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RESUMO

Oligossacarideos sulfatados contendo uma aglicona hidrofébica tém sido objeto
de estudo no que diz respeito a atividade frente a virus envelopados. O
presente trabalho é dedicado a sintese de alquilaminoglicosideos sulfatados
com potencial atividade antiviral. Para a obtengdo destes glicosideos foi
utilizada a estratégia de aminagdo redutiva seguida de N-alquilagdo, com
posterior sulfatagdo. Os materiais de partida foram os dissacarideos redutores
lactose e carrabiose-42-sulfato (obtido pela hidrélise acida parcial do
polissacarideo de macroalga vermelha k-carragenana). Na reagao de aminagao
redutiva do dissacarideo neutro lactose foi utilizada uma solugédo aquosa de
acetato de aménio e cianoboroidreto de sodio (100°C/2 h), obtendo-se como
produto o sinton aminolactitol (2). Este foi submetido a N-alquilagdo com 20
equivalentes molares de brometo de benzila, em metanol/1,4-dioxano (5:4), na
presenca de uma base Na,CO; (50°C/23 h), gerando o composto dibenzil-
aminolactitol (5). Para obtencdo de um glicosideo sulfatado a partir da lactose,
o composto 5 foi submetido a uma reagao de persulfatagcéo (48,3 equivalentes
molares de acido clorosulfénico, em banho de gelo), gerando o produto
heptassulfatado (7). O composto 2 foi ainda submetido a N-alquilagdo com 2-
(bromometil)naftaleno, sob as mesmas condi¢des utilizadas na reagao com
brometo de benzila (porém T.n/48 h), gerando os compostos di(naftiimetil)-
aminolactitol (8) e naftiimetil-aminolactitol (9). Por sua vez o dissacarideo
monosulfatado k-carrabiose foi submetido a reacdo de aminacio redutiva em
solugédo aquosa de acetato de amdnio e cianoboroidreto de sodio (100°C/2 h),
obtendo-se como produto o sinton aminocarrabiitol-4%-sulfato (12). O composto
12 também foi submetido a N-alquilacdo com brometo de benzila, nas mesmas
condigdes que o composto 2 (porém T,mp/18 h) gerando o composto dibenzil-
aminocarrabiitol-42-sulfato (13). Todos os compostos foram purificados por
cromatografia de adsor¢cdo em silica gel e tiveram suas estruturas quimicas
confirmadas por ressonancia magnética nuclear (1D e 2D) e espectrometria de
massa (ESI-MS). Os compostos 3, 4, 5, 7, 8, 9, 12 e 13 sdo inéditos com base

na literatura especializada.
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ABSTRACT

Sulfated oligosaccharides containing hydrophobic groups have been studied
concerning their antiviral activity against enveloped viruses. The aim of this
work was the synthesis of sulfated alkylaminoglycosides with potential antiviral
activity. For this purpose, reductive amination followed by N-alkylation and
sulfation were used. This strategy involved two reducing disaccharides as raw
materials: lactose and carrabiose-42-sulfate (produced by partial acid hydrolysis
of the red seaweed polysaccharide k-carrageenan). Reductive amination of the
neutral disaccharide lactose was carried out using an aqueous solution of
ammonium acetate and sodium cyanoborohydride (100°C/2 h), giving rise to the
aminolactitol synthon (2). This was N-alkylated with 20 molar equivalents of
benzyl bromide in methanol/1,4-dioxane (5:4), in the presence of a basic
catalyst Na,COj3; (50°C/23 h), to produce dibenzyl-aminolactitol (compound 5) in
high yield. For the preparation of a sulfated glycoside from lactose, compound 5
was sulfated (48.3 molar equivalents of chlorosulfonic acid, in an ice bath),
giving the heptasulfated product (7). Compound 2 was also N-alkylated with 2-
(bromomethyl)naphthalene under the same conditions used in the reaction with
benzyl bromide (rt/48 h), giving di(naphthylmethyl)-aminolactitol (8) and
naphthylmethyl-aminolactitol (9). The monosulfated disaccharide carrabiose-4%
sulfate was submitted to reductive amination with an aqueous solution of
ammonium acetate and sodium cyanoborohydride (100°C/2 h), giving the
synthon aminocarrabiitol-4°-sulfate (12). Compound 12 was N-alkylated with
benzyl bromide, under the same conditions as compound 2 (rt/18 h), yielding
dibenzyl-aminocarrabiitol-4>-sulfate (13). All the compounds were purified by
column chromatography with silica gel and had their chemical structures
confirmed by nuclear magnetic resonance (1D and 2D) and mass spectrometry
(ESI-MS). To our knowledge this is the first description of the semi-synthesis of
compounds 3, 4,5,7,8,9,12 and 13.



