracterizado pelos
espectros de RMN 'H e "°C, LV.. No espectro de RMN 'H foram observados os
singletos em 8.76 e 8.12 ppm referentes aos hidrogénios do anel purinico, um
multipleto entre 5.37 e 5.31 ppm referente aos hidrogénios da dupla ligagdo, um
tripleto em 4.30 ppm (J = 7 Hz) referente aos hidrogénios do metileno ligado ao
nitrogénio. No espectro de RMN C foram observados os deslocamentos em
151.9 e 145.0 ppm referentes aos carbonos hidrogenados do anel purinico, em
44.5 ppm referente ao carbono metilénico ligado ao nitrogénio e em 14.1 ppm

referente a metila (Tabela 3.27).
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TABELA 3.27. - Dados de RMN 'H (200MHz) ¢ "*C (50MHz) do derivado do alcool
oléico 106 (CDCl3).

'H - & (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC - § (ppm)
2 8.12 (s) 145.1
3a - n.o.
4 - n.o.
6 8.76 (s) 151.9
7a - n.o.
I 430 (t,7) 44.5
27T el2-17 1.26 (s) 22.6,26.6,27.1,27.2,
28.9,29.1,29.3 (2),
29.5.29.6,29.7,29.8
8 ell 1.94-2.01 (m) 31.8(2)
9 e 10 5.31-5.37 129.6 ¢ 130.0
18 0.87 (t, 7) 14.1

n.0. — ndo observado.

No espectro de I.V. foram observadas as absor¢des em 1592 e 1560
cm’ referentes aos estiramentos das ligagdes C=C e C=N de heteroaromaticos.

Para a sintese dos derivados da adenina e uracila foi necessaria a
reacdo de protecdo da adenina (ZHOU et al., 1997) e uracila (CRUICKSHANK et
al., 1984) (Esquema 3.17).
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ESQUEMA 3.17. Reacdo de protecao da adenina (107) e uracila (109).

A adenina protegida 108 foi caracterizada pelos espectros de RMN
'H ¢ C. No espectro de RMN 'H foram observados os singletos largos em
12.22 e 11.18 ppm referentes aos dois NH, em 8.65 e 8.42 ppm referentes aos
hidrogénios do anel purinico e um dubleto em 1.18 ppm (J = 7 Hz) referente aos
hidrogénios das metilas do grupo isobutila. No espectro de RMN °C foram
observados os deslocamentos em 177.3 ppm referente a carbonila da amida, em
151.3 e 145.7 ppm referentes aos carbonos hidrogenados do anel purinico, em

19.4 ppm referente aos carbonos das metilas do grupo isobutila (Tabela 3.28).
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TABELA 3.28. - Dados de RMN 'H (200MHz) ¢ “C (50MHz) da adenina 108
(CDCl3).
'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC - 8 (ppm)
1 11.19 (sl) ou 12.23 (s]) -
2 8.42 (s) 151.3
3a - 144.3 ou 145.8 ou 146.0
4 - 144.3 ou 145.8 ou 146.0
6 8.65 (s) 151.3
7Ta - 144.3 ou 145.8 ou 146.0
R 11.19 (sl) ou 12.23 (sl) -
2’ - 177.3
3’ 2.94 (sep, 7) 34.3
CH(CH,), 1.18 (d, 7) 19.4 (2)

A uracila protegida 110 foi a caracterizada pelos espectros de RMN
'H e "°C. No espectro de RMN 'H foram observados um singleto largo em 11.60
ppm referente ao NH livre, um dubleto em 5.75 ppm (J = 8 Hz) referente ao
hidrogénio da dupla ligacdo do anel uracila e os hidrogénios aromaticos entre
7.98 e 7.47 ppm. No espectro de RMN °C foram observados os deslocamentos
em 162.9 ppm referente a carbonila do grupo benzoila e em 143.2 ¢ 100.1 ppm

referentes aos carbonos hidrogenados do anel uracila (Tabela 3.29).

77



TABELA 3.29. - Dados de RMN 'H (200MHz) e "*C (50MHz) da uracila 110 (CDCls).

'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC - 8 (ppm)

1 11.60 (sl) -

2 - 150.1

3 - -

4 - 163.0

5 5.75 (d, 8) 100.2

6 7.67 (d, 8) 143.4

I - 131.4

2 7.96 (d, 8) 130.3 (2)

3’ 7.60 (t, 8) 129.6 (2)

4 7.78 (d, 8) 136.5
COBz 1.18 (d, 7) 170.1

Comparando os resultados obtidos com os dados da literatura
referente ao deslocamento quimico de C(5) no espectro de RMN "°C ¢ ponto de
fusdo do composto (CRUICKSHANK et al., 1984), concluimos que a uracila obtida
foi a 3-N-benzoiluracila (Tabela 3.30).

TABELA 3.30. - Dados da benzoiluracila
Composto C(5) P.F. (°C)
1-N-Benzoiluracila 103.65 148-149

3-N-Benzoiluracila 100.08 167-168.5
Uracila 110 100.2 172-174

A partir da adenina protegida 108 foram preparados os derivados

do mentol 111 e 112 (Esquema 3.18).
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ESQUEMA 3.18. Obtencao dos derivados de mentol 111 e 112.
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O derivado do mentol 111 foi caracterizado pelos espectros de
RMN 'H e C, 1.V.. No espectro de RMN 'H foram observados os singletos em
9.16 ppm referente ao hidrogénio do grupo amida, 8.75 e 8.41 ppm referentes
aos hidrogénios do anel purinico e cinco dubletos em 1.33 ppm (J = 1 Hz), 1.30
ppm (J =1 Hz), 0.89 ppm (J = 6 Hz), 0.84 ppm (J = 6 Hz) € 0.76 ppm (J = 6 Hz)
referentes aos hidrogénios das metilas do grupo isobutila ¢ do mentol. No
espectro de RMN "°C foram observados os deslocamentos em 176.5 ppm
referente a carbonila do grupo amida, 152.2 e 142.9 ppm referentes aos carbonos
hidrogenados do anel purinico ¢ em 22.1, 21.0, 20.7 ¢ 19.2 (2C) ppm referente
as metilas do mentol e do grupo isobutila (Tabela 3.31). Os espectros
bidimensionais de correlagio heteronuclear ['H x °C — 'Joy (HSQC) e "Jey n =
2 e 3 (HMBC)], associados aos espectros de RMN 'H e °C permitiram realizar
os assinalamentos de todos os carbonos e hidrogénios. Com relacdo a
configuracdo de C1”, pelo espectro de EON-diferencial observou-se o efeito
Overhauser nuclear sobre H2” (1.53 ppm), quando o hidrogénio H1” (5.38 ppm)
foi irradiado, comprovando-se assim a inversao de configuragdo, pois os dois
higrogénios encontram-se voltados para o mesmo lado. Os derivados do mentol
103 e 112 tiveram os carbonos e hidrogénios assinalados por correlagdo com

composto 111.
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TABELA 3.31. - Dados de RMN 'H (200MHz) e *C (50MHz) do derivado do mentol
111 (CDCly).

'H - § (ppm); [multiplicidade,J  C - & (ppm) “Jen “Jen
(Hz)]

1 - - - -

2 8.41 (s) 142.9 _ HI”
3a _ 1212 i H2

4 ; 152.1 _ ]

6 8.75 (5) 152.3 _ A

7a _ 149.4 ] H6, H2
I’ 9.16 (sl) _ _ ]

2’ _ 176.5 - H4', H5'
3’ 3.30 (sept, 7) 35.9 H4', H5' ]

4 1.30 (4, 1) 19.2 _ A

5 133 (4, 1) 19.2 ; ]

17 538 (d, 3) 51.9 _ ]
27 1.49-1.53 (m) 45.9 A H9”, H10”
37 2.08-2.15 (m) 26.7 _ HI”
47 1.98-2.06 (m) 343 _ H7”
57 1.56-1.58 (m) 26.4 _ H7”
6” 1.85-1.93 (m) 40.4 i H7”
77 0.89 (d, 6) 22.1 ; ]

8” 1.12-1.27 (m) 29.5 H9”, H10” ]

9” 0.76 (d, 6) 20.6 ; )
10” 0.84 (d, 6) 21.0 _ ]

No espectro de 1.V. foram observadas as absor¢des em 1685 cm ™

referente a carbonila da amida, 1608 e 1583 cm™' referentes aos estiramentos das
ligagdes C=C e C=N de heteroaromaticos.

O derivado do mentol 112 foi caracterizado pelos espectros de
RMN 'H ¢ “C. No espectro de RMN 'H foi observado o desaparecimento do

sinal em 9.16 ppm referente ao hidrogénio do grupo amida e dos dubletos em
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1.33 ppm (J = 1 Hz) e 1.30 ppm (J = 1 Hz) referentes aos hidrogénios das
metilas do grupo isobutila. Foi observado o aparecimento de um singleto largo
em 5.88 ppm referente ao grupo amina. No espectro de RMN "*C foi observado
o desaparecimento do sinal em 19.2 ppm referente as metilas do grupo isobutila
(Tabela 3.32). Os assinalamentos foram realizados por correlagdo com o

composto 111.

TABELA 3.32. - Dados de RMN 'H (200MHz) e *C (50MHz) do derivado do mentol
112 (CDCly).
'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC- 5 (ppm)

1 - -
2 8.16 (s) 149.5
3a - 119.5
4 - 157.6
6 8.38 (s) 155.5
7a - 152.8
I’ 5.30(d, 3) 51.7
2’ 1.51-1.57 (m) 46.0
3’ 2.10-2.17 (m) 26.7
4 1.98-2.08 (m) 34.3
5 1.60-1.64 (m) 26.5
6’ 1.85-1.90 (m) 40.5
7 0.89 (d, 6) 22.2
8’ 1.01-1.18 (m) 29.5
9°’CH(CH3), 0.77 (d, 6) 20.7
10° 0.84 (d, 6) 21.0

NH, 5.88 (sl) -

3.3.3 - Tentativa de obtencdo do 4-(6-amino-9H-purin-9-il)-2-
[(tritiloxi)metil]ciclopentanol (68)

Os nucleosideos sdo importantes no sistema bioldgico, pois sao
fosforilados por kinases em mono-, di e trifosfatos. Os nucleotideos resultantes

sdo processados em 4cidos nucléicos por polimerases. O desenvolvimento de
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analogos nucleosidicos que funcionam como inibidores seletivos de kinases e
polimerases para o controle de doengas virais e cancer tem sido objeto de
grandes estudos. Na literatura existem metodologias para a obtengdo de
nucleosideos carbociclicos ciclopentila, principalmente no desenvolvimento de

sintese enantiosseletivas.

BORTHWICK (1994) utilizou o monoacetato resolvido 113 para
preparar a sililoxi enona 114. A adi¢do conjugada de cuprato de a-alcoxi de alta
ordem ocorre seletivamente obtendo-se 115. O grupo p-metdxi benzil éter foi
removido e seguido da reacdo de reducao da cetona levando ao diol 116. A
protecdo seletiva do alcool primario com tritil éter levou a obtencao de 117 com
alta seletividade. O alcool 117 pode ser prontamente convertido a uma variedade
de 2’-deoxi andlogos pelo acoplamento direto sob as condi¢cdes de Mitsunobu

com bases heterociclicas (Esquema 3.19).

PMBO

\@/ TBDPSO\gO O Do, CHyCl. 86%
—_— —_— —_—
—_—
(2-Th)(PMBOCH;)CuCNLiy, 67%  \ NaBH(OAc);, EtOAc, 75%
114 \\\“ 115
TBDPSO 0
wWOH PhyCCL DMAP. CH,Cl, WWOH B
—_—
s S N
TBDPSO' TBDPSO' TBDPSO'

B = bases heterociclicas

ESQUEMA 3.19. Obtengdo de andlogos nucleosidicos por BORTHWICK.

MOSHER e LANG (1996) utilizaram o 2-ciclopenten-1,4-diol
protegido com siloxano ciclico 118, seguido de hidroformilagdo com rodio (I)
do alceno obtendo-se o aldeido que foi reduzido ao respectivo alcool. Tritilagao
do élcool primdrio e hidrélise do siloxano produz o diol 119 que foi resolvido
enzimaticamente. O acetato foi entdo hidrolisado ao diol enantiomericamente

puro 119 que foi transformado no sulfato ciclico 120 para acoplamento com uma
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variedade de bases heterociclicas. O intermediario sulfato 121 foi hidrolisado

com &cido aquoso (Esquema 3.20).

(t-Bu),Si(0SO,CF3),,
—_— £
. . lutidina, CH,Cl,, 80% £
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—_——
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acetato de vinila, MeOH, H,NCH,CH,NH, 1) SOCL, EtN, CH,Cly, 100% ",
— > —_— ]
; - > o)
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ESQUEMA 3.20. Obtencao de analogos nucleosidicos por MOSHER e LANG.

3.3.3.1 - Proposta sintética para o nucleosideo 68

O laboratério de Cristalografia do Instituto de Fisica de Sao Carlos
(IFSC/USP) com o auxilio do programa DOCK 3.5 encontrou possiveis
inibidores da enzima gGAPDH. Dentre as substancias apontadas, apresentava-se

o nucleosideo carbociclico 68 (PAVAO, 1996).

Devido a auséncia de uma ligacdo glicosidica nos nucleosideos
carbociclicos, € possivel que os mesmos sejam quimicamente mais estaveis, isto
¢, ndo sao alvos da clivagem que sofrem os nucleosideos convencionais, causada
pela acdo de enzimas (MARQUEZ et al., 1988). A proposta sintética ¢ apresentada
no Esquema 3.21. Como nos estudos de docking ndo se levou em consideragdo a
estereoquimica, a proposta visava a preparacao de todos os isdmeros possiveis, o

que tornaria possivel a avaliacdo da relacdo estrutura-atividade bioldgica dos
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mesmos. Caso a atividade fosse realmente comprovada, seria entdo necessaria

posteriormente a sintese assimétrica do nucleosideo.
a ”\ 7 ”\
N Cl Cl
_CHYCL, ) LiATH, MCPBA
@ Na2C03 @ 2) 6-cloropurina CHCl,
CH,CO;H Ph;P, DEAD N
Y e

//_N\ //_N\
1) H/ H,0

N 2) LiAlH, \/
HO
127

HO

/_ Cl O //_N\ NH,

—»

ESQUEMA 3.21. Proposta sintética do nucleosideo carbociclico 68.

z

Ph3Cl

Z

3.3.3.1.1 - Obtencao do 6-oxa-biciclo[3.1.0]hex-2-eno (123)

A primeira etapa para a obtencdo do nucleosideo carbociclico 68
foi a epoxidagdo do ciclopentadieno 122 com 4acido peracético. O dacido
peracético foi preparado com anidrido acético e perdxido de hidrogénio a 31%
catalisado por 4acido sulfirico. A determinacdo da concentragdo do dacido

peracético obtido foi feita através de titulagdo com solugao 0.1M de Na,S,0s.

A reacdo de epoxidacdo foi feita em solvente inerte, no caso
CH,Cl,, em presenca de Na,CO; anidrido. Essa reacdo depende de condigdes
relativamente anidras e da neutraliza¢do rapida do 4cido acético pelo carbonato

de sodio. A etapa répida da reacdo ¢ a epoxidagdo e ocorre também uma reagao
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lenta do acido peracético com o Na,CO;3; (KORACH et al., 1960 ¢ CRANDALL et
al., 1968) (Esquema 3.22).

H,S0,
CH3C(:)2H+ H202 — CH3CO3H

_CH,Cl
N3.2C03
122

CH,CO:H

ESQUEMA 3.22. Reacdo de epoxidacao do ciclopentadieno.

O produto de epoxidacdo 123 foi caracterizado pelo espectro de
RMN 'H. Devido a instabilidade do epéxido formado, ele foi utilizado no
mesmo dia sem purificagdo na etapa seguinte.

No espectro d¢ RMN 'H foram observados os deslocamentos em
6.14 ¢ 5.99 ppm referentes aos hidrogénios da dupla ligagdo, em 3.91 ¢ 3.82
ppm que sdo sinais caracteristicos dos hidrogénios do grupo epoxido e dois
dubletos em 2.63 ppm (J=12 Hz) e 2.38 ppm (J=10 Hz) referentes aos

hidrogénios metilénicos. O rendimento do produto bruto foi de 40%.

3.3.3.1.2 - Obtencao do ciclopent-3-en-1-0l (129)

A segunda etapa foi a reducdo do epéxido com hidreto de litio em

¢éter seco (CRANDALL et al., 1968) (Esquema 3.23).
LiAlH, OH
o EL0
123 129

ESQUEMA 3.23. Reacgdo de reducao do 3,4-epoxiciclopenteno.
A reducao com hidreto de litio e aluminio € bem seletiva e promove
o ataque do hidreto no carbono alilico. A redugdo envolve a complexacao inicial

do ion metalico Al com a dupla ligagdo. A formagio apenas do 3-ciclopentenol

ocorre devido a geometria rigida imposta para a transferéncia do H™ por causa da
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formacgao do complexo, que limita o ataque ao C; (HEALY et al., 1994) (Figura
3.3).

FIGURA 3.3. Mecanismo de transferéncia de hidreto.

O composto 129 obtido foi caracterizado pelo espectro de RMN 'H
e C. Foi feita uma tentativa de purificacio por coluna flash, mas houve
decomposicao do produto, que foi entdo utilizado na proxima etapa sem prévia
purificagdo.

No espectro de RMN 'H foi observado o desaparecimento dos
sinais em 3.91 e 3.82 ppm do epoxido e o aparecimento de um sinal em 4.51
ppm (multipleto) referente ao hidrogénio carbinélico. No espectro de RMN °C
foi observado o deslocamento em 71.6 ppm referente ao carbono carbinolico. O

rendimento do produto de 56% foi obtido apos destilagao.

3.3.3.1.3 - Obtencio da 6-cloro-9-ciclopent-3-en-1-il-9H-purina
(124)

A etapa seguinte foi a reacdo de acoplamento do 3-ciclopentenol
(129) com a 6-cloropurina (94) usando as condi¢des de Mitsunobu, em dioxano
na presenca de trifenilfosfina e azodicarboxilato de dietila (DEAD) a

temperatura ambiente (ZHOU et al., 1998 e JENNY et al., 1991) (Esquema 3.24).

Cl
N / ‘ N\>
\ PPh3/DEAD K
N N
dioxano, t.a.
42%
124

ESQUEMA 3.24. Reagdo de Mitsunobu para obtengdo de 124.
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O subproduto da reagdo a 1,2-dicarbetoxihidrazina foi de dificil
separacao do produto desejado. Ela foi caracterizada pelo ponto de fusdo (132-
134°C) e pelo espectro de RMN 'H, onde foi observado um quarteto em (4.25
ppm) referente aos CH, e um tripleto em (1.25 ppm) referente as metilas.

Na tentativa de hidrolisar o subproduto, a mistura foi mantida sob
agitacdo em solugdo de hidréxido de litio em metanol e 4gua (3:1). No entanto,
foi somente observada a formacao de um produto de substituicao nucleofilica no
carbono ligado ao cloro no anel purinico. Pelo espectro de RMN 'H foi
observada uma mudanga de deslocamento quimico dos hidrogénios da purina
para 8.55 e 7.95 ppm e um singleto em 3.77 ppm referente a metila do grupo
metoxila. No espectro de RMN "C foi observado o aparecimento de um sinal
em 54.1 ppm referente ao carbono da metoxila (Tabela 3.33). No espectro de
I.V. foram observadas as absorcdes em 1598 e 1573 cm’' referentes aos
estiramentos das ligagdes C=C e C=N de heteroaromaticos, ¢ em 1232 ¢ 1060

cm’ referentes aos estiramentos C-O do éter. (Esquema 3.25).

Cl

OMe
=4 N =4
g d
N e N

N MeOH / H,0

N>
N
@ - @
124 130

ESQUEMA 3.25. Formagao do produto metoxilado 130.
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TABELA 3.33. - Dados de RMN 'H (200MHz) ¢ "*C (50MHz) do produto metoxilado
130 (CDCls).
'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC - 8 (ppm)

1 - -

2 7.96 (s) 140.1

3a - n.o.

4 - n.o.

6 8.55 (s) 151.8

7a - n.o.

I’ 5.40 (sept, 4) 52.9

2a’ ¢ 2b’ 2.68 (dd, 16, 4) ¢ 3.07 (dd, 16, 8) 40.4 (2)
3 5.94 (s) 129.0 (2)
OCHj3; 4.19 (s) 54.1

n.o. — ndo observado.

A utilizagdo de uma mistura de 3 solventes para purificacdo do
produto 124 por cromatografia flash, se mostrou muito eficiente: hexano, acetato
de etila e metanol (3:1:0.5). O produto desejado foi obtido com 42% de
rendimento apos a purificagio e foi caracterizado por RMN 'He °C, L.V..

No espectro de RMN 'H foram observados os singletos em 8.76 ¢
8.14 ppm referentes aos hidrogénios do anel purinico, em 5.97 ppm um singleto
referente aos hidrogénios da dupla ligacao do ciclopenteno e um septeto em 5.44
ppm (J = 4 Hz) referente ao CH do ciclopenteno, este sinal pode ser atribuido a
“conformagao W” das quatro ligacoes o entre H1’ e H3’, permitindo o
acoplamento também entre esses hidrogénios a longa distancia, o mesmo efeito
pode ser observado no composto 130 (SILVERSTEIN et al, 1994). Com relagdo
aos hidrogénios metilénicos foram observados um duplo dubleto em 3.11 ppm (J
=16 ¢ 8 Hz) e outro duplo dubleto em 2.7 ppm (J = 16 ¢ 4 Hz). As constantes de

acoplamento geminais puderam ser observadas por eles serem diastereotdpicos.
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No espectro de RMN C foram observados os deslocamentos em 151.78 e
143.19 ppm referentes aos carbonos hidrogenados do anel purinico, em 129.07
ppm referente aos carbonos da dupla ligacdo do ciclopenteno, em 53.51 ppm
referente ao carbono CH do ciclopenteno e 40.36 ppm referente aos CH, do

ciclopenteno (Tabela 3.34).

TABELA 3.34. - Dados de RMN 'H (200MHz) e ">C (50MHz) do derivado da purina
124 (CDCly).
'H - & (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC - § (ppm)

1 - -

2 8.14 (s) 143.2

3a - n.o.

4 - n.o.

6 8.76 (s) 151.8

Ta - n.o.

I 5.44 (sept, 4) 53.5

22’ ¢ 2b° 2.70 (dd, 16, 4) e 3.11 (dd, 16, 8) 40.4 (2)
3 5.97 (s) 129.1 (2)

n.o. — ndo observado.

No espectro de 1.V. foram observadas as absor¢des em 1593 e 1552

-1 . . ~ , .
cm referentes aos estiramentos das ligagdes C=C e C=N de heteroaromaticos.

3.3.3.1.4 - Obtencao da 6-cloro-9-(6-oxabiciclo[3.1.0]hex-3-il)-9H-
purina (125)

O produto 124 foi oxidado com &cido m-cloroperbenzdico em
CH,Cl,, obtendo-se uma mistura dos epoxidos syn e anti com 69% de
rendimento, na propor¢ao de 1:1 por cromatografia gasosa (ROSENQUIST et al.,

1996) (Esquema 3.26). Estes foram separados por coluna cromatografica flash
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utilizando como eluente: hexano:acetato de etilaimetanol (2:2:1) e

caracterizados por RMN 'He °C, LV..

Cl Cl

Cl
= N = N
N N
N A\ N
N / ‘ \> m-CPBA K ‘ > + K ‘ >
K N CH,CL,, t.a. N \ N \
N 69%

124 125a 125b

1.,

/,//
=
O

ESQUEMA 3.26. Reacdo de epoxidagao com m-CPBA.

No espectro de RMN 'H do epéxido 125a (r.f. 0.40 em TLC —
hexano : acetato de etila : metanol (2:2:1)) foi observado o desaparecimento do
deslocamento em 5.97 ppm referente aos hidrogénios da dupla ligagdo e o
aparecimento de um singleto em 3.75 ppm referente aos hidrogénios do epdxido
formado. No espectro de RMN C foi observado o desaparecimento do
deslocamento em 129.1 ppm dos carbonos da dupla ligagdao do ciclopenteno e o
aparecimento do sinal em 55.2 ppm referentes aos carbonos do epoxido (Tabela
3.35). No espectro de 1.V. foram observadas as absor¢des em 1593 ¢ 1564 cm™
referentes aos estiramentos das ligacdes C=C e C=N de heteroaromaticos; ¢ em
1259, 943 ¢ 831 cm’, referentes aos estiramentos simétricos e assimétricos do

anel epoxido.
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TABELA 3.35. - Dados de RMN 'H (200MHz) ¢ “C (50MHz) do epoxido 125a
(CDCly).

'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC -5 (ppm)
1 - -
2 8.09 (s) 144.6
3a - n.o.
4 - n.o.
6 8.73 (s) 151.6
7a - n.o.
1’ 4.77 (quint, 8) 52.0
22’ e 2b’ 2.52 (dd, 14, 10) ¢ 2.70 (dd, 14, 8) 32.8 (2)
3’ 3.75 (s) 55.2 (2)

n.o. — ndo observado.

No espectro de RMN 'H do epodxido 125b (r.f. 0.34 em TLC —
hexano : acetato de etila : metanol (2:2:1)) foi observado um singleto em 3.76
ppm referente aos hidrogénios do epoxido formado. No espectro de RMN °C
foi observado o aparecimento do sinal em 57.3 ppm referentes aos carbonos do
epoxido (Tabela 3.36). No espectro de 1.V. foram observadas as absor¢des em
1593 e 1556 cm’, referentes aos estiramentos das ligagdes C=C e C=N de
heteroaromaticos e em 1238, 948 e 842 cm’, referentes aos estiramentos

simétricos e assimétricos do anel epoxido.
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TABELA 3.36. - Dados de RMN 'H (200MHz) ¢ "*C (50MHz) do epoxido 125b
(CDCl).

'H - & (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC - § (ppm)
1 - -
2 8.62 (s) 145.4
3a - n.o.
4 - n.o.
6 8.71 (s) 151.6
Ta - n.o.
R 5.44 (t, 10) 50.7
2a’ ¢ 2b° 2.33(d, 16) ¢ 2.61 (dd, 16, 10) 35.9 (2)
3 3.76 (s) 57.3 (2)

n.o. — ndo observado.

O espectro de RMN 'H apresenta varias informacdes relacionadas
as constantes de acoplamento, onde na regido dos metilenos pode-se observar
dois duplos dubletos em 125a em 2.52ppm (J = 14 ¢ 10Hz) ¢ 2.70ppm (J = 14 ¢
8 Hz) e um dubleto ¢ um duplo dubleto em 125b em 2.33ppm (J = 16Hz) ¢
2.61ppm (J = 16 e 10Hz). O acoplamento de hidrogénios heterotopicos entre
atomos de carbono vizinhos, em sistemas rigidos, depende do angulo diedro ¢.
A correlagdo de Karplus relaciona o angulo diedro ¢ e as constantes de
acoplamento de hidrogénios vicinais. Quando duas ligacoes o C-H sao
ortogonais (¢ = 90°, perpendicular) haverd uma sobreposi¢io de orbitais
minima, com interacao entre os spins pequena ou nula entre os elétrons desses
orbitais. Como resultado a informag¢do dos spins ndo sera transmitida e a
constante de acoplamento serd aproximadamente nula (PAVIA et al., 1979). Na
tentativa de se atribuir a estereoquimica relativa dos produtos 125a e 125b

(Figura 3.4) foram calculados os angulos diedros utilizando o ChemDraw 4.0 ¢
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através da equacdo de Karplus-Conroy (Equagdo 1.1) foram calculadas as

constantes de acoplamento teoricas (Tabela 3.37).

syn anti

FIGURA 3.4. Epoxidos syn e anti.

J =a cos’d - 0.28 (¢ acima de 90°, a = 8.5; ¢ abaixo de 90°, a=9.5)

EQUACAO 1.1 - Equagdo de Karplus-Conroy

TABELA 3.37. - Constantes de acoplamento calculadas e observadas
Composto  dri-ci-c2-H2® Jeale  Jobs PH1-c1-c2-H2  Jcale  JTobs
125a (syn) -159.3 715 10 -37.4 572 8

125b (anti) -275 7.19 10 93.2 012 °

* ndo observado

Com esses resultados pode-se inferir que o composto 125a deva ser
o epodxido syn, ja que foi possivel se observar as constantes de acoplamento
vicinais dos hidrogénios metilénicos com H1 de 10 e 8 Hz que junto com os
acoplamentos geminais apresentaram dois sinais na forma de duplos dubletos. J&
o composto 125b deve ser o epdxido anti, sendo possivel se observar uma
constante de acoplamento vicinal de 10 Hz que junto com o acoplamento
geminal apresenta um sinal na forma de duplo dubleto e como nao foi possivel

observar o acoplamento vicinal entre o hidrogénio metilénico H2 e H1, o sinal
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apresenta a forma de um dubleto com constante de acoplamento de 16 Hz,
referente ao acoplamento geminal.

Dedugdes de angulos diedros a partir de constantes de acoplamento
sao feitas com seguranca apenas por comparagdo com compostos proximos
relatados. A correlagdo ¢ muito util em ciclopentanos, cicloexanos, carboidratos
e sistemas policiclicos rigidos. Nos ciclopentanos, os valores observados sdo de
aproximadamente 8 Hz para hidrogénios vicinais cis e aproximadamente 0 Hz
para os trans e estdo de acordo com os angulos correspondentes de
aproximadamente 0° e 90°. Em anéis cicloexano substituidos ou fundidos,
seguem a seguinte correlagdo: axial-axial, 8-14 Hz; axial-equatorial, 1-7 Hz;
equatorial-equatorial, 1-7 Hz. Para os derivados ciclopentano, por causa da
grande flexibilidade, os angulos diedros s3o menos definidos e um

assinalamento equivocado pode ocorrer (SILVERSTEIN et al, 1994).

3.3.3.1.5 - Tentativa de obtencdo da 4-(6-cloro-9H-9-purinil)-2-
hidroxi-1-ciclopentanocarbonitrila (126)

Para a reagdo de abertura do epoxido 125 foram testadas varias

condi¢des reacionais resumidas na Tabela 3.38.

94



N N

N N N N
@\> u%

z "OH ; /
o

NC

126 13

125 1
TABELA 3.38. - Estudo das condi¢des reacionais para obtengdo do composto 126.
Teste Reagentes Solvente T (¢C) T.R. (h) 126 (%) 131 (%)
1¢ c.a.(1.2 eq.), NEt; (1.2 eq.) THF refl. 24 - -
2° c.a. (2.4 eq.), NEt; (2.4 eq.) THF refl. 48 - -
3 KCN (1 eq.), KT (0.1 eq.) DMSO ta. 24 - -
4 KCN (1 eq.), KI (0.1 eq.) DMSO 100 24 - -
5¢ KCN (1 eq.), KT (0.1 eq.) DMSO 150 24 - -
6° NacCN (1.3 eq.) EtOH/H,0 t.a. 10 - -
(3/7)
7° NaCN (1.3 eq.) EtOH/H,O 80 20 - -
(3/7)
8° NaCN (1.3 eq.) EtOH/H,0 t.a. 10 - -
(3/7)
9° NaCN (1.3 eq.) EtOH/H,0 80 15 - 38
(3/7)
10° KCN (1 eq.), LiClO4 (1 eq.) CH3CN 70 15 - -
11° KCN (4 eq.), LiClO4 (4 eq.) CH3CN 70 72 - -
12>  Ce(OTf)4(0.1eq.), NaCN (3 CH3CN 70 24 - -

eq.)

* epoxido 125a (syn)
® epoxido 125b (anti)
C . . .

cianidrina da acetona

Na literatura, a abertura de epoxidos com cianetos tem sido bastante

estudada. Alguns reagentes utilizados sao: HCN, que ¢ volatil e toxico; cianetos

de alcali ndo volateis na presenca de sais; cianoidrina da acetona em presenca de

base ou alcoxidos de lantanideos; cianetos de alquil aluminio e Ce(OTf),, etc.

Na maioria dos métodos, as condigdes reacionais sao normalmente severas,

alguns reagentes nao sao disponiveis e t€ém que ser preparados a partir de

cianetos de alcali. Cianeto de trimetilsilano (TMSCN) ¢ usado, mas existe um

problema quando a isonitrila ¢ formada como produto principal (KAMAL e

KHANNA, 2001).
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Nos primeiros testes (1 € 2) optou-se pela utilizagdo de condicoes
mais brandas com a cianidrina da acetona em meio basico com THF como
solvente sob refluxo (CASTEJON et al., 1996). Esta foi a escolha inicial para se
evitar uma possivel reacdo de substitui¢do do cloro na posi¢do 6 da purina.

Nos testes 3-5 foram utilizadas condigdes mais enérgicas com
cianeto de potassio e iodeto de potéssio, usando-se um solvente polar aprotico
(DMSO) para se evitar a substituicao do cloro. A temperatura da reagdo também
foi modificada: temperatura ambiente, 100°C ¢ 150°C (HAYES et al., 2001).

Os testes de 6-9 foram realizados usando NaCN como fonte de
cianeto e uma solucdo de etanol/dgua como solvente (KAMAL e KHANNA, 2001).
No teste 9 com o epoxido 125b (anti) e temperatura de 80°C, foi observada a
formag¢do de um produto de substituicao nucleofilica no carbono ligado ao cloro
no anel purinico.

O produto 131 foi caracterizado pelo espectro de RMN 'H foram
observados os deslocamentos quimicos dos hidrogénios da purina em 8.49 e
8.39 ppm e deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios do grupo etoxila,
um quarteto em 4.66 ppm referente ao metileno e um tripleto em 1.51 ppm
referente 4 metila. No espectro de RMN "°C foi observado o aparecimento dos

sinais referentes ao grupo etoxila em 63.1 ppm metileno e 14.6 ppm da metila

(Tabela 3.39).
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TABELA 3.39. - Dados de RMN 'H (200MHz) ¢ "“C (50MHz) do epoxido 131
(CDCLy).
'H - § (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] PC -8 (ppm)
1 - -
2 8.39 (s) 142.0
3a - n.o.
4 - n.o.
6 8.49 (s) 151.7
7a - n.o.
R 5.40 (t, 9) 50.3
22’ e 2b’ 2.31(d, 15) e 2.58 (dd, 15, 9) 36.1 (2)
3 3.72 (s) 57.5 (2)
OCH,CHj 4.66 (q, 7) 63.1
OCH,CH; 1.51 (t,7) 14.6

n.o. — ndo observado.

Nos testes 10-11 foram utilizados KCN, LiClOy4 e acetonitrila como
solvente (EzZzITOUNI e¢ MARQUEZ, 1997). No teste 12 foi usado NaCN,
acetonitrila como solvente e trifluormetanossulfonato de cério (IV) como
catalisador (10 mol%) (IRANPOOR e SHEKARRIZ, 1999 ¢ IMAMOTO, 1990), mas
em nenhum dos casos foi obtido o produto desejado.

Para um estudo da reagdo de abertura do epoxido, foi realizada uma
reacdo de hidrolise (sem a separagdo dos epdxidos 125a e 125b) em meio acido
(ZHOU e SHEVLIN, 1998), obtendo-se o diol 132 com 65% de rendimento
(Esquema 3.27).
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ESQUEMA 3.27. Obtencao do diol 132.

No espectro de RMN 'H foi observado o desaparecimento do
deslocamento quimico em 3.75 ppm referente aos hidrogénios do epoxido € o
aparecimento de um multipleto entre 4.10 e 3.95 ppm referente aos hidrogénios
dos carbonos das hidroxilas. No espectro de RMN "“C foi observado o

aparecimento dos sinais referentes aos carbonos das hidroxilas em 75.5 e 76.7

ppm (Tabela 3.40).

TABELA 3.40. - Dados de RMN 'H (200MHz) e "*C (50MHz) do diol 132 (CDCL).
'H - & (ppm); [multiplicidade, J (Hz)] BC - § (ppm)

1 - -
2 8.77 (s) ou 8.78 (s) 146.4
3a - n.o.
4 - n.o.
6 8.77 (s) ou 8.78 (s) 151.4
Ta - n.o.
K 5.02-5.35 (m) 52.2

2a’ ¢ 2b° 2.19-2.40 (m) ¢ 2.57-2.68 (m) 39.1, 39.4
3 3.95-4.10 (m) 76.5,76.7

No espectro de 1.V. foram observadas as absor¢des em 1593 e 1560

-1 . . ~ .
cm’ referentes aos estiramentos das ligagdes C=C e C=N de heteroaromaticos; e
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em 1063 cm’, referentes ao estiramento da ligacdo C-O e em 3361 cm™ foi
observado o estiramento referente a ligacdo O-H intermolecular.

Um ponto interessante a ser considerado ¢ a diferenca de
reatividade dos compostos syn e anti. Quando a reacdo de abertura do epoxido
foi feita em meio acido para a obten¢do do diol 132 foi possivel observar a
diferenca de reatividade de ambos, ja que a reacdo foi feita com a mistura
125a:125b (syn:anti - 46:54) e acompanhada por cromatografia gasosa. Os
tempos de retencdo dos epoxidos 125a e 125b (syn e anti) sdo 11.5 min. e 12.4
min., respectivamente. Apds 30 minutos de reagao havia 34% do epoxido syn e
54% do anti, apds 1 hora 26% do syn e 54% do anti e ao final de 15 horas ndo
havia indicios dos dois epdxidos e a formagdo de um produto principal com
tempo de retengdo de 15.5 min.

A diferenga de reatividade pode ser analisada pela Figura 3.5 em
que embora a protonacdo seja facil para os dois epdxidos, durante o ataque
nucleofilico o produto Syn ndo possui impedimento estérico, ja o anti possui o
grupo purina em uma posi¢do desfavoravel (do mesmo lado onde ocorreria o

ataque do Nu).

v
v

syn ‘ anti

FIGURA 3.5. Epoxidos Syn e anti.

Outra observa¢ao que pode ser feita ¢ que os testes 1-7 foram

realizados com o epdxido 125a (Syn), que embora seja o mais reativo, nao foi
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testado em presenca de um catalisador como LiClO4 e Ce(OTf), que poderiam
ativa-lo.

Devido aos insucessos obtidos nesta etapa do trabalho, o que
praticamente inviabilizaram a rota sintética inicialmente proposta, comegamos a
reconsiderar a real importdncia da preparacdo do nucleosideo 68. Ele foi
proposto por DOCK 3.5 em 1996, que ¢ uma versdo bastante antiga do
programa. A docagem molecular consiste em um procedimento de amostragem
conformacional no qual varios conférmeros estruturais sao docados em um
determinado alvo bioldgico na tentativa de se identificar aquele que apresente a
conformacdo bioativa. Nos programas de docagem atuais varios métodos de
amostragem podem ser utilizados, geralmente esses métodos baseiam-se em
algoritmo genético, simulated annealing, distdncia geométrica, etc. Esses
métodos devem ser associados as funcdes de pontuacdo (ou fungdes de energia)
que sao utilizadas para avaliar a complementaridade entre os ligantes e o sitio de
ligacdo. A conformagdo final ¢ entdo avaliada de acordo com a energia
associada. Assim, a eficiéncia das fungdes de pontuagdo exerce papel
fundamental na qualidade dos resultados da docagem molecular (WANG et al.,

2003).

Um fator importante que ndo tem sido adequadamente
implementado na maioria das estratégias de docagem molecular, consiste na
influéncia da massa molecular dos compostos selecionados pelas fungdes de
pontuacdo. Um dos termos levados em conta nessas fungdes consiste na energia
de interagdo proveniente dos contatos do tipo Van der Waals. Tal propriedade
leva em consideragdo a soma de todos os contatos entre o ligante e a proteina
dentro de um determinado raio de corte.

Dessa forma, fungdes de pontuagdo que consideram esse tipo de
interacao favorecem a selecdo de compostos que possuem um maior nimero de
atomos para interagir com a molécula alvo. Assim, haverd uma tendéncia maior

para a sele¢do de compostos com maior massa molecular, apesar dessas

100



moléculas ndo necessariamente apresentarem complementaridade estrutural com

o sitio de ligacdo (PAN et al., 2003).

Na docagem molecular realizada com o composto 68 foi utilizada a
funcao de pontuagdo contact-score (implementada no programa DOCK 3.5) que
leva em consideragdo os contatos que a molécula do ligante faz com os residuos
de aminoacido da proteina alvo. Esse tipo de fun¢do de pontuacdo favorece
compostos que apresentem maior massa molecular, conforme descrito acima.

Além disso, estratégias mais recentes no processo de
desenvolvimento de farmacos levam em consideracdo as caracteristicas fisico-
quimicas conhecidas. As propriedades das moléculas obedecem a orientagdao da
“regra dos 5”. Baseado nesta regra, um composto deve possuir massa molecular
menor que 500, logP menor que 5, menos de 5 doadores de ligagdo de
hidrogénio e a soma de todos os atomos de nitrogénio e oxigénio deve ser menor
que 10. Essas propriedades sdo bastante difundidas e aceitas, sendo definidas
como as propriedades limites para absor¢cdo passiva da maioria dos farmacos
administrados por via oral (TEAGUE et al., 1999).

O composto 68 apresenta duas das propriedades fisico-quimicas
citadas acima proximas dos valores considerados limites (clogP 3,5 ¢ MM 491).
Essas caracteristicas sdo importantes, pois durante o processo de
desenvolvimento de wum farmaco (ex. otimizagcdo das propriedades
farmacocinéticas e poténcia) ocorre um aumento da massa molecular (1-200) e
da lipofilicidade (clogP 0,5-4,0) (TEAGUE et al., 1999).

De acordo com as recentes estratégias empregadas no processo de
desenvolvimento de farmacos, a possibilidade de sucesso do nucleosideo
carbociclico 68 como composto lider para um futuro fairmaco contra a Doenca
de Chagas ¢ restrita. Dessa maneira, os esfor¢os para a sua sintese foram

interrompidos.
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3.4 - Avaliacao da atividade biologica

Todos os compostos sintetizados neste trabalho tiveram suas
atividades biologicas avaliadas com os ensaios disponiveis, como a atividade
inibitéria com relacdo as enzimas gGAPDH de T. cruzi e APRT de L.
tarentolae, atividade antimicrobiana e avaliacdo frente a formiga Atta sexdens.

Uma cole¢ao de carboidratos comerciais também foi avaliada.

3.4.1 - Atividade inibitéria das enzimas gGAPDH de T. cruzi e
APRT de L. tarentolae

A abordagem moderna de desenvolvimento racional de farmacos se
baseia na identificagdo de vias metabolicas indispensdveis a sobrevivéncia do
parasita. ApoOs selecdo dos alvos bioldgicos, o objetivo passa a ser a
caracterizacao detalhada dos componentes da via enzimatica envolvida. Enzimas
chave podem ser exploradas para o desenvolvimento de inibidores da reacao

enzimatica, sem afetar o hospedeiro.