1. INTRODUGAO

Dentre as diversas classes de farmacos existentes, os agentes antivirais
podem ser considerados os que se encontram em menor diversidade e
quantidade. Isso ocorre porque os virus possuem estrutura e metabolismo
extremamente simples, principalmente quando comparados a bactérias. Desta
forma existe um pequeno numero de alvos metabdlicos para se fazer o
combate farmacobioquimico aos virus sem afetar o metabolismo da célula
hospedeira, uma vez que estes patdgenos sdo parasitos intracelulares
obrigatérios (TRABULSI et al., 1999). Dentro deste contexto, um alvo
extremamente interessante para o bloqueio do metabolismo viral € a etapa de
adsorgao do virus na célula. Com a inibicdo deste evento, o virus sequer vem a
infectar a célula para causar o seu efeito danoso. Em casos de infeccbes em
estagio avancado, a inibicdo da adsor¢do de novas particulas virais pode ter
um efeito benéfico na recuperacdo metabdlica do organismo hospedeiro,
através da inibicdo da contaminacao célula-célula. Além disso, farmacos que
ndo agem em eventos intracelulares do metabolismo viral tendem a ter um
menor potencial de causar efeitos danosos a célula hospedeira.

Com as evidéncias de que carboidratos sulfatados de alta massa
molecular apresentam atividade contra varias viroses, agindo na etapa de
adsorgao viral, abriu-se uma nova abordagem ao combate dos virus. Estes
biopolimeros apresentam-se praticamente isentos de toxicidade e, na maioria
dos casos, sao de facil obtengdo (SCHOLS et al., 1992; WITVROUW et al.,
1997). Por outro lado, o uso de biopolimeros como farmacos, pode ocasionar
dificuldades farmacotécnicas, como por exemplo, a determinagdo de uma via
segura e eficaz de administragao, principalmente para viroses sistémicas.

A alternativa imediata que se presume ao contemplar uma alternativa
para polissacarideos sulfatados, seria 0 uso dos seus oligossacarideos
derivados. Afinal, estas moléculas, resultantes de processos de
despolimerizagdo, guardariam em suas estruturas as propriedades estruturais
basicas necessarias para a atividade antiviral. Entretanto, esta ultima

constatagcdo nao € verdadeira. Normalmente, a atividade antiviral diminui



drasticamente com a diminuicdo da massa molecular do polissacarideo
sulfatado (SCHOLS et al., 1992; WITVROUW et al., 1997).

Felizmente, algumas evidéncias mostraram que a inser¢ao de porgdes
lipidicas em oligossacarideos sulfatados poderia proporcionar a “recuperacéo”
da atividade antiviral “perdida” durante o processo de despolimerizagdo do
polissacarideo precursor (KATSURAYA et al., 1999a). Além disso, a inser¢cao
de grupos hidrofébicos normalmente leva a um perfil farmacocinético
melhorado em relagcdo ao agucar sulfatado precursor. A porcado hidrofébica
favorece a passagem do glicosideo por barreiras biologicas, bem como facilita
processos de “ancoragem” em regides celulares hidrofobicas. Portanto,
alquilglicosideos sulfatados podem ser considerados “um caminho a ser
seguido” no desenvolvimento de agentes antivirais seguros e eficazes.

Os primeiros trabalhos (KATSURAYA et al., 1999a,b) descritos na
literatura referindo-se a preparacdo e determinacdo da atividade antiviral de
alquilglicosideos sulfatados baseiam-se no estudo de moléculas aleatoriamente
sulfatadas. Uma alternativa para solucionar este problema, foi a utilizagao de
oligossacarideos obtidos a partir de polissacarideos de algas marinhas, onde
as posigdes dos grupos sulfato sdo mais especificas (GONCALVES et al.,
2002), como sintons, ou seja, moléculas precursoras na preparagao de
alquilsulfoglicosideos (GONCALVES et al., 2006; 2007). Nosso grupo de
pesquisa (sob orientagdo do Prof. Dr. Miguel D. Noseda, Laboratério de
Quimica de Carboidratos do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular
— UFPR), em associagao com o grupo do Prof. Dr. Bruce Grindley (Dalhousie
University, N.S, Canada), chegou a resultados promissores neste campo, até
entdo, inexplorado (GONCALVES, 2005b).

Deste modo, o presente trabalho propde o avanco no desenvolvimento
de alquilglicosideos antivirais derivados de carboidratos de baixo grau de
polimerizagdo. Tomando como base os trabalhos ja realizados, foram
estudadas rotas sintéticas e semi-sintéticas curtas e economicamente viaveis
para a preparagdo de novos compostos bioativos. Além de oligossacarideos
derivados de polissacarideos de algas marinhas, foram utilizados
oligossacarideos disponiveis comercialmente e de prego compativel com
materiais de partida para obtencdo de produtos finais de valor agregado

passivel de introdugdo a escala industrial.



2. ESTADO DA ARTE

2.1. CARBOIDRATOS SULFATADOS E ATIVIDADE ANTIVIRAL

No inicio dos anos 60 foi demonstrado que a heparina e outros
compostos polianiénicos agem como inibidores do virus causador da herpes
simplex (HSV). Logo apds a identificagdo do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) como causador da AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome) em
1984, a heparina e outros polissulfatados também se mostraram potentes
inibidores da replicacdo do HIV em cultura de células. A partir destas
constatagdes, vem sendo demonstrado que os polissulfatados exibem seu
espectro de acao frente a varios virus envelopados, tais como: HSV-1, HSV-2
(virus herpes simplex do tipo 1 e 2, respectivamente), citomegalovirus,
togavirus, arenavirus, rabdovirus, virus Influenza A e virus sincicial respiratério
(WITVROUW et al., 1997).

A atividade antiviral apresentada por estes carboidratos sulfatados é
originada principalmente de suas capacidades de inibir a entrada do virus na
célula hospedeira. Por exemplo, um dos passos iniciais da entrada do HSV-1
consiste na ligagcao da glicoproteina viral C (gC) com a molécula de heparan
sulfato (HS) presente na superficie externa da célula hospedeira (Figura 1). Os
polissulfatados agem competindo com HS e portanto, prevenindo sua interagao
com gC (SHUKLA et al., 1999; SHUKLA & SPEAR, 2001; MARDBERG et al.,
2002; XU et al., 2005; O'DONNELL et al., 2006).



Figura 1: Etapa de adsorgado: passo inicial de entrada do HSV-1 na célula

hospedeira
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nesta representagdo da adsorgado do virus na célula hospedeira, € demonstrada a
interagdo entre a glicoproteina gC do virus (filamento azul claro apontado como gC) e o

heparan-3-O-sulfato da célula hospedeira (filamentos de pequenas esferas vermelhas)

Alguns polissacarideos tém sido quimicamente sulfatados para
realizagao de testes de atividade antiviral. Compostos como dextrana sulfatada,
pentosana sulfatada e ciclodextrinas sulfatadas vém sendo obtidos através de
processos de sulfatagdo dos polimeros neutros originais. Diversos derivados da
heparina também vém sendo utilizados: heparina oxidada por periodato,
derivados O-acilados e carboxiesterificados, além da prépria heparina, tém sido
extensivamente investigados no que concerne a atividade antiviral.
Polissacarideos naturalmente sulfatados, tais como, dermatana sulfatada e
polissacarideos de algas marinhas, também vém sendo empregados nestes
estudos (WITVROUW et al., 1997).

2.2. RELAGAO ESTRUTURA-ATIVIDADE ANTIVIRAL DE CARBOIDRATOS
SULFATADOS

Polissacarideos sulfatados tém demonstrado diferengas marcantes em
relacdo a atividade anti-HIV, dependendo da estirpe do virus e do tipo de célula
utilizada no ensaio. As dextranas e pentosanas sulfatadas tém um maior poder
inibitério em relacdo a estirpe HIV-2 (ROD) quando comparadas suas

atividades frente aos HIV-1 e HIV-2 (EHO). A heparina e seus derivados



apresentam uma menor atividade contra as estirpes de HIV-2, principalmente
em relacédo aos derivados oxidados (SCHOLS et al., 1992; WITVROUW et al.,
1997).

Estes e outros achados revelam que os polidnions provavelmente
interagem com diferentes regidées do envelope viral do HIV. Ja as diferencas de
atividade entre diferentes tipos de células utilizadas nos ensaios mostraram a
possibilidade de interferéncia por fatores celulares, como por exemplo,
variantes de receptores CD4 (WITVROUW et al., 1997).