3.4.1.1 - Doenca de Chagas

A doenca de Chagas ¢ causada pela infecgdo com o protozodario
Trypanosoma cruzi, o qual ¢ transmitido, principalmente, pelo inseto-vetor
hematéfogo conhecido como “barbeiro” ou “chupao”. Segundo a Organizagdo
Mundial de Satide (OMS) existem entre 16 e 18 milhdes de pessoas infectadas
nas Américas, desde o México, ao norte, at¢ Argentina e Chile, ao sul, onde
cerca de 10% dos casos sdo fatais, geralmente como resultado de falha cardiaca
e inflamagdes severas do trato gastrointestinal (BRENER et al., 2000 e MENGEL ¢
Rossi, 1992).

O Trypanosoma cruzi foi descoberto ¢ descrito pelo médico Carlos

Chagas em 1909. Este protozoario pertence a classe Mastigophora, ordem
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Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. A forma sangiiinea, tripomastigota,
do T. cruzi é extremamente dependente da via glicolitica para obtengdo de
energia, pois possui um mitocondrio inativo, sem um ciclo de Krebs funcional.
O T. cruzi tem uma organela especializada chamada glicossomo, caracteristica
da familia tripanosomatida, que contém nove enzimas envolvidas nas reacoes de
glicolise e do metabolismo do glicerol (OPPERDOES et al., 1977 e OPPERDOES,
1987). Esta compartimentalizagdo faz com que a razdo de glicolise nos
triponosomatideos seja 50 vezes maior do que a que acontece no eritrocito
humano (WANG, 1984). Foi mostrado em ensaios in Vitro e in vivo que a
inibicdo da glicolise causa o desaparecimento dos tripanossomos da corrente
sangiiinea do hospedeiro mamifero (OPPERDOES et al., 1977; CLARKSON ¢

BROHN, 1976 e FAIRLAMB et al, 1977).

A enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase glicossomal
(gGAPDH) ¢ uma enzima tetramérica, que participa da via glicolitica, tanto no
hospedeiro humano como no tripanossomo, catalisando a conversdo do
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase em 1,3-difosfoglicerato, na presenca do

cofator NAD" e fosfato inorganico (Figura 3.6).

FIGURA 3.6. Representagdo do tetramero da enzima gGAPDH de T. cruzi

Observou-se que a enzima glicossomal GAPDH tem também um
papel importante no controle do fluxo de metabdlitos na interface glicossomo-

citosol (CLARKSON ¢ BROHN, 1976).
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A enzima GAPDH catalisa a seguinte reacao:

Gliceraldeido-3-fosfato + NAD" + Pi — 1,3-Difosfoglicerato + NADH

Os ensaios de inibicdo enzimatica foram realizados no IFSC-USP
através da medida espectrofométrica de NADH formado em 30 segundos a 340

nm.

3.4.1.2 - Leishmaniose

A Leishmaniose ¢ uma enfermidade polimorfa da pele e das
membranas mucosas causada por varios protozoarios pertencentes a espécie do
género Leishmania. A doenga comega com uma papula que se agrava e
tipicamente se transforma em ulcera indolor. As lesdes podem ser Unicas ou
multiplas, e ocasionalmente ndo ulceradas e difusas. Podem cicatrizar
espontaneamente no término de semanas ou meses ou persistir durante meses ou
anos. Em algumas pessoas, algumas espécies de parasitas, se disseminam e
produzem lesdes de mucosas, inclusive anos depois de se ter curado a lesdo
cutanea primaria. A recorréncia das lesdes cutaneas depois da cura aparente
pode ocorrer em forma de tulceras, papulas ou nodulos na tlcera original

cicatrizada ou muito proxima dela (BENENSON, 1997).

Cerca de 350 milhdes de pessoas fazem parte da populagdo de risco
(MAYRINK, 2000). A estimativa da OMS (Organizagdo Mundial da Saude) ¢ de
que 12 milhdes de pessoas sejam contaminadas no mundo por ano. No Brasil,
sdo cerca de 35 mil novos casos/ano. A medicagdo utilizada algumas vezes pode

ter efeitos colaterais e aliado a isto o aparecimento de formas resistentes de
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Leishmania sp.. A partir desses fatores exacerbou-se a necessidade do estudo de
vias alternativas que possam permitir o desenvolvimento futuro de inibidores.

A mais marcante diferenca metabolica entre varios protozoarios
parasitas ¢ o hospedeiro mamifero talvez esteja na cadeia de sintese de purino-
nucleotideos. Em células de mamiferos os purino-nucleotideos podem ser
sintetizados a partir de duas vias. Uma via, envolvendo dez reacdes enzimaticas
seqilienciais leva a sintese "de novo" dos purino-nucleotideos a partir de
precursores ndo nucleotideos. Uma segunda cadeia metabdlica, denominada
"vias de recuperagdo" (Figura 3.7), utiliza os purino-nucleotideos pré-formados
(adenina, guanina, xantina e/ou hipoxantina) derivados da degradacao de acidos

nucléicos ou nucleotideos livres.

@ \/\/
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FIGURA 3.7. Via de recuperacgdo e interconvercao, em células de mamiferos. APRT-
adenina-fosforribosil-transferase; HGPRT- hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferase;
PRPP- 5'-fosforribosil-1-pirofosfato.

Os protozoarios parasitas dependem exclusivamente da via de
recuperacdo para obter as purinas usadas na sintese de DNA e RNA. Em
conseqiiéncia disso, cada género de parasita desenvolveu um conjunto especifico
de enzimas da via de recuperagcdo que permite ao organismo utilizar as purinas
pré-formadas adquiridas do hospedeiro. As diversas espécies do género
Leishmania utilizam trés fosforribosil-transferases (PRTases) na reciclagem dos

purino-nucleotideos (Figura 3.8), em distingdo dos hospedeiros mamiferos que

105



ndo possuem a XPRTase. A via de recuperacdo tem estimulado consideravel

interesse terapéutico nas enzimas envolvidas nessa via.

Adanirn GLErina
P L

FIGURA 3.8. Via de recuperagao e interconvercao, em células de Kinetoplastida. APRT-
adenina-fosforribosil-transferase; HGPRT- hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferase;
PRPP- 5'-fosforribosil-1-pirofosfato. XPRT- xantina-guanina-fosforribosil-transferase; AAH-
adenina deaminase.

A Figura 3.9 apresenta a estrutura da APRT de L. tarentolae. Em
verde observa-se uma molécula de adenosina monofosfato (AMP) que esta

ligada ao sitio ativo. Em amarelo os aminoacidos aos quais o AMP esta ligado.

FIGURA 3.9. Representagio da estrutura de um mondmero da APRT de L. tarentolae.

Os ensaios de inibicdo enzimatica foram realizados no IFSC-USP
através da medida espectrofométrica de AMP formado em 60 segundos a 259

nm.
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3.4.1.3 - Avaliacio dos carboidratos sintéticos e comerciais

Os 16 carboidratos sintéticos (Figura 3.10) foram avaliados nos
ensaios de inibigdo enzimatica da gGAPDH de T. cruzi (Tabela 3.41) e APRT
de L. tarentolae (Tabela 3.42).
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HO HO OH
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0,C(CH,)16CH3 0,C(CHy)16CH3 OH 02C(CH2)16CH3
OHo
o) OHo o) HO
HO HO OH
HO HO HO
OH OH OH CH,0,C(CHy)16CH3
OH OH OH
78 79 80 81
o) AcO AcO
ACO. ° 0 y OAc OMe ° o °
c/// Z ACO/// (@)
- < CH,0Ac
Tro H OAc oac 1O OAc OAc HO H OAc OAc OAc
83 85 87 90
CH,O0AC CH,0AC
—o EtS——SEt OAc H o
OAc OAc
AcO—F—H AcO—F—H
H——OAc H——oAc Ets one  EsT X OAc
H—T—0Ac H—]—OAc OAc  OAc OAc
CH,O0AC CH,0AC
89 82 91 92

FIGURA 3.10. Carboidratos sintéticos avaliados.
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TABELA 3.41. - Efeito de agucares sintéticos na atividade da enzima gGAPDH.
Composto  Absorbdncia  Atividade especifica (Umg™!) % Atividade inibitéria

74 0.295 31.60 -21
75 0.287 30.79 -5
76 0.246 26.40 9
77 0.325 34.81 -23
78 0.286 30.79 -5
79 0.468 50.20 -72°
80 0.341 36.53 -25°
81 0.410 4397 -51
Controle 0.271 29.11 -
82 0.295 63.25 -3
83 0.272 58.32 6
85 0.300 64.40 -3
87 0.292 63.68 -3
89 0.290 62.25 0
90 0.310 66.54 -3
91 - - -
92 - - -
Controle 0.290 62.25 -

? turvou nas condigdes do experimento.

TABELA 3.42. - Efeito de aglicares sintéticos na atividade da enzima APRT.

Composto  Absorbdancia  Atividade especifica (Umg™!) % Atividade inibitéria

74 0.045 13.57 0

75 0.045 13.57 0

76 0.051 15.27 -12

77 0.051 15.27 -12

78 0.052 15.27 -12

79 0.058 16.97 -25

80 0.061 18.66 -37

81 0.052 15.27 -12
Controle 0.046 13.57 -

82 0.048 51.61 0

83 0.030 32.16 38

85 0.029 32.08 38

87 0.033 36.03 31

89 0.044 48.08 7

90 0.030 32.27 38

91 0.039 4213 19

92 0.050 53.69 -3
Controle 0.048 51.70 -

Com o objetivo de colaborar com o estudo de relagdo estrutura-atividade e

avaliacdo biologica de carboidratos frente as enzimas gGAPDH de T. cruzi e
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APRT de L. tarentolae, uma colegdo de 22 agtcares comerciais (Figura 3.11) foi

avaliada. Os resultados estdao resumidos nas Tabela 3.43 e 3.44.
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FIGURA 3.11. Carboidratos comerciais avaliados.
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TABELA 3.43. - Efeito de acucares comerciais na atividade da enzima gGAPDH.

Composto  Absorbdncia  Atividade especifica (Umg™!) % Atividade inibitéria

A01 0.377 40.48 -39
A02 0.382 4094 -40
A03 0.346 37.13 -27
AO4 0.292 31.34 -7
A05 0.322 3453 -18
A06 0.192 20.64 29
A07 0.303 3254 -11
A08 0.273 29.30 -1
AQ9 0.290 3117 -7
Controle 0.271 29.11 -
Al10 0.342 36.75 -7
All 0.399 42.80 -25
Al12 0.372 39.95 -17
Al13 0.146 15.67 56
Al4 0.111 11.99 65
Al5 0.300 32.25 5
Alé6 0.359 38.50 -13
Al17 0.155 16.71 50
A18 0.184 19.74 42
A19 0.276 29.66 13
A20 0.283 30.38 1
A21 0.231 24.84 27
A22 0.247 26.57 22
Controle 0.317 34.03 -

110



TABELA 3.44. - Efeito de aclicares comerciais na atividade da enzima APRT.
Composto  Absorbdncia  Atividade especifica (Umg™!) % Atividade inibitéria

AO01 0.047 13.57 0
Controle 0.046 13.57 -
A02 0.054 15.27 0
AO03 0.056 16.97 -11
AO4 0.058 16.97 -11
A05 0.056 16.97 -11
A06 0.058 16.97 -11
A07 0.052 15.27 0
A08 0.049 15.27 0
A09 0.052 15.27 0
A10 0.053 15.27 0
All 0.054 15.27 0
Al2 0.050 15.27 0
Al3 0.051 15.27 0
Al4 0.048 13.57 11
Al15 0.054 15.27 0
Alé6 0.014 5.09 67
Al7 0.048 13.57 11
Al8 0.043 11.87 22
Controle 0.055 15.27 -
A19 0.072 20.36 0
A20 0.075 22.06 -8
A21 0.077 22.06 -8
A22 0.075 22.06 -8
Controle 0.069 20.36 -

Os resultados negativos observados indicam que a atividade da
enzima com o inibidor ¢ maior do que com o controle, essas substancias nao
inibem a enzima. Nas tabelas 3.41 e 3.43 podemos observar os resultados de
inibicdo enzimatica para GAPDH dos carboidratos sintéticos e comerciais, a
maioria dos compostos se mostrou inativo, mas alguns apresentaram uma
atividade moderada de 50-65% de inibigdo na concentracio de 200 uM,
podemos destacar que eles se encontram sob a forma de furanosideos (Figura

3.12).
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FIGURA 3.12.: Carboidratos com atividade moderada frente a enzima GAPDH de T. cruzi.

Como as medidas de atividade inibitoria foram realizadas apenas
com uma concentragdo, pois se tratava de um primeiro screening, um estudo de
QSAR nao ¢ possivel, pois os valores de ICsy ndo foram calculados. No entanto,
algumas observacdes podem ser feitas ao se analisar aqueles compostos que
mostraram atividade, embora moderada. Uma primeira observagdo relevante ¢
que os carboidratos A13 e A14 diferem por serem uma hexose (glicofuranose) e
uma pentose (xilofuranose), respectivamente, mas € interessante ressaltar que a
configuracdo do anel furanosidico ¢ a mesma e possuem 0 mesmo grupo
isopropilideno nas posicoes 1 e 2. Podemos observar também que as
glucofuranoses A03, A04 ¢ A06 com todas as hidroxilas protegidas ou apenas
uma livre sdo inativas ou com atividade menor. No caso da lactona da manose
(A17) comparando-se com A12 e A16, a conformacgdo das hidroxilas do anel ¢

importante ¢ uma dupla ligacdo nao favorece a atividade frente a enzima

gGAPDH.

Nas tabelas 3.42 e 3.44 podemos observar os resultados de inibi¢ao
enzimatica para APRT de L. tarentolae, a maioria dos compostos se mostrou
inativo, mas alguns apresentaram uma atividade moderada de 38-67% de
inibicdo na concentragdao de 100 uM, podemos destacar que eles se encontram

sob a forma de furanosideos (Figura 3.13).
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FIGURA 3.13. Carboidratos com atividade frente a enzima APRT de L. tarentolae.

Uma primeira observagdo com relagdo aos carboidratos sintéticos
83, 85 ¢ 90 ¢ que os que apresentaram atividades possuem hidroxilas acetiladas,
os respectivos compostos ndo acetilados se mostraram inativos. O acido D-
1soascorbico (A16) com 67% de atividade sugere que o anel furanosidico com
uma insaturacao pode ser importante, pois entre todos os compostos avaliados ¢
0 Unico com essa caracteristica. Um ponto importante que podera ser estudado ¢

a acetilacao do acido isoascorbico para posterior avaliagao.

De qualquer forma, estes resultados sugerem que provavelmente os
sacarideos ndo devam ser realmente bons compostos de partida para a busca de
inibidores especificos para as enzimas gGAPDH e APRT, uma vez que uma
diversidade relativamente grande de estruturas foi avaliada. Este fato foi
também levado em consideragdo quando optamos pela descontinuidade do

estudo da sintese do trissacarideo 53.

3.4.1.4 - Avaliacido dos nucleosideos e analogos

Os 17 nucleosideos e anédlogos preparados neste trabalho (Figura
3.14) foram avaliados nos ensaios de inibicdo enzimatica da gGAPDH de T.

cruzi (Tabela 3.45) e APRT de L. tarentolae (Tabela 3.46).
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FIGURA 3.14. Nucleosideos e analogos avaliados frente as enzimas GAPDH e APRT.
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TABELA 3.45. - Efeito dos nucleosideos e analogos na atividade da enzima gGAPDH.
Composto  Absorbdncia  Atividade especifica (Umg™!) % Atividade inibitéria

94 0.266 28.59 -9
98 0.345 37.05 -3
103 0.258 27.75 22
104 0.363 38.99 -8
105 0.279 29.94 16
107 0.215 23.11 11
108 0.206 22.11 15
111 0.247 26.49 -1
112 0.251 27.00 -3
Controle 0.334 35.89 0
124 0.359 77.06 -13
125a 0.345 73.99 -8
125b 0.338 72.60 -6
130 0.351 75.36 -10
131 - - -
132 - - -
Controle 0.317 68.02 0

Na tabela 3.45 podemos observar os resultados de inibi¢ao
enzimatica para GAPDH dos nucleosideos e analogos, além das bases
nitrogenadas, a maioria dos compostos se mostrou inativo e alguns apresentaram
uma baixa atividade 11-22% de inibi¢do na concentra¢do de 200 uM (Figura

3.15).
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FIGURA 3.15. Compostos com baixa atividade frente a enzima GAPDH de T.cruzi.

O composto com atividade um pouco melhor ¢ o derivado da cloro

purina com o anel carbociclico derivado do mentol (103).
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TABELA 3.46. - Efeito dos nucleosideos e andlogos na atividade da enzima APRT.
Composto  Absorbdncia  Atividade especifica (Umg™!) % Atividade inibitéria

98 0.051 11.87 36
103 0.023 10.18 45
104 0.027 6.78 64
105 0.039 11.87 36
Controle 0.065 18.66 0
94 0.052 13.57 33
107 0.033 10.18 50"
108 0.039 8.48 58
111 0.058 10.18 50
112 0.044 13.57 33"
Controle 0.073 20.36 0
124 0.045 48.80 5P
125a 0.043 47.09 9P
125b 0.044 47 .81 7°
130 0.033 35.64 31
131 0.036 38.75 25°
132 0.040 43.02 17
Controle 0.048 51.70 0

® absorve no mesmo comprimento de onda.

* 50 uM, porque turvou a 100 uM.

Com relagdo a enzima APRT de L. tarentolae a maioria dos
compostos apresentou baixa atividade, mas podemos destacar alguns compostos
(Figura 3.16) que apresentaram uma atividade moderada de 50-64% de inibicao

na concentragdao de 100 uM (107 - 50 uM).
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FIGURA 3.16. Compostos com atividade moderada frente a enzima APRT de L. tarentolae.
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Uma primeira observagdao com relagdo as bases nitrogenadas € que
o cloro na posi¢dao 6 (94) leva a uma diminuicdo da atividade (33%), com o
grupo amino (107) observamos uma inibicdo de 50%, ressaltando que foi
avaliado na concentracao de 50 uM, e com o grupo amida na posi¢ao 6 (108)
temos uma inibi¢do moderada de 58%. Com relagdo aos derivados do mentol
podemos observar que derivado com amina na posi¢do 6 da purina (112) tem
uma inibi¢do de 33%, com cloro 45% (103) e com o grupo amida 50%,
constatando que este grupo pode ter importancia na inibicdo. O derivado do
dodecanol (104) com inibicdo de 64% proporciona um interesse no estudo de

seu analogo com o grupo amida.

3.4.2 - Controle da formiga Atta sexdens

O Centro de Estudo de Insetos Sociais, Instituto de Biociéncias da
UNESP de Rio Claro, vem realizando um trabalho relacionado ao controle de
formigas cortadeiras do género Atta. Elas cortam o material das plantas e
utilizam como principal substrato para o desenvolvimento do fungo simbionte,
Leucoagaricus gongylophorus, que ¢ a tnica fonte alimentar da larva (VITOR et
al, 2001).

Esteres derivados da sacarose sio compostos surfactantes nio
i0nicos, biodegradéaveis e de baixo impacto ambiental, alguns deles sdo toxicos
para insetos, como o octanoato da sacarose (PUTERKA et al., 2003). Existem
aclcares toxicos para as abelhas, como a galactose e manose. Assim, despertou-
nos o interesse de testar uma série de ésteres de acticares frente as formigas Atta

sexdens.

Os produtos obtidos foram encaminhados para o Centro de Estudo
de Insetos Sociais, Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio Claro, onde foram
realizados os ensaios de toxicidade para as formigas operarias de Atta sexdens

rubropilosa Forel (Hymenoptera: Formicidae).
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O monoestearato da D-frutose (MEF-81), monoestearato da D-
galactose (MEG-80), monoestearato da D-manose (MEM-79), monopalmitato
da glucose (GLUP-74) e monopalmitato da manose (MP2-75) foram avaliados.
O tratamento com monoestearato da D-frutose (MEF-81) e monopalmitato da
manose (MP2-75) ndo apresentaram efeito toxico as operarias de sauvas, ja4 que
nao houve diferencas significativas na taxa de sobrevivéncia em relagdo ao
controle. Os tratamentos com monoestearato da D-galactose (MEG-80),
monoestearato da D-manose (MEM-79) e monopalmitato da glicose (GLUP-74)
ndo apresentaram efeitos toxicos sobre as formigas. As sobrevivéncias médias
dos trés tratamentos mostraram-se elevadas em relacdo ao controle (Figura 3.17

e Figura 3.18).
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FIGURA 3.17. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
ao tratamento com monoestearato da D-frutose (MEF-81), monoestearato da D-galactose
(MEG-80) e monoestearato da D-manose (MEM-79), na concentragdo de 1mg/mL.
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FIGURA 3.18. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
ao tratamento com ésteres de acgucar: GLUP-74 e MP-75, nas respectivas concentragdes de
0,3 mg/mL e 0,1 mg/mL.

Os ésteres de agucar ndo apresentaram efeitos toxicos as formigas.
No caso dos ésteres 74, 79 ¢ 80 houve um pequeno aumento da sobrevivéncia
das operarias em relacdo aos respectivos controles, como pode ser observado
através das curvas de sobrevivéncia. Esses compostos podem estar sendo usados
como alimento, a por¢do agucar como fonte de energia e o acido graxo na

biossintese de feromonio de trilha, por exemplo.

3.4.3 - Atividade sobre o crescimento do fungo simbionte da
formiga Atta sexdens L. e outros microrganismos

Somente as formigas do género Acromyrmex e Atta sao conhecidas
como cortadoras de folhas, pois cultivam seu fungo predominantemente sobre
fragmentos frescos de origem vegetal (folhas e flores, principalmente) (WEBER,
1972; HOLLDOBLER, WILSON, 1990). Segundo Wilson (1980), Acromyrmex e
Atta sdo também os géneros mais evoluidos, apresentando polimorfismo e
ninhos complexos. Vilela et al. (1987) relataram ainda a presenca de castas

distintas, na qual a rainha desempenha a fun¢do exclusiva de reproducao, os
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soldados protegem o formigueiro, as operarias sdao responsaveis pelo

forrageamento e as jardineiras cuidam dos jardins de fungo.