Experimentos utilizando ciclodextrinas e dextranas sulfatadas com
massas moleculares e indice de sulfatacao crescentes tém demonstrado que a
atividade antiviral aumenta diretamente em fungdo do aumento destas
caracteristicas. Apesar desta constatacdo, existe somente um aumento
marcante da atividade anti-HIV-1 a partir de dextranas sulfatadas de 1.000 até
10.000 de massa molecular. Aumentando-se a massa além destes valores
(10.000 - 50.000), a atividade tende a manter-se inalterada. Ja em relagéo ao
HIV-2, dextranas sulfatadas com massa molecular de 1.000 mostraram-se mais
ativas que as de mais alta massa molecular (SCHOLS et al., 1992;
WITVROUW et al., 1997).

A relagdo estrutura-atividade de antivirais polissulfatados estd bem
estabelecida no que se diz respeito ao grau de polimerizagao e indice de
sulfatagcdo dos compostos testados (WITVROUW et al., 1997). A influéncia
exercida pelo posicionamento do grupo sulfato, e conseqientemente, a
disposi¢cédo que estes ocupam no espago, vém sendo estudada de forma mais
decisiva somente nos ultimos anos (DUARTE et al., 2004).

SHUKLA, et al. (1999) demonstraram que o HSV-1 liga-se a célula
através de interagcdes das glicoprotreinas virais gB e gC com cadeias de
heparan sulfato de proteoglicanas de superficie celular. Esta ligagdo ndo se
mostrou suficiente para a entrada do virus, o que requer uma fusdo entre o
envelope viral e a membrana da célula. A D-glucosaminil 3-O-sulfotransferase,
presente na célula, promove uma sulfatagdo especifica para gerar o sitio de
ligacdo de uma terceira glicoproteina viral, gD, que inicia a entrada do HSV-1.
Com isso, foi demonstrado que a entrada do HSV-1 depende da presencga das
cadeias de heparan 3-O-sulfatadas em unidades especificas de glucosamina.

Mais recentemente, um octassacarideo 3-O-sulfatado numa unidade de



glucosamina, derivado do heparan, demonstrou ter afinidade de ligagcdo a
glicoproteina gD. A analise estrutural deste oligossacarideo indicou que se
tratava de um octassacarideo heptassulfatado com a seguinte estrutura: AUA-
GIcNS-IdoUA2S-GIcNAc-UA2S-GIcNS-IdoUA2S-GIcNH23S6S  (LIU et al,,
2002).

Varios estudos tém comprovado a atividade anti-HSV-1 inerente a
galactanas naturalmente sulfatadas extraidas de algas vermelhas. CARLUCCI
et al, (1997), DUARTE et al., (2001a, 2001b, 2004) demonstraram que a
especificidade de posicionamento dos grupos sulfato nestas galactanas é
diretamente relacionada ao nivel de atividade antiviral.

Agaranas altamente 2-O-sulfatadas (unidade de [(-D-galactopiranose) e
6-O-sulfatadas (unidade de a-L-galactopiranose), obtidas a partir da alga
vermelha Acanthophora spicifera, apresentaram alta atividade anti-HSV-1. O
padrao de sulfatacdo apresentado por estes polissacarideos permite que suas
unidades dissacaridicas possam assumir uma conformacao equivalente a

sequéncia minima do heparan sulfato (DUARTE et al., 2004).

2.3. GLICOSIDEOS ANTIVIRAIS DE BAIXA MASSA MOLECULAR
CONTENDO AGLICONAS HIDROFOBICAS

Além das ja mencionadas caracteristicas polianibnicas, existem
evidéncias que porcdes hidrofébicas também estdo envolvidas na atividade
antiviral de carboidratos sulfatados (HOSOYA et al., 1991). Este fato é
consistente com a estrutura do motivo N-terminal da glicoproteina viral gC
(HSV-1), que consiste num cluster de aminoacidos basicos e hidrofébicos, os
quais foram identificados como a principal regido de ligagdo do HS da célula
hospedeira (HOSOYA et al., 1991; MARDBERG et al., 2002). Além disso, todas
as retroviroses e mixoviroses sensiveis a polissulfatados compartilham de
sequéncia peptidica Phe-Leu-Gly na glicoproteina externa, enquanto virus
resistentes ndo possuem esta seqiéncia (HOSOYA et al., 1991).