A associagdo formiga-fungo ¢ muito antiga, datando de 45-60
milhdes de anos atrds (MULLER et al.; 2001), mas até hoje ndo estd totalmente
desvendada. Para alguns autores, o fungo serve como principal fonte de
alimento das operarias adultas bem como as larvas (WEBER, 1966; ANGELI-
PArA, 1984). Silva (2000), utilizando andlises enziméticas, concluiu que as
formigas servem de “reservatorio” de pectinases para o fungo e este contribui
com fonte nutricional e enzimas necessarias para a manutencao das mesmas. Tal
associacdo se justifica também pela capacidade metabolica do fungo de
converter celulose e outros polimeros vegetais que poderiam ser metabolizados
pelas formigas (SIQUEIRA et al., 1998). Exemplo da analise: efeito do acido
vanilico que inibiu 80% do fungo simbionte. Os dois tubos da esquerda sdo o

controle e os dois da direita o acido vanilico (Figura 3.19).

FIGURA 3.19. Foto ilustrativa mostrando o efeito de um inibidor no crescimento do fungo
simbionte.

Os produtos sintéticos foram avaliados frente ao fungo simbionte
de Leucoagaricus gongylophorus. Na Tabela 3.47 estdo os resultados com

relagdo aos agucares sintéticos e na Tabela 3.48 dos nucleosideos e analogos.
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TABELA 3.47. - Efeito de acucares no desenvolvimento do fungo simbionte L.
gongylophorus

Aglcares % de Inibicdo do fungo Aglcares % de Inibigdo do fungo

74 0 82 0
75 0 83 0
76 0 85 20
77 0 87 -
78 0 89 20
79 0 90 -
80 0 91 -
81 0 92 -

Concentragio: 100 ug.mL"’
Controle: =0 % de inibi¢do

Peso seco do inoculo: média 11.8 mg.mL™’

TABELA 3.48. - Efeito de nucleosideos no desenvolvimento do fungo simbionte L.
gongylophorus
Produto % de Inibigdo do fungo Produto % de Inibigdo do fungo

94 0 112 0

98 0 124 20

103 0 125a -

104 0 125b -

105 0 130 0

107 0 131 -

108 0 132 -

111 0

Concentragio: 100 pg.mL’
Controle: = 0 % de inibigo

Peso seco do inoculo: média 11.8 mg.mL"!

Nas tabelas 3.47 e 3.48 podemos observar os resultados dos
compostos sobre o crescimento do fungo simbionte. A maioria dos compostos
ndo apresentou atividade e alguns inibiram no maximo a 20% o

desenvolvimento do fungo, como os compostos 85, 89 ¢ 124 (Figura 3.20).
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FIGURA 3.20. Compostos com atividade fungicida.

Além do fungo simbionte das formigas, outros microrganismos

foram testados quanto ao potencial antimicrobiano dos compostos sintetizados:

1. Staphylococcus aureus (ATCC 6538)

2. Micrococcus roseus (CCT 1469)

3. Bacillus cereus (CCT 1436)

4. Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442)
5. Escherichia coli (CCT 1457)

6. Candida albicans (RJ/50008)

7. Cryptococcus laurentii (RJ/50359)

8. Saccharomyces cerevisiae (CCT 0758)

9. Trichosporon cutaneum (UCD 121)

Os produtos foram dissolvidos na concentragdo desejada e
aplicados em discos de papel de filtro. Em placas de Petri contendo o meio
foram espalhados os microrganismos ¢ os discos de papel de filtro com os
compostos foram adicionados em seguida. Os microrganismos cujo didmetro
dos halos de inibigdo formados foram iguais ou superiores a 8 mm foram
considerados sensiveis. Discos controle foram preparados da mesma maneira.
Os compostos foram avaliados na concentragdo de 100 pg/disco. Podemos

observar nesse exemplo de extratos brutos de Trichilia sp., o halo maior é o
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controle (tetraciclina: 30 pg/disco), no centro o DMSO e halos de 12 mm em

ambos os discos (Figura 3.21).

B.cereny

FIGURA 3.21. Figura ilustrando o efeito de um composto teste em dois microrganismos.

Alguns compostos apresentaram atividade (Figura 3.22):
monopalmitato da glicose (74) — halo de 7mm para M. roseus, (controle:
tetraciclina, 27 mm; 30 pg/disco); 103 — halo de 7 mm e 104 — 13 mm para S.
aureus (controle: tetraciclina, 22 mm,30 pg/disco). Os demais compostos se

mostraram 1nativos.
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FIGURA 3.22. Compostos com atividade antimicrobiana.

Desses resultados podemos destacar o analogo nucleosidico da
cloropurina com o dodecanol (104), mesmo nao sendo tdo expressivo como o

controle, a Escherichia coli se mostrou sensivel ao composto em questao.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS






4 - Conclusoes e Perspectivas

O presente trabalho envolveu a preparacdo de uma série de
derivados de carboidratos e nucleosideos para contribuir para o estudo de
estrutura-atividade destas classes de compostos.

Mais especificamente com relagdo aos carboidratos, foi preparada
uma série de 8 ésteres de aglcares derivados do acido estedrico e palmitico,
além de 8 derivados da manose, galactose e frutose. Podemos destacar como
inéditos os compostos 6-O-estearoil-D-manopiranose (75), 6-O-estearoil-D-
frutopiranose (77), 6-O-palmitoil-D-manopiranose (79), 6-O-palmitoil-D-
frutopiranose (81), 1,3,4,5,6-penta-O-acetil-2-etil-2-tio-1-hexeno (91) e 3,4,5,6-
tetra-O-acetil-2-etil-tiohex-2-enose (92).

Com relacdo aos derivados de nucleosideos foram preparados 14
derivados purinicos. Podemos destacar como inéditos os compostos 6-cloro-9-
(2,3:5,6-di-O-1sopropilideno-a-D-alofuranose)-9H-purina ~ (96),  6-cloro-9-
[(1S,2R,5R)-2-isopropil-5-metilciclohexil]-9H-purina (103), 6-cloro-9-(octadec-
9-enil)-9H-purina (106), 2-metil-N-6-propanamida-9-((1S,2R,5R)-2-isopropil-5-
metilciclohexil)-9H-purina (111), 6-amino-9-((1S,2R,5R)-2-isopropil-5-metil
ciclohexil)-9H-purina (112), 6-cloro-9-ciclopent-3-en-1-il-9H-purina (124), 6-
cloro-9-(6-oxabiciclo[3.1.0]hex-3-il)-9H-purina (125a - syn ¢ 125b - anti), 9-
ciclopent-3-en-1-il-6-metoxi-9H-purina (130), 6-etoxi-9-[6-
oxabiciclo[3.1.0]Thex-3-11]-9H-purina (131), 4-(6-cloro-9H-purin-9-il)
ciclopentano-1,2-diol (132).

Com relacao a sintese do trissacarideo 53, conforme planejado os
mondmeros foram eficientemente preparados, no entanto o acoplamento dos
mesmos se mostrou bastante complicado. Dessa maneira, a sintese foi
interrompida levando-se em consideragdo também os problemas para a
realizacdo da modelagem molecular e a incerteza com relagdo a atribuicao

estrutural feita inicialmente.
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A sintese do nucleosideo carbociclico 68 também foi realizada com
sucesso até o intermediario 125, porém a abertura do mesmo empregando
cianetos nao foi possivel apesar um numero bastante grande de tentativas,
empregando-se metodologias variadas. A sintese foi entdo interrompida devido
também a possibilidade de sucesso de 68 como composto lider para um futuro
farmaco contra a Doenca de Chagas ser restrita.

Os compostos sintetizados e uma série de 22 carboidratos
comercias foram avaliados biologicamente com relagdo as enzimas gGAPDH de
T. cruzi e APRT de L. tarentolae, atividade antimicrobiana e avalia¢do frente a
formiga Atta sexdens.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho pode-se observar que
os carboidratos derivados da glicose (A13), xilose (A14) e manose (A17) inibem
moderadamente a enzima gGAPDH de T. cruzi a 200uM (50-63%). Com
relacdo a inibi¢do da enzima APRT de L. tarentolae (100uM) pode ser
observado que carboidratos acetilados aumentam a atividade inibitdria, entdo o
acido isoascorbico (A16) que apresentou uma inibicdo de 67% poderd ser
acetilado para avalia¢ao do derivado.

Os nucleosideos e analogos avaliados com relacdo a enzima
gGAPDH de T. cruzi a 200uM foram inativos ou tiveram uma inibi¢do baixa
(11-22%). Com relagdo a inibicdo da enzima APRT de L. tarentolae (100uM)
pode ser observado que o grupo amida na posicao 6 da purina pode aumentar a
atividade inibitoria, como no caso dos nucleosideos derivados do mentol. O
derivado do dodecanol (104) com inibi¢do de 63%, possui o cloro na posicao 6,
sendo de interesse o estudo de seu andlogo com o grupo amida.

Os ésteres de agucares derivados de acidos graxos nao apresentaram
efeitos toxicos as formigas. No caso dos ésteres 74, 79 e 80 ocorreu um pequeno
aumento da sobrevivéncia das operarias em relagdo aos respectivos controles.

Os carboidratos ¢ nucleosideos foram avaliados com relagdo ao

crescimento do fungo simbionte L. gongylophorus. A maioria dos compostos

126



ndo apresentou atividade e alguns inibiram no maximo a 20% o
desenvolvimento do fungo, como os compostos dos carboidratos 85 ¢ 89 ¢ o
nucleosideo carbociclico 124.

Dentre os compostos avaliados com relagdo ao potencial
antimicrobiano podemos destacar o andlogo nucleosidico da cloropurina com o
dodecanol (104), mesmo nao sendo tdo expressivo como o controle, a

Escherichia coli se mostrou sensivel ao composto em questao.

A série de ésteres de actcares de dcidos graxos serd ainda avaliada
com relacdo a atividade inseticida frente a lagarta do cartucho do milho,
Spodoptera frugiperda, no Laboratorio de Bioensaios do Departamento de
Quimica da UFSCar e com relagdo a atividade frente a a-glicosidase (Km e Ki)

na Faculdade de Farmacia da USP-Ribeirao Preto.
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EXPERIMENTAL






5 - Experimental
5.1 - Aspectos gerais

Os espectros de absor¢ao no infravermelho foram registrados em
um espectrometro Bomem modelo M 102. As amostras foram preparadas na
forma de pastilhas de KBr ou em filme liquido sobre pastilha de KBr e as
absorcdes estdo expressas em nimero de onda (cm™).

Os espectros de RMN 'H e "°C foram registrados no espectrometro
Bruker ARX-200. Os deslocamentos quimicos (0) estdo expressos em ppm ¢ as
constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Para indicar a multiplicidade dos
sinais foram realizadas as seguintes abreviagdes: s (singleto), d (dubleto), t

(tripleto), q (quadrupleto), sep (septupleto), m (multipleto) e dd (duplo dubleto).

As andlises feitas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) foram realizadas em um cromatdgrafo
Shimadzu modelo GC17A equipado com um detector modelo GCMS-QP5000 e

coluna HP5-MS, operando como uma fonte de impacto eletronico (70 eV).

Os pontos de fusdo foram medidos em um aparelho Microquimica

modelo MQAPF-301.

Nas separacoes feitas por cromatografia em coluna utilizou-se silica
gel 60 70-230 mesh ASTM Merck. Nas placas de vidro de 2 cm x 5 cm para
CCD utilizou-se silica gel 60 G Merck Darmstadt e revelou-se sobre luz
ultravioleta, 10do molecular, utilizando-se um borrifador contendo uma solucao
de 1g de vanilina, 1 mL de &4cido sulftirico concentrado ¢ 100 mL de acido

acético ou ou soluc¢ao etanolica de H,SO,4 5%.

Os solventes utilizados foram todos de grau técnico e foram

destilados antes de serem utilizados. Os solventes anidros foram obtidos por

129



tratamento convencional (PERRIN € ARMAREGO, 1988). Os demais reagentes

foram obtidos da Aldrich Co. e utilizados sem purificacao prévia.

5.1.1 - Ensaios de inibicao enzimatica

5.1.1.1 - Ensaio de inibicao da enzima GAPDH de T. cruzi

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Cristalografia do
Instituto de Fisica da USP de Sao Carlos.

Em uma solug¢do com as seguintes concentracoes finais: 0.003 mol
L' de nicotinamida adenina dinucleotideo (B-NAD"), 0.040 mol L™ de tampio
tris pH 8.6 com 0.001 mol L™ de etilenodiaminotetraacético (EDTA), 0.001 mol
L' de B-mercaptoetanol, 0.03 molL" de arseniato de sédio e 900 pmol L™ do
substrato gliceraldeido trifosfato (G-3-P), foram adicionados 5 uL. de GAPDH
para iniciar a reacdo. Assim, a enzima cuja concentracao final na reacdo ¢ 9
nmolL™, catalisa a formacdo de NADH.

Os testes foram feitos no aparelho SPECTRAmax® PLUS™,
Microplate Spectrofotometer.

Para a realizag¢do dos ensaios utilizou-se placas de acrilico contendo
96 pocos com capacidade de 300 uL de volume cada pogo. Os pocos foram
dispostos na placa em 12 colunas com 8 pocos cada uma.

Cada amostra (inibidor ou padrdo de atividade da enzima) utiliza
quatro pogos distribuidos na mesma coluna, pois o aparelho faz,
simultaneamente, leituras de coluna em coluna. No primeiro pogo de cada
amostra nao ha reagdo, ou seja, ndo sao adicionados enzima e o substrato, nos
outros trés pocos restantes ha reagdo, e estes sdo conhecidos como a triplicata de
cada amostra testada.

Cada placa possuia duas amostras padrao da enzima, a inibi¢do foi
observada a partir de uma comparagao da atividade especifica da enzima com a

atividade da enzima frente a cada inibidor.

130



A cinética da reacdo foi monitorada em 340 nm (formagdo de
NADH) em um tempo de 60 segundos. Os compostos foram testados

inicialmente na concentracao de 200 uM (VIEIRA et al., 2001).

5.1.1.2 - Ensaio de inibicao da enzima APRT de L. tarentolae

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Cristalografia do
Instituto de Fisica da USP de Sao Carlos.

Em uma solugdo com as seguintes concentragdes finais: 560 pumol
L' 5-fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP), 100 pumol L' adenina, 0.2 mol L
tampdo tris HCl pH 7.4 ¢ 0.01 mol L' de cloreto de magnésio, foram
adicionados 3.8 pL de APRT para iniciar a reagao.

Assim, a enzima cuja concentra¢io final na reagdo ¢ 130 nmol L™,
catalisa a formacdo de AMP. Os experimentos foram realizados em cubetas de
quartzo de 500 uL. e monitorados a 259 nm durante 60 segundos a 25°C.

Para calcular a atividade inibitéria, foram realizados ensaios em
triplicada. A porcentagem de inibi¢do foi obtida pela diferenca entre a atividade
especifica da enzima na presenca 5% de DMSO (considerada atividade méaxima
= 100%) e a atividade especifica obtida na presenga do possivel inibidor
(solubilizado em DMSO). Os compostos foram testados inicialmente na

concentracao final de 100 pM.

5.1.2 - Controle das formigas

Os bioensaios foram realizados no Centro de Estudo de Insetos
Sociais do Instituto de Biociéncias da UNESP. Durante o ensaio as formigas do
género Atta foram mantidas com uma dieta artificial. As dietas com a adi¢ao dos
compostos sintetizados (experimental) ou sem (controle) sdo oferecidas
diariamente. O controle foi preparado com a dieta mais o solvente. Os
compostos sintéticos foram analisados nas seguintes concentracdes 100, 50, 25

-1 . . . . .
pg ml. Durante os ensaios o material foi mantido numa incubadora a
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temperatura de 25(+ 1) °C e a umidade relativa entre 70-80%. O maior periodo
de observacdo foi de 25 dias e o nimero de formigas mortas foi registrado

diariamente (VITOR et al, 2001).

5.1.3 - Avaliaciao do crescimento do fungo simbionte

Os bioensaios foram realizados no Centro de Estudo de Insetos
Sociais do Instituto de Biociéncias da UNESP.

Preparo do meio para ensaio com o fungo L. gongylophorus:

As substancias foram incorporadas ao meio de cultura nas
concentracdes desejadas através da dissolugdo prévia em solvente. O volume
correspondente a 1.0 mL foi adicionado em tubos de ensaio contendo 9.0 mL de
meio A (PAGNOCCA et al., 1990). Para os controles dos ensaios, aos 9.0 mL de
meio A foram acrescentados 1.0 mL dos solventes usados na preparagao da
solucao dos compostos avaliados.

Os materiais foram autoclavados a 120°C / 15 minutos e
homogeneizados com o auxilio de um agitador tipo Vortex para propiciar uma
boa distribui¢do e incorporagdo dos compostos no meio de cultura. Em seguida,
os tubos foram inclinados para resfriamento.

Preparo do in6culo:

Para obten¢do do inoculo utilizou-se culturas em 30 dias de
desenvolvimento. O micélio presente em trés ou quatro tubos foi transferido
assepticamente para um homogeneizador de Potter contendo cerca de 3,0 mL de
agua peptonada 0.1% (p/v) e triturado de modo brando, visando a obtengdo de
uma suspensdo micelial homogénea. Em seguida, a suspensdo micelial foi
transferida para um frasco tipo Erlenmeyer contendo 100 mL de dgua peptonada
0.1% estéril e 1.0 mL foi utilizado como indculo. Ao final da preparagdo e antes
da utilizagdo, uma amostra da suspensao micelial foi observada ao microscopio
para constatacdo de que o material desagregado sofreu um minimo de danos e

também para a checagem da pureza da cultura.
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Determinagao do peso seco:

Aliquotas de 5.0 mL de indéculo foram empregadas para
determinacdo do peso seco em cada série de experimentos. Os materiais,
colocados em vidro de relogio, foram secos em estufa de esterilizacdo a uma
temperatura de 70 °C por 24 horas ou até peso constante.

Avaliacdo do crescimento do fungo simbionte:

ApoOs receber o indculo, os tubos foram cuidadosamente
manuseados visando uma distribui¢do uniforme dos fragmentos de micélio na
superficie do 4dgar e foram mantidos inclinados em sala climatizada a
temperatura de 25 °C. Apo6s 30 dias de incubagéo foi realizada a leitura com base

na quantidade e densidade do micélio.

5.1.4 - Avaliacao da atividade antimicrobiana

Microrganismos testados quanto ao potencial antimicrobiano dos

compostos sintetizados no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS):

1. Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
2. Micrococcus roseus (CCT 1469)
3. Bacillus cereus (CCT 1436)
4. Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442)
5. Escherichia coli (CCT 1457)
6. Candida albicans (RJ/50008)
7. Cryptococcus laurentii (RJ/50359)
8. Saccharomyces cerevisiae (CCT 0758)
9. Trichosporon cutaneum (UCD 121)
Método de difusdo em 4agar utilizando discos de papel de filtro

(BAUER et al., 1966).

1. Aplicagdo das substancias nos discos de papel de filtro:
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As substancias foram dissolvidas conforme a concentragdo desejada
em solventes de melhor compatibilidade. Aliquotas (ndo superiores a 10 pL)
deste material foram aplicadas aos discos aguardando a evaporacao do solvente
entre as aplicagdes. Os discos foram colocados em estufa a 45 °C durante uma
noite para secagem final.

2. Procedimento do ensaio:

Em placas de Petri contendo 15 mL de meio (Agar Mueller-Hinton
para bactérias e Agar Sabouraud para fungos) foram espalhados por meio de um
“swab” estéril uma suspensdo de microrganismos recentemente preparados (24
horas para bactérias e 48 horas para fungos) e diluidos em solucao salina 0,9%
correspondente a escala McFarland 0,5. Aguardou-se um periodo de 10 a 15
minutos, e entdo os discos (até 12 discos/placa) foram regularmente distribuidos
na superficie das placas com pinga e pressionados levemente sobre o dgar. Foi
mantida uma distancia de 1,5 cm entre os discos ¢ de 1 cm da borda para evitar
interferéncia entre os halos de inibicdo. Quinze minutos ap6s a semeadura, as
placas foram invertidas e incubadas.

Apbs 24 horas de incubagdo foi realizada uma leitura dos resultados
das bactérias, enquanto que para os fungos foram realizadas leituras apds 48
horas.

Os microrganismos cujo didmetro dos halos de inibicdo formados
foram iguais ou superiores a 8 mm foram considerados sensiveis. Cada ensaio
foi realizado em duplicata.

Discos controle foram preparados da mesma maneira contendo
quantidades conhecidas de antibidticos, inclusive antifiingicos e o solvente de

uso.

5.2 - Procedimento experimental

5.2.1 - Sintese dos ésteres de acucares derivados de acidos graxos
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PROCEDIMENTO GERAL: Em um baldao de 25 mL foi colocado o agtcar
desejado (4 mmol), DMAP (49 mg, 0.4 mmol) em uma solu¢do THF/H,O (1:1)
(6.5 mL), o pH foi ajustado em 10 com uma solugdo 10M de NaOH. Foi

adicionado lentamente o cloreto de acido (1 mmol). O meio reacional foi
mantido sob agitacdo por 30 minutos, em seguida foi neutralizado com uma
solug¢ao de HCI 0.5M (0.5 mL) e diluido com H,O (100 mL). O éster bruto foi
extraido com I-butanol (3 x 100 mL), ap6s evaporacdo do solvente, o produto

desejado foi separado por cromatografia flash usando como eluente

CH,Cl,/MeOH (9:1).

6-O-Estearoil-D-glicopiranose (74)

Rendimento: 0.134g (30%)

P.F.: 101-103 °C.

RMN 'H (200 MHz, DMSO-Dy) &: 0.85 (t, J = 7 Hz, 3 H), 1.24 (sl, 32 H),
1.49-1.54 (m, 2 H), 2.33 (t, J =7 Hz, 2 H), 3.07-3.24 (m, 4 H), 3.64 (dd, J=10¢

5 Hz, 2 H), 4.54 (, ] = 5 Hz, 1 H), 4.99 (d, J =5 Hz, 1 H), 5.08 (d, J =5 Hz, 1
H), 5.22 (d, ] =5 Hz, 1 H), 5.34 (d, ] = 8 Hz, 1H).

RMN "“C (50 MHz, DMSO-Dy) 8: 13.9, 22.0, 24.1, 28.4, 28.6, 28.7, 28.8, 29.0
(8C),31.2,33.6,60.5, 69.5,72.4,76.4,77.8,94.1, 171.8.
LV. (Vmay filme): 1029, 1056, 1085, 1463, 1731, 2848, 2919, 3388 cm™.

6-O-Estearoil-D-manopiranose (75)
Rendimento: 0.156 g (35%)
P.F.: 108-109 °C.

RMN 'H (200 MHz, DMSO-Dy) &: 0.85 (t, ] = 6 Hz, 3 H), 1.24 (s, 32 H),
1.49-1.55 (m, 2 H), 2.32 (t, ] = 7 Hz, 2 H), 3.25-3.35 (m, 4), 3.57-3.62 (m, 2H),
445 (t,J=6Hz, 1 H),4.74 (d,J=5Hz, 1 H), 4.88 (d,J =5 Hz, 1 H), 5.11 (d, J
=4 Hz, 1H), 5.84 (d, J =2 Hz, 1 H).

RMN "C (50 MHz, DMSO-Dy) &: 14.0, 22.1, 24.4, 28.4, 28.7 (2 C), 28.9, 29.1
(8 C), 31.3,33.7, 60.8, 66.2, 69.3, 70.6, 76.4, 93.8, 171 4.
LV. (Vmay, filme): 721, 1172, 1467, 1740, 2850, 2918, 2956, 3431, 3439 cm .

6-O-Estearoil-D-galactopiranose (76)
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Rendimento: 0.134 g (30 %)
P.F.: 97-98 °C.

RMN 'H (200 MHz, DMSO-Dy) &: 0.85 (t, ] = 7 Hz, 3 H), 1.24 (s, 32 H),
1.44-1.62 (m, 2 H), 2.33 (t, ] = 7 Hz, 2 H), 3.65-3.70 (m, 1 H), 4.49-4.52 (m, 1
H), 4.55-4.64 (m, 1 H), 4.82-4.85 (m, 1 H), 5.04-5.06 (m, 1 H), 5.30 (d, J =7
Hz, 1 H).

RMN "C (50 MHz, DMSO-Dy) &: 13.9, 22.1, 24.1, 28.4, 28.7 (2 C), 28.9, 29.0
(8 C), 31.3,33.4,60.1, 67.9, 69.4, 73.1, 76.1, 94.7, 171.9.
LV. (Vmax, filme): 1089, 1467, 1635, 1736, 2850, 2917, 2954, 3421, 3430 cm™".

6-O-Estearoil-D-frutopiranose (77)
Rendimento: 0.133g (32%)
P.F.: 45-47 °C.

RMN 'H (200 MHz, CDCLy) &: 0.88 (t, J = 7 Hz, 3 H), 1.26 (sl, 32 H), 1.55-
1.68 (m, 2 H), 2.29-2.42 (m, 2 H), 3.70-4.26 (m, 7H).

RMN “C (50 MHz, CDCls) 8: 14.1, 22.7, 24.8, 29.4 (2 C), 29.7 (10 C), 31.9,
34.1, 63.5, 66.5, 69.3, 69.7, 70.5, 96.9, 174.7.
LV. (Vs filme): 740, 1265, 1728, 2852, 2921, 2954, 3425 cm’™.

6-O-Palmitoil-D-glicopiranose (78)
Rendimento: 0.188¢g (45%)
P.F.: 110-111 °C.

RMN 'H (200 MHz, DMSO-Dy) &: 0.85 (t, ] = 6 Hz, 3 H), 1.24 (sl, 28 H),
1.51-1.48 (m, 2 H), 2.31-2.14 (m, 2H), 2.99-3.15 (m, 4 H), 3.43 (dd, T =9 e 2
Hz, 1 H), 3.74 (d, J=5Hz, 1 H), 3.79 (d, =5 Hz, | H), 4.0 (t, J =5 Hz, 1 H),
4.26 (d,J=11 Hz, 1 H), 4.90 (d, ] =3 Hz, 1 H).

RMN "C (50 MHz, DMSO-Dy) &: 13.9, 22.1, 24.5, 28.4, 28.5, 28.6, 28.7, 28.9,
29.0 (4 C), 31.3,33.4,33.7, 63.9, 69.1, 70.5, 72.2, 72.8, 92.3, 172.9.

LV. (Vmay filme): 1052, 1155, 1172, 1265, 1469, 1729, 2850, 2869, 2919, 2954,
3326 cm’™.

6-O-Palmitoil-D-manopiranose (79)

Rendimento: 0.167g (40%)

P.F.: 58-60 °C.

RMN 'H (200 MHz, DMSO-Dy) &: 0.85 (t, ] = 6 Hz, 3 H), 1.24 (sl, 28 H),
1.49-1.52 (m, 2 H), 2.32 (t, J = 7 Hz, 2 H), 3.25-3.50 (m, 4 H), 3.54-3.60 (m, 1
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H), 4.45-4.59 (m, 2 H), 4.82-4.91 (m, 2 H), 5.06-5.18 (m, 1 H), 5.84 (d, J =2
Hz, 1 H).

RMN "“C (50 MHz, DMSO-Dy) &: 13.9, 22.0, 24.3, 28.3, 28.6 (3 C) 28.8, 29.0
(5 C),31.2,33.6,60.8,66.2,69.2,70.6, 76.3, 93.8, 171.3.
LV. (Vmay filme): 1068, 1467, 1735, 2850, 2917, 3380 cm’".

6-O-Palmitoil-D-galactopiranose (80)
Rendimento: 0.175g (42%)
P.F.: 50-51 °C.

RMN 'H (200 MHz, DMSO-Dy) 8: 0.85 (t, ] = 6 Hz, 3 H), 1.24 (sl, 28 H),
1.43-1. 59 (m, 2 H), 2.27 (t, ] = 6 Hz, 2 H), 3.25-3.55 (m, 4 H), 3.63-3.69 (m, 2
H), 3.99 (d, ] =4 Hz, 1 H), 4.06 (d, ] =4 Hz, 1 H), 4.35 (d, ] =4 Hz, 1 H), 4.55
(d,J=4Hz, 1 H),4.93 (d, ] =4 Hz, 1H).

RMN "C (50 MHz, DMSO-Dy) &: 14.0, 22.1, 24.5, 28.5, 28.7 (3 C), 28.9, 29.1

(5 C), 31.3,33.4, 64.0, 67.6, 63.5, 69.0, 69.3, 92.6, 173.0.

LV. (Vmay, filme): 742, 1162, 1178, 1265, 1467, 1739, 2852, 2923, 2954, 3440
-1

cm .

6-O-Palmitoil-D-frutopiranose (81)
Rendimento: 0.137g (33%)

RMN 'H (200 MHz, CDCl;) &: 0.87 (t, J = 7 Hz, 3 H), 1.25 (sl, 28 H), 1.59-
1.62 (m, 2 H), 2.33 (t, T= 7, 2 H), 3.70-4.25 (m, 7 H).

RMN "*C (50 MHz, CDCL) &: 14.1, 22.7, 24.7, 24.8, 29.1, 29.2, 29.3, 29.4 (2
C),29.7 (4 C), 31.9, 34.1, 64.6, 66.5, 68.7, 69.2, 70.4, 96.9, 174.7.

LV. (Vmaw filme): 742, 1066, 1081, 1265, 1467, 1631, 1728, 2852, 2921, 3417,
3425 cm’™.

5.2.2 - Tentativa de sintese [p-L-manofuranosil(6—2)-frutosil
(2—6)-B-L-galactofuranose (53)

5.2.2.1 - Preparacio da 2,3,5-tri-O-acetil-6-O-tritil-L-manose-y-
lactona (83)

Uma solugdo da lactona 87 (0.200 g, 1.12 mmol) em piridina (4
mL) foi tratada com cloreto de tritila (0.375 g, 1.34 mmol) na presenca de

DMAP (7.20 mg) com agitacdo a 80 °C por 20 horas. Em seguida o meio
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reacional foi resfriado a temperatura ambiente para a adicdo de anidrido acético
(2.5 mL) e foi mantido sob agitacdo por 24 horas. Foram adicionados agua e
gelo ao meio reacional, o precipitado formado foi filtrado e purificado por
cromatografia flash com diclorometano como eluente. O produto (0.284 g, 0.52
mmol) foi obtido com rendimento de 46%.

RMN 'H (200 MHz, CDCl;) &: 2.05 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.15 (s, 3H), 3.33
(dd, J = 12 e 4 Hz, 1H), 3.49 (dd, J = 10 e 2Hz, 1H), 4.49 (dd, ] = 10 ¢ 4 Hz,
1H), 5.23-5.30- (m, 1H), 5.71 (d, J = 4Hz, 1H), 5.78 (dd, ] = 4 e 2Hz, 1H), 7.24-
7.44 (m, 15H).

RMN “C (50 MHz, CDCL) §: 20.1, 20.3, 20.7, 61.9, 67.1, 68.1, 68.2, 68.5,
74.8, 127.3 (3 C), 127.9 (6 C), 128.6 (6 C), 143.4 (3 C), 169.0, 169.2, 169.3,
169.4.

LV. (Vmax filme): 702, 1031, 1110, 1240, 1372, 1448, 1490, 1757, 1812, 2937,
2982, 3024, 3059.

5.2.2.2 - Preparacdo da  metil 2,3,5-tri-O-acetil-6-O-tritil-
galactofuranose (85)

Uma suspensdo de D-galactose 72 (0.500 g, 2.78 mmol) em
metanol anidro (15 mL) contendo FeCl; (0.449 g, 2.78 mmol) foi aquecida a 60
°C por 24 horas e depois mantida sob refluxo por 4 horas. Apos resfriar o meio
reacional a temperatura ambiente foram adicionados celite € uma solu¢do aquosa
de bicarbonato de sodio (10 mL). A mistura reacional foi agitada por mais uma
hora a temperatura ambiente. O precipitado obtido foi filtrado sobre uma
camada de celite, lavado com metanol (30 mL) e o filtrado foi evaporado,
rendimento de 40% (0.269g, 1.38 mmol). Ao filtrado foram adicionados piridina
(4 mL), cloreto de tritila (0.580 g, 2.08 mmol) e DMAP (10 mg) com agitacao a
80 °C por 20 horas. Em seguida o meio reacional foi resfriado a temperatura
ambiente para a adi¢do de anidrido acético (2.5 mL) e foi mantido sob agitacao
por 24 horas. Foram adicionados agua e gelo ao meio reacional, o precipitado
formado foi filtrado e purificado por cromatografia flash com diclorometano
como eluente. O produto desejado foi obtido na forma de mistura dos a- e -
galactofuranosideos protegidos 85 (0.389g, 0.69 mmol) com rendimento de
50%.
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RMN 'H (200 MHz, CDCL) &: 1.91, 1.97, 2.05, 2.06, 2.07, 2.12 (6s, o ¢ -
0,CCH3), 3.06 (dd, T =9 ¢ 7 Hz), 3.27 (dd, J = 10 e 6 Hz), 3.33 (s, p-OCHa),
3.39 (0-OCHs), 4.05 (t, J = 6 Hz), 4.12 (d, J = 7 Hz), 4.42 (dd, J = 6 ¢ 4), 4.85-
501 (m), 5.05 (d, T=4), 5.11 (d, T = 4), 5.27-5.34 (m), 5.39 (d, ] = 4 Hz, a-H-1),
5.54 (d,J =2 Hz, (B-H-1), 7.22-7.45 (OCPhj).

RMN "*C (50 MHz, CDCl) &: 20.5, 20.7, 20.9, 54.9 (B-OCHj), 55.3 (a-OCHj),
61.5,62.1, 67.4, 67.7, 68.5, 70.8, 76.6, 79.7, 81.6, 86.8, 86.9, 97.1(a-C-1), 106.4
(B-C-1), 127.1 (3 C), 127.8 (6 C), 128.6 (6 C), 143.6 (3 C), 169.6, 169.9, 170.0.
LV. (Vmaw filme): 707, 1047, 1070, 1228, 1371, 1448, 1492, 1747, 2935, 3012,
3060 cm-1

5.2.2.3 - Preparacao da 1,3,4,5,6-penta-O-acetil-D-frutose (89)

A uma solucdo de cloreto de zinco previamente fundido (0.30 g,
0.022 mol) em anidrido acético destilado (30 mL), sob banho de gelo, foi
adicionado frutose 73 (3.00 g, 0.017 mol). A mistura foi agitada por 4 horas a 0
°C. A temperatura foi entdo mantida a 20-25 °C por 1 hora e depois a 50 °C por
2 horas. A solugao foi resfriada e agitada com volume igual de agua por 1.5
hora, depois diluida e neutralizada com excesso de bicarbonato de sodio (30
mL), lavada com 4gua (30 mL), e depois seca com sulfato de sodio, filtrada e
evaporada. O rendimento global foi de 90% (5.97g), com mistura da forma
ciclica e aciclica (15:85) que foram separadas por cromatografia flash (eluente:

hexano/acetato de etila — 3/2).

1,3.4,5,6-Penta-O-acetil-D-frutose (89):

RMN 'H (200 MHz, CDCL;) &: 2.07 (s, 3 H), 2.08 (s, 3 H), 2.10 (s, 3 H), 2.16
(s,3H),2.20(s,3H),4.12(dd,J=12e¢5Hz, 1 H),429(dd,J=12e¢ 3 Hz, 1
H), 4.68 (d,J=17Hz, 1 H), 492 (d,J =17 Hz, 1 H), 5.22 (ddd, J =9, 5 ¢ 3 Hz,
1H), 5.50 (d,J=2Hz, 1 H), 5.69 (dd,J=9 ¢ 2 Hz, 1 H).

RMN “C (50 MHz, CDCl;) &: 20.3(2), 20.4, 20.6, 20.7, 61.5, 66.6, 68.0, 68.3,
74.2,169.4,169.5,169.6, 169.9, 170.4, 197.8.

LV. (Vmay, filme): 979, 1016, 1049, 1226, 1373, 1751 cm’’

1,2,3,4,6-Penta-O-acetil-a-D-frutofuranose (90) (D’ Antona et al., 2005):
RMN 'H (200 MHz, CDCl;) 8: 2.10 (s, 15 H), 4.17 (dd, J = 12 ¢ 6 Hz, 1 H),
434(d,J=12Hz, 1 H),4.46 (dd,J=10¢ 4 Hz, 1H), 4.52 (ddd, J =6, 6 ¢ 4 Hz,
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1 H),4.62(d,J=12Hz, 1 H),5.14(dd, J=6 e 4 Hz, 1 H), 5.85(d, J = 4 Hz, 1
H).

RMN "C (50 MHz, CDCl;) 8: 20.5, 20.6, 20.7(2), 21.6, 61.8, 62.9, 78.4, 76.1,
80.6, 107.9, 169.0(2), 169.8(2), 170.5.

LV. (Vmay, filme): 979, 1016, 1049, 1226, 1373, 1751 cm™.

5.2.2.4 - Preparacao do 1,3,4,5,6-penta-O-acetil-2,2-bis(etiltio)-D-
frutose (82)

A uma solu¢do de cloreto de zinco (2.00 g, 0.015 mol) em etanotiol
(15 mL) sob banho de gelo e sal foram adicionados sulfato de so6dio anidro (3.75
g, 0.026 mol) e frutose pentaacetilada 89 (5.0 g, 0.013 mol). O meio reacional
foi mantido gelado sob agitagdo por 4 horas, em seguida foi vertido em uma
solugdo saturada de bicarbonato de sddio (40 mL). O precipitado formado foi
filtrado e transferido para um becker para extracdo com cloroférmio morno (50
mL). O filtrado também foi extraido com cloroférmio e os extratos secos e
concentrados. Apds purificagdo por cromatografia flash (eluente: hexano/acetato

de etila — 4/1) foi obtido 3.89 g de um so6lido branco (60% de rendimento).

P.F.: 75-76 °C (literatura: P.F.: 76-78 °C) (WOLFROM € THOMPSON, 1934).

RMN 'H (200 MHz, CDCly) &: 1.21 (t, J =7 Hz, 3 H), 1.23 (t, ] = 7 Hz, 3 H),
2.06 (s, 3 H), 2.08 (s, 3 H), 2.10 (s, 3 H), 2.11 (s, 3 H), 2.14 (s, 3 H), 2.72 (q, T =
7Hz, 2 H),2.75 (q,J =7 Hz, 2 H), 4.07 (dd, T= 12 ¢ 5 Hz, 1 H), 426 (d, T = 12
Hz, 1 H), 4.28 (dd, T = 12 ¢ 3 Hz, 1 H), 4.55 (d, J = 12 Hz, 1H), 4.99 (ddd, J = 8,
5e¢3Hz 1 H),5.54(d, J=1Hz 1 H),5.79 (dd,J=8 ¢ 1 Hz, 1 H).

RMN “C (50 MHz, CDCL) &: 13.7, 13.8, 20.6, 20.7, 20.8, 21.3, 23.4, 23.9,
61.7, 63.8,66.1, 68.1, 69.7, 71.4, 169.6 (2 C), 169.7, 170.1, 170.6.
LV. (Vmaw KBr): 1039, 1220, 1365, 1753 cm ™.

5.2.2.5 - Preparacao da 2,3,5-tri-O-acetil-6-L-manose-y-lactona
93)

Em um balao de 100 mL foram adicionados a lactona 83 (1.20 g,
2.20 mmol), cloreto férrico (0.713 g, 4.40 mmol) e diclorometano (35 mL). O

meio reacional foi mantido sob agitacdo a temperatura ambiente por 3 horas, em
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seguida foi diluido com diclorometano (30 mL), lavado com agua (3 x 30 mL) e
a fase organica foi concentrada obtendo-se um o6leo que foi purificado por
cromatografia flash (eluente: hexano/acetato de etila — 3/2).

RMN 'H (200 MHz, CDCl;) &: 2.14 (s, 3 H), 2.16 (s, 3 H), 2.17 (s, 3 H), 2.9
(sl, 1 H), 4.10 (t, J =7 Hz, 1H), 423 (dd,J =7 e 5 Hz, IH), 448 (dd, J =4 ¢ 2

Hz, 1H), 4.53 (dd, J =7 ¢ 2 Hz, 1H), 5.71 (dd, J=5 e 2 Hz, 1 H), 5.80 (dd, J =5
e 3 Hz, 1 H).

RMN "“C (50 MHz, CDCly) &: 20.1, 20.4, 20.7, 65.3, 66.6, 68.3, 69.5, 76.3,
169.0.
LV. (Vmay filme): 1236, 1375, 1753, 1807, 2854, 2925 cm ™.

5.2.2.6 - Testes de acoplamento dos monosacarideos 82 e 83

PROCEDIMENTO GERAL: A um baldo de fundo redondo contendo os

monosacarideos 82 (0.12 mmol) ¢ 83 (Tabela 5.1), peneira molecular (0.340 g) e
solvente (5 mL), sob atmosfera de N,, foi adicionada uma solucdo de N-
iodossuccinimida (40 mg, 0.18 mmol), TMSOTf (4.2 uL, 0.023 mmol) em
solvente (4 mL) e em seguida TMSOTT (25 uL, 0.14 mmol). Apos 15 minutos
de agitagdo foram adicionados trietilamina (1 mL) e diclorometano (5 mL) ao
meio reacional, que foi lavado com solu¢dao aquosa de Na,S,0; (20%) (3 x 10
mL) e solugdo aquosa de NaHCO; (10%) (3 x 10 mL). A fase organica foi seca
com Na,SO, e concentrada sob pressdo reduzida. O 6leo residual foi purificado
por cromatografia flash (eluente: diclorometano/metanol — 9.5/0.5), obtendo-se

os produtos de eliminagdo 91 e 92.

TABELA 5.1. - Condig¢des reacionais de acoplamento de 82 e 83.

Teste 83 (mmol) Solvente
1 0.10 CH,Cl,/Et,0 (1/1)
2 0.05 CH,Cl,/Et,0 (1/1)
3 0.10 CH.Cl,

1,3.4,5,6-Penta-O-acetil-2-etil-2-tio-1-hexeno (91):
RMN 'H (200 MHz, CDCl;) 6: 1.23 (t,J = 6 Hz, 3 H), 2.04 (s, 3 H), 2.06 (s, 3
H), 2.07 (s, 3 H), 2.09 (s, 3 H), 2.23 (s, 3 H), 2.69 (q, J =4 Hz, 2 H), 4.15 (dd, J
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—12e7Hz 1 H),4.35(dd, J=12e¢2Hz, 1 H),5.19 (ddd, J=7, 6 e 2 Hz, 1 H),
567 (t,J=6Hz, 1 H), 6.02 (dd, J=6¢ 1 Hz, 1 H), 7.39 (s, 1 H).

RMN "*C (50 MHz, CDCLy) 8: 14.0, 20.5, 20.6 (2 C), 20.7, 20.8, 28.2, 61.9,
69.1,69.2,70.5, 115.2, 138.5, 169.5 (2 C), 169.7, 170.2, 170.5.

LV. (Vmay, filme): 1047, 1218, 1373, 1749 cm™!

3.4,5,6-Tetra-O-acetil-2-etil-tiohex-2-enose (92):

RMN 'H (200 MHz, CDCl;3) 6: 1.21 (t,J= 7H z, 3 H), 2.91 (q,J =7 Hz, 2 H),
2.06 (s,3 H), 2.08 (s,3H),2.11(s,3H),4.17 (dd, J=12 e 6 Hz, 1 H), 4.28 (dd,
J=12e¢e4Hz, 1 H), 535(ddd,J=6,5¢ 4Hz 1 H),6.17(dd,J=8 ¢ 5 Hz, 1
H), 6.07 (d, J =8 Hz, 1 H), 9.49 (s,1 H).

RMN “C (50 MHz, CDCL;) 8: 15.1, 20.5, 20.6, 20.7, 61.8, 69.9, 70.8, 141.8,
148.1, 169.3, 169.8, 170.4, 189.7.

LV. (Viax, filme): 1049, 1218, 1371, 1699, 1749 cm’

5.2.2.7 - Testes de acoplamento dos monossacarideos 82 e 93

PROCEDIMENTO GERAL: A um baldo de fundo redondo contendo os

monossacarideos 82 (Tabela 5.2) e 93 (50 mg, 0.16 mmol), peneira molecular
(0.340 g) e solvente (5 mL), sob atmosfera de N,, foi adicionado o reagente de
acoplamento. Apds o tempo reacional foram adicionados trietilamina e
diclorometano (5 mL) ao meio reacional , que foi lavado com solucao aquosa de
Na,S,0; (20%) (3 x 10 mL) e solucao aquosa de NaHCO; (10%) (3 x 10 mL). A
fase organica foi seca com Na,SO, e concentrada sob pressao reduzida. O 6leo
residual foi purificado por cromatografia flash (eluente: diclorometano/metanol

~9.5/0.5).
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TABELA 5.2. - Condigdes reacionais de acoplamento de 82 ¢ 93.

Teste 82 (mmol) Solvente Reagente (mmol) EtsN (mL) T (°C) T. reacional Produto

1 0.12 CHACl, NIS/TMSOTf 1 25 15min  91e92
2 0.12 CHACl,/Et,0  NIS/TMSOTf 1 0 15min  91e92
3 0.12 CH.Cl,/Et,0  NIS/TMSOTf 1 -35 12 h -
4 012  CI(CH2)CI/Et,0 NIS/TMSOTf 1 -50 12 h -
5 012  CI(CH»).ClI/Et,0  NIS/TfOH 1 0 15min  91e92
6° 0.12 CH3CN NIS - -35 1h 89
7 0.16 CH.Cl,/Et,0 IDCP - -20 2h -
8 016  CI(CHZ):CI/Et,0 IDCP - -20 1h -
9 0.20 Et,0 NBS-LiClO, - -20 1h 19

* apds o tempo reacional, o meio reacional foi diluido e filtrado em Celite.

5.2.3 - Sintese dos nucleosideos e analogos

5.2.3.1 - Sintese da  6-cloro-9-(2,3:5,6-di-O-isopropilideno-a-D-
alofuranose)-9H-purina (96)

A uma suspensao do derivado da D-glicose 95 (0.35 g, 0.13 mmol),
6-cloropurina (94) (0.25 g, 0.16 mmol) e trifenilfosfina (0.42 g, 0.16 mol) em
1,4-dioxano (1 mL) foi adicionada lentamente uma solu¢cdo de azodicarboxilato
de dietila (0.28 g, 0.16 mol) em THF (0.5 mL). A rea¢do foi mantida sob
agitacdo por 18 horas a temperatura ambiente. Os solventes foram evaporados e
o produto desejado 96 foi purificado por cromatografia flash utilizando como
eluente: hexano:acetato de etila:metanol (3:1:0.5) obtendo-se o produto desejado
(20 mg) com 40% de rendimento.

RMN 'H (200 MHz, CDCl;) &: 1.32 (s, 6 H), 1.45 (s, 6 H), 4.02 (dd, ] =8 ¢ 4
Hz, 1 H),4.12 (d,J =4 Hz, 1 H), 4.36-4.44 (m, 2 H), 4.57 (d, J=4 Hz, 1 H), 4.78
(d,J=12Hz, 1 H), 5.98 (d, ] =4 Hz, 1H), 8.26 (s, 1 H), 8.74 (s, 1 H).

RMN "“C (50 MHz, CDCl;) &: 26.2 (2 C), 26.9 (2 C), 48.7, 68.5, 74.8, 80.4,
85.2,105.2, 112.1, 112.5, 146.5, 151.7.

5.2.3.2 - Sintese da  6-cloro-9-(1,2:5,6-di-O-isopropilideno-f-D-
manofuranose)-9H-purina (98)
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A uma suspensao do derivado da manose 97 (70 mg, 0.27 mmol),
6-cloropurina (94) (50 mg, 0.32 mmol) e trifenilfosfina (85 mg, 0.32 mol) em
1,4-dioxano (1 mL) foi adicionada lentamente uma solugdo de azodicarboxilato
de dietila (56 mg, 0.32 mol) em THF (0.5 mL). A reagdo foi mantida sob
agitacdo por 18 horas a temperatura ambiente. Os solventes foram evaporados e
o produto desejado 98 foi purificado por cromatografia flash utilizando como
eluente: hexano:acetato de etila:metanol (3:1:0.5) obtendo-se o produto desejado

(56 mg) com 52% de rendimento.

P.F.: 130-132 °C.

RMN 'H (200 MHz, CDCly) : 1.34 (s, 3 H), 1.41 (s, 3 H), 1.47 (s, 3 H), 1.58
(s,3 H),3.83 (dd, J=8 e 4 Hz, 1 H), 4.04-4.26 (m, 2 H), 4.50-4.57 (dt, =6 ¢ 2,
1 H),4.88 (dd,J=6 e 4 Hz, 1 H),4.99 (dd, J=6 ¢ 4 Hz, 1 H), 6.19 (d, ] = 4 Hz,
1 H), 8.43 (s, 1 H), 8.74 (s, 1 H).

RMN “C (50 MHz, CDCly) 8: 24.0, 25.1, 25.5, 27.0, 66.7, 72.6, 78.8, 79.4,
79.8, 83.8, 109.6, 113.9, 145.1, 152.0.

LV. (Vmax, filme): 736, 844, 863, 1070, 1108, 1162, 1216, 1263, 1342, 1375,
1380, 1490, 1567, 1592, 1720, 1749, 2937, 2987 cm !
5.2.3.3 - Sintese dos nucleosideos 103, 104, 105 e 106

PROCEDIMENTO GERAL: A uma suspensdao do alcool apropriado (0.52
mmol), 6-cloropurina (94) (40 mg, 0.26 mmol), DEAD (90 mg, 0.52 mmol) em

THF (2 mL) foi adicionada trifenilfosfina (136 mg, 0.52 mmol) por 5 minutos.
A reagdo foi mantida sob agitacdo por 18 horas a temperatura ambiente. O
solvente foi evaporado e o produto desejado purificado por cromatografia flash

utilizando como eluente: hexano:acetato de etila:metanol (2:1:0.2).

6-Cloro-9-[(1S,2R,5R)-2-isopropil-5-metilciclohexil]-9H-purina (103)
Rendimento: 0.040 g (52%)

RMN 'H (200 MHz, CDCl;) &: 0.75 (d, J = 7 Hz, 3 H), 0.85 (d, ] = 7 Hz, 3 H),
0.90 (d, J = 6 Hz, 3 H), 1.51-1.65 (m, 4 H), 1.86-2.17 (m, 5 H), 5.41 (d, J = 3
Hz, 1 H), 8.46 (s, 1 H), 8.76 (s, 1 H).
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RMN "“C (50 MHz, CDCly) 8: 20.7, 21.0, 22.1, 26.4, 26.7, 29.5, 34.2, 40.4,
45.9,52.7,145.2, 151.8.

LV. (Vimas filme): 937, 1193, 1230, 1338, 1390, 1456, 1479, 1558, 1587, 2871,
2925,2952 ¢cm’.

E.M. m/z (intensidade relativa %): 53 (35), 54 (15), 55 (84), 57 (7), 65 (13),
66 (6), 67 (46), 68 (16), 69 (21), 77 (16), 78 (3), 79 (19), 80 (7), 81 (45), 82 (8),
83 (11), 95 (52), 96 (8), 119 (15), 123 (5), 138 (2), 155 (100), 157 (32), 168
(10), 181 (22), 194 (2), 209 (4), 230 (11), 235 (4), 257 (6), 277 (2), 292 (15),
293 (5), 294 (4).

6-Cloro-9-dodecil-9H-purina (104)
Rendimento: 0.035 g (43%)

RMN 'H (200 MHz, CDCL) &: 0.87 (t, J = 7 Hz, 3 H), 1.24 (sl, 18 H), 1.93
(quint, J =7 Hz, 2 H), 4.29 (t, J = 7 Hz, 2 H), 8.11 (s, 1 H), 8.76 (s, 1 H).

RMN "C (50 MHz, CDCL) &: 14.1, 22.6, 26.6, 28.9, 29.2, 29.3, 29.4, 29.5 (3
C), 29.8,31.8, 44.5, 145.1, 151.8.

LV. (Vmax, filme): 941, 1147, 1214, 1334, 1402, 1436, 1560, 1592, 2854, 2925
cm™.

E.M. m/z (intensidade relativa %): 53 (16), 55 (100), 56 (6), 57 (13), 67 (12),
69 (18), 73 (43), 74 (8), 75 (4), 79 (6), 96 (8), 104 (4), 119 (23), 133 (9), 134
(5), 147 (7), 148 (5), 154 (21), 155 (57), 156 (4), 157 (15), 166 (35), 168 (48),
169 (12), 169 (13), 181 (19), 182 (8), 183 (4), 195 (13), 207 (23), 209 (25), 211
(6), 223 (10), 251 (4), 281 (11), 287 (10), 321 (5), 322 (4), 323 (6), 324 (3).

9-Benzil-6-cloro-9H-purina (105)
Rendimento: 0.055 g (86%)

RMN 'H (200 MHz, CDCL;) &: 5.46 (s, 2 H), 7.32-7.37 (m, 5 H), 8.10 (s, 1 H),
8.79 (s, 1 H).

RMN “C (50 MHz, CDCl;) &: 47.8, 126.8, 127.8, 129.1, 131.1, 134.4, 144.9,
150.9, 151.7, 152.0.

LV. (Vmax filme): 727, 1180, 1216, 1253, 1338, 1403, 1436, 1456, 1498, 1506,
1558, 1594, 1701, 1716, 1733 cm™.

E.M. m/z (intensidade relativa %): 51 (18), 65 (44), 91 (100), 92 (7), 167 (3),
182 (4), 209 (2), 243 (20), 244 (7), 245 (6), 246 (3).

6-Cloro-9-(octadec-9-enil)-9H-purina (106)
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Rendimento: 0.037 g (37%)

RMN 'H (200 MHz, CDCL3) 8: 0.87 (t, J = 7 Hz, 3 H), 1.26 (s, 21 H), 1.94-2.01
(m, 4 H), 4.30 (t, ] = 7 Hz, 2 H), 5.31-5.37 (m, 2 H), 8.12 (s, 1 H), 8.76 (s, 1 H).
RMN “*C (50 MHz, CDCL) &: 14.1, 22.6, 26.6, 27.1, 27.2, 28.9, 29.1, 29.3 (2),
29.5,29.6,29.7,29.8, 31.8 (2), 44.5, 129.6, 130.0, 145.1, 151.9.

LV. (Vmax, filme): 941, 1147, 1213, 1334, 1402, 1438, 1465, 1498, 1560, 1592,
2854, 2925 cm’.

5.2.3.4 - Sintese da 2-metil-N-9H-purin-6-ilpropanamida (108)

Em um baldo de 50 mL foram adicionados adenina (1 g, 74 mmol),
anidrido isobutirico (3.5 g, 22 mmol) e DMF (10 mL). A mistura reacional foi
mantida a 160 °C por 5 horas. O solvente foi evaporado e ao residuo adicionado
etanol/agua (1/1, 30 mL). O meio reacional foi mantido sob refluxo por 30
minutos, em seguida o solvente foi evaporado e o solido obtido recristalizado

em etanol/agua (1/1). Obtendo-se o produto 108 com 85% de rendimento.

P.F.: 226-227 °C.

RMN 'H (200 MHz, DMSO-Dy) &: 1.18 (d, J =7 Hz, 6 H), 2.94 (sep, J =7 Hz,
1 H), 8.42 (s, 1 H), 8.65 (s, 1 H), 11.19 (s, 1 H), 12.23 (s, 1 H).

RMN C (50 MHz, DMSO-Dy) 8: 19.4 (2 C), 34.3, 144.3, 145.8, 146.0, 151.3
(2C), 177.3.

5.2.3.5 - Sintese da 3-benzoilpirimidina-2,4-(1H, 3H)-diona (110)

Em um baldo de 50 mL foram adicionados uracila (1.12 g, 10
mmol), cloreto de benzoila (3.1 g, 22.4 mmol), acetonitrila seca (10 mL) e
piridina seca (4 mL). O meio reacional foi mantido sob agitacdo por 24 horas,
em seguida o produto foi concentrado e entdo foram adicionados diclorometano
(50 mL) e agua (50 mL). A fase organica foi separada e evaporada a pressdo
reduzida. O residuo foi dissolvido em uma mistura aquosa de carbonato de
potassio 0.25 mol/L (10 mL) e dioxano (20 mL) a temperatura ambiente. Apds

30 minutos, foi adicionado acido acético glacial até pH 5. O produto foi
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concentrado sob pressdo reduzida e o residuo foi agitado com solucdo saturada
de bicarbonato de s6dio (50 mL) a temperatura ambiente. Apds 1 hora, o
produto foi filtrado e o residuo lavado com agua gelada (3 x 5 mL). O produto

obtido foi recristalizado em acetona (1.54 g, 70%).

P.F.: 172-174 °C

RMN 'H (200 MHz, DMSO-D) &: 5.75 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.60 (t, J = 8 Hz,
2H), 7.67 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.78 (t, I = 8, 1H), 7.96 (d, J = 8 Hz, 2H), 11.60 (sl,
1H).

RMN “C (50 MHz, DMSO-Dy) &: 100.2, 129.6 (2 C), 130.3 (2 C), 131.4,
136.5, 143.4, 150.1, 163.0, 170.1.

5.2.3.6 - Sintese da  2-metil-N-6-propanamida-9-((1S,2R,5R)-2-
isopropil-5-metilciclohexil)-9H-purina (111)

A uma suspensao do mentol (78 mg, 0.50 mmol), adenina 108 (200
mg, 1 mmol), DEAD (86 mg, 0.50 mmol) em THF (2 mL) foi adicionado
trifenilfosfina (130 mg, 0.50 mmol) por 5 minutos. A reacdo foi mantida sob
agitacdo por 18 horas a temperatura ambiente. O solvente foi evaporado e o
produto (111) purificado por cromatografia flash utilizando como eluente:

hexano:acetato de etila:metanol (2:1:0.2) (87 mg, 51%).

P.F.: 178-179 °C

RMN 'H (200 MHz, CDCLy) &: 0.76 (d, J = 6 Hz, 3H), 0.84 (d, J = 6 Hz, 3H),
0.89 (d, J = 6 Hz, 3H), 1.30 (d, J = 1 Hz, 3H), 1.33 (d, J = 1 Hz, 3H), 1.50-1.60
(m, SH), 1.85-2.15 (m, 4H), 3.30 (sep, J = 7 Hz, 1H), 5.38 (d, J = 3 Hz, 1H),
8.41 (s, 1H), 8.75 (s, 1H), 9.16 (s, 1H).

RMN "*C (50 MHz, CDCLy) 8: 19.2 (2 C), 20.6, 21.0, 22.1, 26.4, 26.7, 29.5,
34.3,35.9,40.4,45.9,51.9, 121.2, 142.9, 149.4, 152.1, 152.3, 176.5.

LV. (Vmax, filme): 1236, 1392, 1457, 1583, 1608, 1685, 1726, 2929, 2960, 3270,
3440 cm™.

5.2.3.7 - Sintese da  6-amino-9-((1S,2R,5R)-2-isopropil-5-metil
ciclohexil)-9H-purina (112)
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A uma solugdo de LiOH em uma mistura de 10% de THF em agua
(5 mL) foi adicionado o nucleosideo 111 (50 mg, 0.15 mmol). O meio reacional
foi mantido sob agitagdo por 15 horas, em seguida foi realizada uma particdo em
agua (10 mL) e diclorometano (10 mL). A fase organica foi evaporada e o

produto obtido com rendimento de 69% (27 mg).

P.F.: 262-264 °C

RMN 'H (200 MHz, CDCls) &: 0.77 (d, J = 6 Hz, 3H), 0.84 (d, J = 6 Hz, 3H),
0.89 (d, J = 6 Hz, 3H), 1.48-2.23 (m, 8H), 3.65 (t, J = 6 Hz, 1H), 5.30 (sl, 1H),
5.88 (sl, 2H), 8.16 (s, 1H), 8.38 (s, 1H).

RMN “C (50 MHz, CDCL) 8: 20.7, 21.0, 22.2, 26.5, 26.7, 29.5, 34.3, 40.5,
46.0,51.7,119.5, 149.5, 152.8, 155.5, 157.6.

LV. (Vmax filme): 1238, 1307, 1328, 1409, 1565, 1606, 1652, 1673, 2341, 2360
-1
cm .

5.2.3.8 - Tentativa de sintese do 4-(6-amino-9H-purin-9-il)-2-
[(tritiloxi)metil]ciclopentanol (68)

5.2.3.8.1 - Preparacdo do Acido Peracético

Em um baldo de 250 mL foram colocados 4cido acético glacial (60
mL) e H,SO,4 conc. (4 gotas). A solugdo foi resfriada a 0°C e foi adicionado
lentamente H,O, 30% (20 mL). Apos a adi¢do o meio foi mantido sob agitacao
a 0 °C por 15 minutos.

Determinagao da concentracdo do acido peracético: o peracido
preparado (1 mL) foi adicionado a um erlenmeyer contendo acido acético (60
mL) e solugcdo aquosa saturada de KI (5 mL). Foi feita entdo a titulagdo com
solugdo 0.IM de Na,S,0;, obtendo-se uma solugdo com 31% de 4acido

peraceético.

5.2.3.8.2 - Preparacao do 6-oxa-biciclo[3.1.0]hex-2-eno (123)

A uma suspensao de Na,CO; anidro (10.2 g, 0.096 mol),

ciclopentadieno previamente obtido a partir do diciclopentadieno (1.5 g, 0.024
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mol), em CH,Cl, (26 mL) sob banho de gelo, foi adicionado lentamente acido
peracético 31% (1.67 g, 0.022 mol) (previamente tratado com 0.2 g de acetato
de sodio para neutralizar o 4acido sulfirico). A mistura foi agitada
mecanicamente a temperatura ambiente até ser obtido um teste negativo com
papel iodado. Os sais solidos foram removidos com filtragdo a vacuo e lavado
com solvente adicional. O solvente foi removido por destilagdo fracionada e o
residuo foi destilado sob vacuo e recolhido em um recipiente gelado, levando a
obtencdo do 3,4-epoxiciclopenteno (0.80 g) com rendimento de 40%.

RMN 'H (200 MHz, CDCl;) &: 2.38 (d, J = 10 Hz, 1H), 2.63 (d, J = 12 Hz,
1H), 3.82 (s, 1H), 3.91 (s, 1H), 5.99 (s1, 1H), 6.14 (sl, 1H).

5.2.3.8.3 - Preparacao do ciclopent-3-en-1-o0l (129)

A uma suspensao de hidreto de litio e aluminio (0.203 g, 5.3 mmol)
em éter etilico seco (20 mL) foi adicionado lentamente 3,4-epoxiciclopenteno
(0.796 g, 9.7 mmol) sob banho de gelo. Apds 3 horas de reagao foi adicionada
agua (1 mL) lentamente. A solugdo foi seca com sulfato de sédio anidro. O
solvente foi removido do filtrado por destilagao fracionada e o residuo destilado
sob vacuo, obtendo-se o 3-ciclopentenol (0.459 g) com 56% de rendimento
bruto.

RMN 'H (200 MHz, CDCL;) &: 2.31 (dd, J =18 ¢ 2 Hz, 2 H), 2.66 (dd, J= 16 ¢
6 Hz, 2 H), 4.49-4.53 (m, 1 H), 5.72 (s, 2 H).
RMN "C (50 MHz, CDCL;) 8: 42.7 (2 C), 71.6, 128.2 (2 C).

5.2.3.8.4 - Preparacao da 6-cloro-9-ciclopent-3-en-1-il-9H-purina
(124)

A uma suspensdao de 3-ciclopentenol (0.126 g, 1.5 mmol), 6-
cloropurina (0.232 g, 1.5 mmol) e trifenilfosfina (0.393 g, 1.5 mmol) em 1,4-
dioxano (5 mL) foi adicionada lentamente uma solucao de azodicarboxilato de
dietila (0.261 g, 1.5 mmol) em THF (2 mL). A reacdo foi mantida sob agitacao
por 18 horas a temperatura ambiente. Os solventes foram evaporados e o

produto desejado foi purificado por cromatografia flash utilizando como eluente:
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hexano:acetato de etila:metanol (3:1:0.5) obtendo-se o produto desejado (0.140
g) com 42% de rendimento.

P.F.: 67-69 °C

RMN 'H (200 MHz, CDCL;) 8: 2.70 (dd, J=16 ¢ 4 Hz, 2 H), 3.11 (dd, J= 16 ¢
8 Hz, 2 H), 5.44 (sept, ] =4 Hz, 1 H), 5.97 (s, 2 H), 8.14 (s, 1 H) ¢ 8.76 (s, 1 H).
RMN "C (50 MHz, CDCl,) &: 40.4 (2 C), 53.5, 129.1 (2 C), 143.2, 151.8.

LV. (Vmax, KBr): 1593, 1552, 1396, 1334, 1222, 945, 854 cm’*

E.M. m/z (intensidade relativa %): 220 (5), 155 (95), 127 (5), 119 (20), 100
(3), 85 (4), 66 (100).

5.2.3.8.5 - Preparacao da 9-ciclopent-3-en-1-il-6-metoxi-9H-purina
(130)

A uma solugdo de LiOH (0.100 g, 4.17 mmol) em metanol (3 mL) e
agua (1 mL) foi adicionado o composto 124 (0.038 g, 0.017 mmol) e foi mantida
sob agitagao por 3 horas. O meio reacional foi extraido com acetato de etila (2 x
10 mL), a fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e evaporada,
obtendo-se o produto metoxilado 130 (0.018 g) sob a forma de 6leo com
rendimento de 49%.

RMN "H (200 MHz, CDCL;) 8: 2.68 (dd, J=16 ¢ 4 Hz, 2 H),3.07 (dd, J =16 ¢
8 Hz, 2 H), 4.19 (s, 3H), 5.40 (sept, J = 4 Hz, 1 H), 5.94 (s, 2 H), 7.96 (s, 1 H),
8.55 (s, 1 H).

RMN "C (50 MHz, CDCL,) &: 40.4 (2 C), 52.9, 54.1, 129.0 (2 C), 140.1, 151.8.
LV. (Vmay, filme): 3000, 1598, 1573, 1477, 1346, 1309, 1232, 1060, 800, 648
cm .

5.2.3.8.6 - Preparacao da 6-cloro-9-(6-oxabiciclo[3.1.0]hex-3-il)-
9H-purina (125)

A uma solugdo do composto 124 (0.080 g, 0.36 mmol) em
diclorometano seco (3 mL) foi adicionado acido m-cloroperbenzodico 50%
(0.163 g, 0.47 mmol) a temperatura ambiente. O meio reacional foi mantido sob
agitacdo por 4 horas. A mistura reacional foi diluida com diclorometano (5 mL),
lavada com solugdo saturada de sulfito de sddio (2 x 10 mL) e solugdo aquosa de

bicarbonato de sédio (2 x 10 mL), seca com sulfato de s6dio anidro e evaporada.
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Foi obtida uma mistura dos epoxidos syn e anti na proporgao de 1:1 (0.060 g)
com rendimento de 69%. Os produtos formados foram separados por

cromatografia flash utilizando como eluente: hexano:acetato de etila:metanol
(2:2:1).

Epoxido 125a (syn)

P.F.: 124-128 °C

RMN 'H (200 MHz, CDClL;) &: 2.52 (dd, J = 14 ¢ 10 Hz, 2 H), 2.70 (dd, J = 14
e 8 Hz, 2 H), 3.75 (s, 2 H), 4.77 (quint, J = 8 Hz, 1 H), 8.09 (s, 1 H), 8.73 (s, 1
H).

RMN “C (50 MHz, CDCl;) &: 32.8 (2C),52.0,55.2(2C), 144.6, 151.6.

LV. (Vmaxs KBr): 1593, 1564, 1492, 1390, 1336, 1315, 1259, 1195, 1143, 943,
831, 636 cm’.

E.M. m/z (intensidade relativa %): 236 (10), 218 (3), 207 (45), 193 (20), 181
(23), 168 (4), 155 (100), 146 (8), 127 (10), 119 (34), 92 (20), 81 (50), 66 (43),
54 (50).

Epoxido 125b (anti)

P.F.: 165-167 °C

RMN 'H (200 MHz, CDCls) : 2.33 (d, J = 16 Hz, 2 H), 2.61 (dd, J= 16 ¢ 10
Hz, 2 H), 3.76 (s, 2 H), 5.44 (t, ] = 10 Hz, 1 H), 8.62 (s, 1 H), 8.71 (s, 1 H).
RMN "C (50 MHz, CDCL,) &: 35.9 (2 C), 50.7, 57.3 (2 C), 145.4, 151.6.

LV. (Vmax, KBr):1593, 1556, 1487, 1392, 1238, 1178, 1128, 948, 842, 661cm .
E.M. m/z (intensidade relativa %): 236 (10), 218 (3), 207 (45), 193 (20), 181
(23), 167 (18), 155 (100), 146 (10), 127 (10), 119 (34), 92 (20), 81 (50), 66 (40),
54 (50).

5.2.3.8.7 - Tentativa de obtencdo de 4-(6-cloro-9H-9-purinil)-2-
hidroxi-1-ciclopentanocarbonitrila (126)

As reacdes foram acompanhadas por cromatografia gasosa (coluna
DBS5, rampa: 150-1-7-250-20), o epoxido 125a (Syn) tem tempo de retengao de
11.5 min e o 125b (anti) 12.5 min.

PROCEDIMENTO GERAL 1: Em um baldao de 10 mL foram adicionados o

epoxido 125a (50 mg, 0.21 mmol), 2-hidroxi-2-metil propanonitrila (133),
trietilamina e THF anidro (1 mL). O meio reacional foi mantido sob refluxo,

vertido em gelo e extraido com éter (3 x 5 mL). A fase organica foi lavada com
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solucao saturada de NaCl (3 x 5 mL) e depois com agua (3 x 5 mL), seca sob

Na,SO, anidro e o solvente evaporado (Tabela 5.3).

TABELA 5.3. - Tentativa de abertura do epoxido 125a com 2-hidroxi-2-metil propanonitrila.
Teste 133 (mmol) NEt; (mmol) T. R. (h)
1 0.25 0.25 24
2 0.50 0.50 48

PROCEDIMENTO GERAL 2: Em um baldo de 10 mL foi adicionado o

epoxido 125a (50 mg, 0.21 mmol), cianeto de potédssio (14 mg, 0.21 mmol),
iodeto de potassio (3 mg, 0.021 mmol) e DMSO (1 mL), foram mantidos sob
agitacdo por 24 horas. O meio reacional foi vertido em agua (5 mL), extraido
com ¢éter, lavado com solugdo saturada de NaCl (3 x 5 mL), seco sob Na,SO,4 e o

solvente evaporado (Tabela 5.4).

TABELA 5.4. - Tentativa de abertura do epoxido 125a com KCN e KI.
Teste T (°C)

3 t.a.
4 100
5 150

PROCEDIMENTO GERAL 3: Em um baldo de 10 mL foi adicionado o

epoxido 125 (50 mg, 0.21 mmol), cianeto de sédio (13 mg, 0.28 mmol) e uma
mistura de etanol/agua 3/7 (1 mL). A mistura reacional foi concentrada e o
residuo extraido com acetato de etila, lavado com solucao saturada de NaCl (3 x

5 mL), seco sob Na,SO, e o solvente evaporado (Tabela 5.5).

TABELA 5.5. - Tentativa de abertura do epdxido com NaCN.

Teste 125 (mmol) T (°C) T. R. (h)
6 syn t.a. 10
7 syn 80 20
8 ant/ t.a. 10
9* anti 80 15

* 6-etoxi-9-[6-oxabiciclo[3.1.0]hex-3-11]-9H-purina (131) (20 mg, 38% de
rendimento):
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RMN 'H (200 MHz, CDCLy) &: 1.51 (t, J = 7Hz, 3H), 2.31 (d, J = 15Hz, 2H),
2.58 (dd, J = 15 e 9Hz, 2H), 3.72 (s, 2H), 4.66 (q, J = 7 Hz, 2H), 5.40 (, T =9
Hz, 1H), 8.39 (s, 1H), 8.49 (s, 1H).

RMN C (50 MHz, CDCL) &: 14.6, 36.1 (2 C), 50.3, 57.5 (2 C), 63.1, 142.0,
151.7.

PROCEDIMENTO GERAL 4: Em um baldo de 10 mL foi adicionado o

epoxido 125b (30 mg, 0.13 mmol), cianeto de potdssio, perclorato de litio e
acetonitrila seca (1 mL) (Tabela 5.6). O meio reacional foi mantido a 70°C sob
atmosfera de nitrogénio. Apds alcangar a temperatura ambiente, foi adicionada
agua (2 mL) e o meio reacional foi extraido com éter (3 x 5 mL). A fase
organica foi lavada com solug¢do saturada de NaCl (2 x 5 mL) e seca com

Na,SO, anidro e o solvente evaporado.

TABELA 5.6. - Tentativa de abertura do epdxido 125b com KCN e LiClOs.
Teste KCN (mmol) LiClO4 (mmol) T. R. (h)
10 0.13 0.13 15
11 0.52 0.52 72

TESTE 12: Em um baldo de 10 mL foi adicionado o epdoxido 125b (25 mg, 0.1
mmol), cianeto de sodio (15 mg, 0.3 mmol), triflato cérico (8 mg, 0.01 mmol) e
acetonitrila seca (1 mL). O meio reacional foi mantido a 70°C sob atmosfera de
nitrogénio por 24 horas, foi diluido com éter (5 mL), lavado com agua (3 x

SmL), seco com Na,SO, anidro e o solvente foi evaporado.

5.2.3.8.8 - Preparacao da 4-(6-cloro-9H-purin-9-il) ciclopentano-
1,2-diol (132)

Em um baldo de 25 mL foi colocada a mistura de epdxidos 125a ¢
125b (54 mg, 0.24 mmol), acido sulfarico (2.5 pL) e THF (5 mL). O meio
reacional foi mantido sob agitacdo a temperatura ambiente por 15 horas. O
solvente foi evaporado e o 6leo obtido purificado por cromatografia flash

(eluente:diclorometano/metanol — 9.5/0.5), obtendo-se 40 mg do produto 132
(65% de rendimento).

153



RMN 'H (200 MHz, DMSO-Dy) &: 2.19-2.40 (m, 2H), 2.57-2.68 (m, 2H), 3.95-
4.10 (m, 2H), 5.02-5.35 (m, 1H), 8.77 (s, 1H), 8.78 (s, 1H).

RMN C (50 MHz, DMSO-Dy) 8: 39.1, 39.4, 52.2, 76.5, 76.7, 146.4, 151 4.
LV. (Vmax filme): 1224, 1336, 1560, 1593, 1718, 3361 cm™
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File Name C:\Chris\chrisRMN\A112A1EFP\1\A112A1EFP.dx Frequency (MHz) 200.13 \ Nucleus 1H Number of Transients 8
Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536 Owner mapheu ‘ Points Count 65536 Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 3546.10 ‘ Temperature (degree C) 27.000
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estearato da frutose

Al112A1EFP
Acquisition Time (sec) 2.4248 ‘Comment Al112A1EFP Date 07 Mar 1971 20:43:43
Date Stamp 07 Mar 1971 20:43:43 File Name C:\Chris\chrisRMN\A112A1EFP\40\A112A1EFP.dx Frequency (MHz) 50.33
Nucleus 13C ‘NumberofTransients 2416 Origin mapheu ‘OriginalPointsCount 32768 Owner mapheu
Points Count 32768 ‘ Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 13513.51 Temperature (degree C) 27.000
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palmitato da glicose

A202A1GLP1
Acquisition Time (sec) 18.4812 \ Comment A202A1GLP1 | Date 08 May 1971 20:04:25 \
Date Stamp 08 May 1971 20:04:25 File Name C:\CHRIS\CHRISRMN\2004\A202A1GLP1\1\A202A1GLP1.DX
Frequency (MHz) 200.13 ‘ Nucleus 1H Number of Transients 8 ‘ Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536
Owner mapheu ‘ Points Count 65536 Solvent DMSO0-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10 ‘ Temperature (degree C) 27.000
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palmitato da glicose

Acquisition Time (sec) 2.4248 ‘ Comment A202A1GLP1 | Date 08 May 1971 20:08:15 ‘
Date Stamp 08 May 1971 20:08:15 File Name C:\Chris\chrisRMN\2004\A202A1GLP1\4\A202A1GLP1.dx
Frequency (MHz) 50.33 ‘ Nucleus 13C Number of Transients 1024 ‘ Origin mapheu ‘ Original Points Count 32768
Owner mapheu ‘ Points Count 32768 Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 13513.51 ‘ Temperature (degree C) 27.000
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palmitato da manose

Acquisition Time (sec) 18.4812 ‘ Comment A132A1MPP2 ‘ Date 21 Mar 1971 15:01:32
Date Stamp 21 Mar 1971 15:01:32 File Name C:\Chris\chrisRMN\2004\A132A1MPP2\1\A132A1MPP2.dx
Frequency (MHz) 200.13 ‘ Nucleus 1H Number of Transients 32 ‘ Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536
Owner mapheu ‘ Points Count 65536 Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10 ‘ Temperature (degree C) 27.000
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palmitato da manose
Acquisition Time (sec) 2.4248 ‘Comment A132A1MPP2 ‘Date 21 Mar 1971 15:09:04
Date Stamp 21 Mar 1971 15:09:04 File Name C:\Chris\chrisRMN\2004\A132A1MPP2\4\A132A1MPP2.dx
Frequency (MHz) 50.33 ‘Nucleus 13C Number of Transients 617 ‘Origin mapheu ‘OriginalPointsCoum 32768
Owner mapheu ‘ Points Count 32768 Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 13513.51 ‘ Temperature (degree C) 27.000
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palmitato da galactose

Acquisition Time (sec) 18.4812

‘ Comment

17 Apr 1971 08:04:16

17 Apr 1971 08:04:16

File Name

C:\Chris\chrisRMN\2004\A162A1GPP1\1\A162A1GPP1.dx

Number of Transients

16

‘ Original Points Count

65536

Solvent

DMSO-D6

‘ Sweep Width (Hz) ‘ Temperature (degree C) 27.000
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palmitato da galactose

Acquisition Time (sec) 2.4248 ‘ Comment A162A1GPP1 | Date 17 Apr 1971 08:07:23 ‘
Date Stamp 17 Apr 1971 08:07:23 File Name C:\Chris\chrisRMN\2004\A162A1GPP1\4\A162A1GPP1.dx
Frequency (MHz) 50.33 ‘ Nucleus 13C Number of Transients 2761 ‘ Origin mapheu ‘ Original Points Count 32768
Owner mapheu ‘ Points Count 32768 Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 13513.51 ‘ Temperature (degree C) 27.000
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palmitato da frutose
A042A1PF

Acquisition Time (sec) 18.4812 ‘ Comment A042A1PF Date 13 Jan 1972 09:07:46 Date Stamp 13 Jan 1972 09:07:46
File Name C:\Chris\chrisRMN\2005\A042A1PF\1\A042A1PF.dx Frequency (MHz) 200.13 \ Nucleus 1H Number of Transients 32
Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536 Owner mapheu ‘ Points Count 65536 Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 3546.10 ‘ Temperature (degree C) 27.000
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palmitato da frutose

A042A1PF
Acquisition Time (sec) 2.4248 ‘ Comment A042A1PF Date 13 Jan 1972 09:10:51
Date Stamp 13 Jan 1972 09:10:51 File Name C:\Chris\chrisRMN\2005\A042A1PF\2\A042A1PF.dx Frequency (MHz) 50.33
Nucleus 13C ‘ Number of Transients 5846 Origin mapheu ‘ Original Points Count 32768 Owner mapheu
Points Count 32768 ‘ Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 13513.51 Temperature (degree C) 27.000
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lactona prot manose

A042A1LAL
Acquisition Time (sec) 18.4812 Comment A042A1LAL Date 10 Dec 1999 10:41:22
Date Stamp 10 Dec 1999 10:41:22 File Name E:\CHRIS\AMB1\ESPECTROS\ESPECTROS\ESPECTROS2003\A042A1LA1\1\A042A1LA1.DX
Frequency (MHz) 200.13 Nucleus 1H Number of Transients 32 ‘ Origin mapheu
Original Points Count 65536 Owner mapheu Points Count 65536 ‘ Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 3546.10 Temperature (degree C) 27.000
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lactona prot manose

A042A1LAL
Acquisition Time (sec) 2.4248 Comment A042A1LAL Date 10 Dec 1999 10:48:20
Date Stamp 10 Dec 1999 10:48:20 File Name E:\\CHRIS\AMB1\ESPECTROS\ESPECTROS\ESPECTROS2003\A042A1LA1\4\A042A1LA1.DX
Frequency (MHz) 50.33 Nucleus 13C Number of Transients 1024 ‘Origin mapheu
Original Points Count 32768 Owner mapheu Points Count 32768 ‘ Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 13513.51 Temperature (degree C) 27.000
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galactose protegida mist

A132B7GPM
Acquisition Time (sec) 18.4812 Comment A132B7GPM Date 23 Feb 1999 03:46:44
Date Stamp 23 Feb 1999 03:46:44 File Name E:\CHRIS\AMB1\CRIS1\ESPECTROS\A132B7GPM\1\A132B7GPM.DX
Frequency (MHz) 200.13 Nucleus 1H Number of Transients 8 ‘ Origin mapheu
Original Points Count 65536 Owner mapheu Points Count 65536 ‘ Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 3546.10 Temperature (degree C) 27.000
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galactose protegida mist

A132B7GPM
Acquisition Time (sec) 2.4248 Comment Al132B7GPM Date 23 Feb 1999 04:13:01
Date Stamp 23 Feb 1999 04:13:01 File Name E:\CHRIS\AMB1\CRIS1\ESPECTROS\A132B7GPM\2\A132B7GPM.DX
Frequency (MHz) 50.33 Nucleus 13C Number of Transients 1024 ‘ Origin mapheu
Original Points Count 32768 Owner mapheu Points Count 32768 ‘ Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 13513.51 Temperature (degree C) 27.000
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16 Oct 2002

A422B7FC2
Acquisition Time (sec) 18.4812 Comment A422B7FC2 Date 10 Sep 1999 23:57:32
Date Stamp 10 Sep 1999 23:57:32 File Name D:\Documents and Settings\usuarios\Chris\A422B7FC2\1\A422B7FC2.dx
Frequency (MHz) 200.13 Nucleus 1H Number of Transients 32 ‘ Origin mapheu
Original Points Count 65536 Owner mapheu Points Count 65536 ‘ Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 3546.10 Temperature (degree C) 27.000
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16 Oct 2002

A422B7FC2
Acquisition Time (sec) 2.4248 ‘ Comment A422B7FC2 Date 11 Sep 1999 00:01:23
Date Stamp 11 Sep 1999 00:01:23 File Name D:\Documents and Settings\usuarios\Chris\A422B7FC2\4\A422B7FC2.dx
Frequency (MHz) 50.33 Nucleus 13C Number of Transients 1024 ‘ Origin mapheu
Original Points Count 32768 Owner mapheu Points Count 32768 ‘ Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 13513.51 Temperature (degree C) 27.000
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16 Oct 2002

A422B7FB1C
Acquisition Time (sec) 18.4812 ‘ Comment A422B7FB1C Date 10 Sep 1999 22:51:21
Date Stamp 10 Sep 1999 22:51:21 File Name D:\Documents and Settings\usuarios\Chris\A422B7FB1C\1\A422B7FB1C.dx
Frequency (MHz) 200.13 Nucleus 1H Number of Transients 16 ‘ Origin mapheu
Original Points Count 65536 Owner mapheu Points Count 65536 ‘ Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 3546.10 Temperature (degree C) 27.000
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ppm
D:\Documents and Settings\usuarios\Chris\A422B7FB1C\1\A422B7FB1C.dx

Espectro de RMN 'H da frutofuranose 90




16 Oct 2002

A422B7FB1C
Acquisition Time (sec) 2.4248 ‘ Comment A422B7FB1C Date 10 Sep 1999 22:56:57
Date Stamp 10 Sep 1999 22:56:57 File Name D:\Documents and Settings\usuarios\Chris\A422B7FB1C\4\A422B7FB1C.dx
Frequency (MHz) 50.33 Nucleus 13C Number of Transients 1024 ‘ Origin mapheu
Original Points Count 32768 Owner mapheu Points Count 32768 ‘ Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 13513.51 Temperature (degree C) 27.000

ool
Chlorqform-d D
@
n o
?’D N
n
o
© o
'3 ~
< © ~
=8 2
< <]
/ o 8|N
s 3
-
N
N
/
o]
<y g
Saor 4
AROR ©
= 00 - a
593 5
8<% I
S 313
43
o N w
888
N e &
o
<
(e}
g
L&
53
©
a1
D
(]
PP T [T T T T T e e e e
250 240 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20

ppm
D:\Documents and Settings\usuarios\Chris\A422B7FB1C\4\A422B7FB1C.dx

Espectro de RMN *C da frutofuranose 90




12 Dec 2000
A502B7FE2

Acquisition Time (sec) 18.4812 ‘ Comment A502B7FE2 | Date 05 Nov 1999 03:37:52 Date Stamp 05 Nov 1999 03:37:52
File Name C:\Chris\A502B7FE2\1\A502B7FE2.dx Frequency (MHz) 200.13 ‘ Nucleus 1H Number of Transients 8
Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536 Owner mapheu ‘ Points Count 65536 Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 3546.10 ‘ Temperature (degree C) 27.000
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12 Dec 2000

C:\Chris\A502B7FE2\4\A502B7FE2.dx

A502B7FE2
Acquisition Time (sec) 2.4248 ‘Comment A502B7FE2 | Date 05 Nov 1999 04:47:10 Date Stamp 05 Nov 1999 04:47:10
File Name C:\Chris\A502B7FE2\4\A502B7FE2.dx Frequency (MHz) 50.33 ‘Nucleus 13C Number of Transients 1660
Origin mapheu ‘Original Points Count 32768 Owner mapheu ‘PointsCount 32768 Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 13513.51 ‘ Temperature (degree C) 27.000
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A102A1LD2

Acquisition Time (sec) 18.4812 Comment A102A1LD2 Date 17 Jan 2000 00:55:41
Date Stamp 17 Jan 2000 00:55:41 File Name C:\Chris\espectros\espectros2003\A102A1LD2\1\A102A1LD2.dx
Frequency (MHz) 200.13 Nucleus 1H Number of Transients 8 ‘ Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536
Owner mapheu Points Count 65536 Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10
Temperature (degree C) 27.000
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lactona manose desp.

A062A1LD
Acquisition Time (sec) 2.4248 Comment A062A1LD Date 16 Dec 1999 21:11:59
Date Stamp 16 Dec 1999 21:11:59 File Name E:\CHRIS\AMB1\ESPECTROS\ESPECTROS\ESPECTROS2003\A062A1LD\4\A062A1LD.DX
Frequency (MHz) 50.33 Nucleus 13C Number of Transients 1024 ‘ Origin mapheu
Original Points Count 32768 Owner mapheu Points Count 32768 ‘ Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 13513.51 Temperature (degree C) 27.000
b
o™ <
BN 3
0 0 = o)
< © © o o
o | j’ R @
© Q<
~ 5 s S
— x N
g )
©
~

TOE0'69T

8592°59

250 240 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20
ppm

Espectro de RMN °C da lactona 93




el.l
A072A1AC05
Acquisition Time (sec) 18.4812 Comment A072A1AC05 ‘ Date 30 Dec 1999 03:24:26
Date Stamp 30 Dec 1999 03:24:26
File Name E:\CHRIS\AMB1\ESPECTROS\ESPECTROS\ESPECTROS2003\A072A1ACO5\1\A072A1ACO5.DX \ Frequency (MHz) 200.13
Nucleus 1H Number of Transients 1 Origin mapheu \ Original Points Count 65536
Owner mapheu Points Count 65536 Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 3546.10 Temperature (degree C) 27.000
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el.l
A072A1AC05
Acquisition Time (sec) 2.4248 Comment A072A1AC05 ‘ Date 30 Dec 1999 03:28:29
Date Stamp 30 Dec 1999 03:28:29 \
File Name E:\CHRIS\AMB1\ESPECTROS\ESPECTROS\ESPECTROS2003\A072A1ACO5\4\A072A1ACO5.DX \ Frequency (MHz) 50.33
Nucleus 13C Number of Transients 1024 Origin mapheu ‘ Original Points Count 32768
Owner mapheu Points Count 32768 Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 13513.51 Temperature (degree C) 27.000
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14 Feb 2003

Acquisition Time (sec) 18.4812 Comment A072A1ACo03 Date 30 Dec 1999 02:14:28 ‘
Date Stamp 30 Dec 1999 02:14:28 File Name C:\Chris\espectros\espectros2003\A072A1AC03\1\A072A1AC03.dx
Frequency (MHz) 200.13 Nucleus 1H Number of Transients 8 ‘ Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536
Owner mapheu Points Count 65536 Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10
Temperature (degree C) 27.000
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14 Feb 2003

Acquisition Time (sec) 2.4248 Comment A072A1AC03 Date 30 Dec 1999 02:19:39
Date Stamp 30 Dec 1999 02:19:39 File Name C:\Chris\espectros\espectros2003\A072A1AC03\4\A072A1AC03.dx
Frequency (MHz) 50.33 Nucleus 13C Number of Transients 1024 ‘ Origin mapheu
Original Points Count 32768 Owner mapheu Points Count 32768 ‘ Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 13513.51 Temperature (degree C) 27.000
n
™~
(=2} [=2]
0 ©
< <}
© Chloroform-d N
3 1
«© [=2]
< «©
s o}
©
<
& 5
N 9
<
Te}
=}
N

68°0.T—
9691/ f
£E'69T
6L TVT
sgu\
A\l

00°LL
9€9.

2 9¢

6.19—

250 240 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20

Espectro de RMN **C do produto 92



mit cl. pur der glicose
A482A1GP2
Acquisition Time (sec) 18.4812 Comment A482A1GP2 Date 23 Nov 1970 05:23:18 ‘
Date Stamp 23 Nov 1970 05:23:18 File Name C:\CHRIS\CHRISRMN\2003\A482A1GP2\1\A482A1GP2.DX
Frequency (MHz) 200.13 Nucleus 1H Number of Transients 64 Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536
Owner mapheu Points Count 65536 Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10
Temperature (degree C) 27.000
= ©
35
—
I
©
<
©
N
~
~
[o2}
i
~ ®
s g
N
o]
|
/
/
/
|
g /
J L/ / /
0.97 1.03 1.00 0.91 234 130 12.03
= = =] = HHd
R R LI I AL R R I R RN R R R R AR E R R RN
9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0 -0.5
ppm
1 .
Espectro de RMN "H da purina 96



mit cl. pur der glicose

Acquisition Time (sec) 2.4251 Date ‘ File Name C:\CHRIS\CHRISRMN\2003\A482A1AC2\AC2.DX ‘ Frequency (MHz) 50.33 ‘
Nucleus 13C Origin SpinWorks 1.3, Kirk Marat, U of Manitoba [ original Points Count 32768 | owner undefined |
Points Count 32768 Sweep Width (Hz) 13511.94 ‘
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manose + cl. purina

Acquisition Time (sec) 18.4812 ‘ Comment A252A1IMMA | Date 16 Jun 1971 06:57:31
Date Stamp 16 Jun 1971 06:57:31 File Name C:\Chris\chrisRMN\2004\A252A1MMA\1\A252A1MMA.dx | Frequency (MHz) 200.13
Nucleus 1H ‘ Number of Transients 16 Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536 Owner mapheu
Points Count 65536 \ Solvent CHLOROFORM-D \ Sweep Width (Hz) 3546.10 Temperature (degree C) 27.000
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manose + cl. purina

Acquisition Time (sec) 2.4248 ‘ Comment A252A1IMMA | Date 16 Jun 1971 07:01:08
Date Stamp 16 Jun 1971 07:01:08 File Name C:\Chris\chrisRMN\2004\A252A1MMAYA252A1MMA.dx | Frequency (MHz) 50.33
Nucleus 13C ‘ Number of Transients 800 Origin mapheu ‘ Original Points Count 32768 Owner mapheu
Points Count 32768 ‘ Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 13513.51 Temperature (degree C) 27.000
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cl. purina + mentol

Acquisition Time (sec) 18.4812 Comment A252A1IMPML1 | Date 20 Jun 1971 12:33:16 ‘
Date Stamp 20 Jun 1971 12:33:16 File Name C:\Chris\chrisRMN\2004\A252A1MPM1\1\A252A1MPM1.dx
Frequency (MHz) 200.13 Nucleus 1H Number of Transients 16 Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536
Owner mapheu Points Count 65536 Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10
Temperature (degree C) 27.000
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cl. purina + mentol

Acquisition Time (sec) 2.4248 Comment A252A1MPM1 | Date 20 Jun 1971 12:36:09 ‘

Date Stamp 20 Jun 1971 12:36:09 File Name C:\Chris\chrisRMN\2004\A252A1MPM1\2\A252A1MPM1.dx

Frequency (MHz) 50.33 Nucleus 13C Number of Transients 1024 Origin mapheu ‘ Original Points Count 32768
Owner mapheu Points Count 32768 Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 13513.51
Temperature (degree C) 27.000
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cl. purina + dodecanol

Acquisition Time (sec) 18.4812 ‘ Comment A252AIMD1 | Date 20 Jun 1971 10:39:25

Date Stamp 20 Jun 1971 10:39:25 File Name C:\Chris\chrisRMN\2004\A252A1MD1\1\A252A1MD1.dx | Frequency (MHz) 200.13

Nucleus 1H ‘ Number of Transients 16 Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536 Owner mapheu

Points Count 65536 ‘ Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10 Temperature (degree C) 27.000
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cl. purina + dodecanol
Acquisition Time (sec) 2.4248 ‘Comment A252A1MD1 Date 20 Jun 1971 10:44:18
Date Stamp 20 Jun 1971 10:44:18 File Name C:\Chris\chrisRMN\2004\A252A1MD1\4\A252A1MD1.dx Frequency (MHz) 50.33
Nucleus 13C \NumberofTransients 1024 Origin mapheu \OriginalPointsCount 32768 Owner mapheu
Points Count 32768 \ Solvent CHLOROFORM-D \ Sweep Width (Hz) 13513.51 Temperature (degree C) 27.000
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cl. purina + alc. benzilico

Acquisition Time (sec) 18.4812 Comment A252A1MB1 Date 18 Jun 1971 06:12:15 ‘

Date Stamp 18 Jun 1971 06:12:15 File Name C:\CHRIS\CHRISRMN\2004\A252A1MB1\1\A252A1MB1.DX

Frequency (MHz) 200.13 Nucleus 1H Number of Transients 16 Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536

Owner mapheu Points Count 65536 Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10

Temperature (degree C) 27.000
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4 Jan 1980
cl purina + al benz

Acquisition Time (sec) 2.4248 ‘ Comment A262A1MB2 | Date 25 Jun 1971 01:01:52 Date Stamp 25 Jun 1971 01:01:52
File Name C:\Christiane\espectros\A262A1MB2.dx Frequency (MHz) 50.33 \ Nucleus 13C Number of Transients 1332
Origin mapheu ‘ Original Points Count 32768 Owner mapheu ‘ Points Count 32768 Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 13513.51 ‘ Temperature (degree C) 27.000
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cl. purina + al. oleico

Acquisition Time (sec) 18.4812 Comment A042A1IMPOC | Date 17 Jan 1972 12:23:41 ‘

Date Stamp 17 Jan 1972 12:23:41 File Name C:\CHRIS\CHRISRMN\2005\A042A1MPOC\1\A042A1MPOC.DX

Frequency (MHz) 200.13 Nucleus 1H Number of Transients 8 Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536
Owner mapheu Points Count 65536 Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10
Temperature (degree C) 27.000
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cl. pur. al oleico

A042A1IMPOC
Acquisition Time (sec) 2.4248 Comment A042AIMPOC | Date 17 Jan 1972 12:26:40
Date Stamp 17 Jan 1972 12:26:40 File Name C:\CHRIS\CHRISRMN\2005\A042A1MPOC\2\A042A1MPOC.DX
Frequency (MHz) 50.33 Nucleus 13C Number of Transients 1825 ‘ Origin mapheu
Original Points Count 32768 Owner mapheu Points Count 32768 ‘ Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 13513.51 Temperature (degree C) 27.000
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adenina prot.

A342A1AP
Acquisition Time (sec) 18.4812 ‘ Comment A342A1AP ‘ Date 10 Aug 1971 09:10:46 Date Stamp 10 Aug 1971 09:10:46
File Name C:\CHRIS\CHRISRMN\2004\A342A1AP\1\A342A1AP.DX Frequency (MHz) 200.13 Nucleus 1H
Number of Transients 32 ‘ Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536 Owner mapheu Points Count 65536
Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10 ‘ Temperature (degree C) 27.000
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adenina prot.
A342A1AP
Acquisition Time (sec) 2.4248 ‘ Comment A342A1AP Date 10 Aug 1971 09:17:04 ‘
Date Stamp 10 Aug 1971 09:17:04 File Name C:\CHRIS\CHRISRMN\2004\A342A1AP\2\A342A1AP.DX
Frequency (MHz) 50.33 ‘ Nucleus 13C Number of Transients 1024 ‘ Origin mapheu ‘ Original Points Count 32768
Owner mapheu | Points Count 32768 Solvent DMSO-D6 | Sweep Width (Hz) 1351351 | Temperature (degree C) 27.000
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uracila prot.

A342A1UP

Acquisition Time (sec) 18.4812 ‘Comment A342A1UP ‘Date 10 Aug 1971 09:25:03 Date Stamp 10 Aug 1971 09:25:03
File Name C:\CHRIS\CHRISRMN\2004\A342A1UP\1\A342A1UP.DX Frequency (MHz) 200.13 Nucleus 1H
Number of Transients 32 ‘Origin mapheu ‘Original Points Count 65536 Owner mapheu Points Count 65536
Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10 ‘ Temperature (degree C) 27.000
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ppm

uracila prot.
Acquisition Time (sec) 2.4251 Date File Name C:\CHRIS\CHRISRMN\2004\A362A1UP1\2\ESPECTRO.DX
Frequency (MHz) 50.33 Nucleus 13C Origin SpinWorks 1.3, Kirk Marat, U of Manitoba
Original Points Count 32768 Owner undefined Points Count 32768 ‘ Sweep Width (Hz) 13512.00
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MAPME

A352A1MAM
Acquisition Time (sec) 18.4812 Comment A352A1IMAM | Date 17 Aug 1971 11:54:23 ‘
Date Stamp 17 Aug 1971 11:54:23 File Name C:\CHRIS\CHRISRMN\2004\A352A1MAM\1\A352A1MAM.DX
Frequency (MHz) 200.13 Nucleus 1H Number of Transients 8 ‘ Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536
Owner mapheu Points Count 65536 Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10
Temperature (degree C) 27.000
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MAPME

A352A1MAM
Acquisition Time (sec) 2.4248 Comment A352A1IMAM Date 17 Aug 1971 11:57:22 ‘
Date Stamp 17 Aug 1971 11:57:22 File Name C:\CHRIS\CHRISRMN\2004\A352A1IMAM\2\A352A1MAM.DX
Frequency (MHz) 50.33 Nucleus 13C Number of Transients 1024 Origin mapheu ‘ Original Points Count 32768
Owner mapheu Points Count 32768 Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 13513.51
Temperature (degree C) 27.000
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adenina desp. + mentol

12 Sep 1971 10:22:44

Acquisition Time (sec) 18.4812 ‘ Comment A392A1ADME | Date
Date Stamp 12 Sep 1971 10:22:44 File Name C:\Chris\chrisRMN\2004\A392A1ADME\1\A392A1ADME.dx
Frequency (MHz) 200.13 Nucleus 1H Number of Transients 16 Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536
Owner mapheu Points Count 65536 Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10
Temperature (degree C) 27.000
~
o
wn
@
IS}
—
N
2 N N
e} o o|d ©
SN -
P °o° (=]
I H/ §
o
o
© ;
Yol
wn
~
s}
J

@
o
©
N
~
[
/
1.000.98 2.29 1.15 0.80 15.40 13.81
= e -— = o
R B o o L B e L o LA B o o L L e A S SR
9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 0.0

Espectro de RMN *H da purina 112



MADME

A392A1ADME
Acquisition Time (sec) 2.4248 Comment A392A1ADME | Date 12 Sep 1971 10:25:27
Date Stamp 12 Sep 1971 10:25:27 File Name C:\CHRIS\CHRISRMN\2004\A392A1ADME\2\A392A1ADME.DX
Frequency (MHz) 50.33 Nucleus 13C Number of Transients 829 ‘ Origin mapheu
Original Points Count 32768 Owner mapheu Points Count 32768 ‘ Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 13513.51 Temperature (degree C) 27.000
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Acquisition Time (sec)

18.4812

‘ Comment

Al112B7MIC Date

11 Feb 1999 04:22:18

4 Jan 1980
acopl. de Mit. coluna

2.39

2.39

Date Stamp 11 Feb 1999 04:22:18 File Name C:\Christiane\espectros\A112B7MIC\1\A112B7MIC.dx Frequency (MHz) 200.13
Nucleus 1H ‘ Number of Transients 8 Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536 Owner mapheu
Points Count 65536 ‘ Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10 Temperature (degree C) 27.000
TMS
Cl
N
N

10.0

8.5

8.0

ppm

3.0

25

9.0

Espectro de RMN *H da purina 124




11 Apr 2001
Acopl. de Mit. coluna

Acquisition Time (sec) 2.4248 Comment A112B7MIC Date 11 Feb 1999 05:29:21 ‘

Date Stamp 11 Feb 1999 05:29:21 File Name C:\Christiane\Christianel\espectros\A112B7MIC\2\A112B7MIC.dx

Frequency (MHz) 50.33 Nucleus 13C Number of Transients 1024 Origin mapheu ‘ Original Points Count 32768
Owner mapheu Points Count 32768 Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 13513.51
Temperature (degree C) 27.000
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25 Mar 2002
acopl. mit. metoxila

Acquisition Time (sec) 18.4812 ‘ Comment Al132B7MET2 | Date 23 Feb 1999 02:38:05
Date Stamp 23 Feb 1999 02:38:05 File Name C:\Christiane\espectros\A132B7MET2\1\A132B7MET2.dx | Frequency (MHz) 200.13
Nucleus 1H ‘ Number of Transients 8 Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536 Owner mapheu
Points Count 65536 ‘ Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10 Temperature (degree C) 27.000
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25 Mar 2002

acopl. mit. metoxila
Acquisition Time (sec) 2.4248 ‘ Comment A132B7MET2 | Date 23 Feb 1999 03:06:04
Date Stamp 23 Feb 1999 03:06:04 File Name C:\Christiane\espectros\A132B7MET2\2\A132B7MET2.dx | Frequency (MHz) 50.33
Nucleus 13C \ Number of Transients 1024 Origin mapheu \ Original Points Count 32768 Owner mapheu
Points Count 32768 ‘ Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 13513.51 Temperature (degree C) 27.000
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4 Jan 1980
epoxidacao MCPBA
Acquisition Time (sec) 18.4812 ‘ Comment A102B7EC1 Date 05 Feb 1999 05:03:08
Date Stamp 05 Feb 1999 05:03:08 File Name C:\Christiane\espectros\A102B7EC1\1\A102B7EC1.dx Frequency (MHz) 200.13
Nucleus 1H ‘ Number of Transients 8 Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536 Owner mapheu
Points Count 65536 ‘ Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10 Temperature (degree C) 27.000
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5 Sep 2001

Epox. MCPBA
Acquisition Time (sec) 2.4248 Comment A102B7EC1 Date 05 Feb 1999 05:49:49
Date Stamp 05 Feb 1999 05:49:49 File Name C:\Christiane\Christianel\espectros\A102B7EC1\2\A102B7EC1.dx
Frequency (MHz) 50.33 Nucleus 13C Number of Transients 1812 ‘ Origin mapheu
Original Points Count 32768 Owner mapheu Points Count 32768 ‘ Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 13513.51 Temperature (degree C) 27.000
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4 Jan 1980

epoxidacao MCPBA

Acquisition Time (sec) 18.4812 ‘ Comment A112B7EC2 Date 09 Feb 1999 04:09:33
Date Stamp 09 Feb 1999 04:09:33 File Name C:\Christiane\espectros\A112B7EC2\1\A112B7EC2.dx Frequency (MHz) 200.13
Nucleus 1H ‘ Number of Transients 40 Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536 Owner mapheu
Points Count 65536 ‘ Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10 Temperature (degree C) 27.000
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9 Sep 2001

Epox. MCPBA
Acquisition Time (sec) 2.4248 Comment Al112B7EC2 Date 09 Feb 1999 05:24:34
Date Stamp 09 Feb 1999 05:24:34 File Name C:\Christiane\Christianel\espectros\A112B7EC2\2\A112B7EC2.dx
Frequency (MHz) 50.33 Nucleus 13C Number of Transients 2919 ‘ Origin mapheu
Original Points Count 32768 Owner mapheu Points Count 32768 ‘ Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 13513.51 Temperature (degree C) 27.000
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22 Aug 2002

substitui¢éo do cloro do EC2 por etéxido

A342B7CNF2-1

Acquisition Time (sec)

18.4812

Comment A342B7CNF2-1

Date

18 Jul 1999 11:59:39

Date Stamp

18 Jul 1999 11:59:39

File Name

D:\Documents and Settings\usuarios\Chris\A342B7CNF2-1\1\A342B7CNF2-1.d

Frequency (MHz) 200.13 Nucleus 1H Number of Transients 8 Origin mapheu
Original Points Count 65536 Owner mapheu Points Count 65536 Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 3546.10 Temperature (degree C) 27.000
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22 Aug 2002
substitui¢éo do cloro do EC2 por etéxido
A342B7CNF2-1

Acquisition Time (sec) 2.4248 Comment A342B7CNF2-1 | Date 18 Jul 1999 12:07:52

Date Stamp 18 Jul 1999 12:07:52 File Name D:\Documents and Settings\usuarios\Chris\A342B7CNF2-1\2\A342B7CNF2-1.d
Frequency (MHz) 50.33 Nucleus 13C Number of Transients 4071 ‘ Origin mapheu

Original Points Count 32768 Owner mapheu Points Count 32768 ‘ Solvent CHLOROFORM-D

Sweep Width (Hz) 13513.51 Temperature (degree C) 27.000
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hidrolise epoxido
A122A1HE1
Acquisition Time (sec) 18.4812 ‘ Comment A122A1HE1 Date 31 Jan 2000 17:15:01
Date Stamp 31 Jan 2000 17:15:01 File Name C:\Chris\espectros\espectros2003\A122A1HE1\1\A122A1HE1.dx
Frequency (MHz) 200.13 ‘ Nucleus 1H Number of Transients 128 ‘ Origin mapheu ‘ Original Points Count 65536
Owner mapheu ‘ Points Count 65536 Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10 ‘ Temperature (degree C) 27.000
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hidrolise epoxido

A122A1HE1
Acquisition Time (sec) 2.4248 [ comment A122A1HE1 | Date 31 Jan 2000 17:21:51 |
Date Stamp 31 Jan 2000 17:21:51 File Name C:\Chris\espectros\espectros2003\A122A1HE1\4\A122A1HE1.dx
Frequency (MHz) 50.33 ‘ Nucleus 13C Number of Transients 2413 ‘ Origin mapheu ‘ Original Points Count 32768
Owner mapheu ‘ Points Count 32768 Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 13513.51 ‘ Temperature (degree C) 27.000
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