Quando modelos moleculares de zonas de ligagdes ibnicas minimas do
HS s&do examinados com os grupos sulfato direcionados para o mesmo lado da
molécula, estes apresentam superficies mais ou menos hidrofébicas devido a

ligacbes C-H axiais e orbitais com pares de elétrons ndo compartilhados



(REES, 1977; DUARTE et al., 2004). A mesma propriedade foi notada em
algumas galactanas de algas marinhas com alta atividade anti-herpética

(Figura 2).

Figura 2: Estruturas minimas ligantes no (a) heparan sulfato R’ = H, para
ligagcao com glicoproteina gC, R’ = SOj3 para ligagao com gD e (b) em agaranas
sulfatadas R=H, R =S03 , R’ =S0Oj; para ligagdo comgCe R=S03 ,R’ =
SO;3; , R” = SO3 para ligagao com gD. Regides hidrofébicas representadas em
cinza (DUARTE et al., 2004)
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A acomodacao das cargas negativas e das superficies hidrofébicas do
polissacarideo pode ser otimizada pela rotacdo das unidades de agucar
durante a ligacdo com a glicoproteina gC, através da rotagdo da ligacao
glicosidica. A simultaneidade das forgas iénicas e hidrofébicas na formagao do
complexo polissacarideo sulfatado-superficie viral resulta num efeito sinérgico
de estabilizacdo (DUARTE et al., 2004). Este fato é consistente com a alta
atividade anti-HSV-1 apresentada por fucanas sulfatadas, as quais séao
compostas por unidades de C-6 desoxi-hexose, onde o grupo 6-metila
proporciona uma hidrofobicidade adicional, em comparacdo com unidades de
glucose ou galactose (VENKATESWARAN et al., 1989).

A principio, oligossacarideos sulfatados exibem pequena ou nenhuma

atividade antiviral, uma vez que este tipo de propriedade esta diretamente



relacionada a longas cadeias polianidnicas. Uma excegdo a esta regra foi a
suscetibilidade do virus HIV-2 (ROD) ao sucralfato (sacarose octassulfatada) e
a heparinas de baixa massa molecular. Ja estirpes de HIV-1 e outros virus
sensiveis a polissulfatados mostraram-se insensiveis a carboidratos sulfatados
de baixo grau de polimerizagdo (SCHOLS et al.,, 1992; WITVROUW et al.,
1997).

Entretanto, resultados obtidos por KATSURAYA et al. (1999a)
mostraram que oligossacarideos sulfatados, ligados a longas cadeias alquila
(alquilglicosideos - Figura 3), ttm uma alta atividade anti-HIV-1, enquanto os
mesmos oligossacarideos, sem o radical alquila, mostraram-se praticamente
inativos. Nestes estudos, o efeito anti-HIV aumenta com o indice de sulfatacao
e com a hidrofobicidade proporcionada pelo radical alquila ligado. Nos ensaios
em que foram determinados o efeito citotoxico (CC50) e a atividade antiviral
(EC50), foi reportado que a EC50 mostrou-se varias vezes menor que a CC50.
O tipo do mecanismo antiviral proposto consiste na interacdo da porcéo
oligossacaridica sulfatada com a glicoproteina gp120 localizada no envelope do
virus HIV-1. Este achado sugere que a introdugdo de grupos hidrofébicos
compensa a auséncia de caracteristicas poliméricas, transformando
carboidratos sulfatados de baixa massa molecular nao-ativos em glicosideos
com alta atividade antiviral.

O processo sintético empregado por Katsuraya e colaboradores (1999a,
b) correspondia a unica estratégia para a preparacdo de alquilglicosideos
sulfatados como agentes antivirais até alguns anos atras. Esses glicosideos
foram sintetizados seguindo os passos de protecdo das hidroxilas dos
oligossacarideos, glicosidagao do terminal redutor, desbloqueio das hidroxilas e
sulfatacéo aleatodria (Figura 3). Apesar de estes glicosideos terem apresentado
alta atividade contra o HIV-1, estes compostos foram testados como misturas,
sendo separados em fungédo de seus graus de sulfatagdo, ou seja, misturas
isoméricas em relagéo a posi¢cao do grupo sulfato ndo puderam ser separadas

para serem testadas isoladamente.



Figura 3: Método de obtencdo de alquilglicosideos sulfatados descrito por
KATSURAYA et al., 1999a
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2.4. ALQUILGLICOSIDEOS COM SULFATAGAO ESPECIFICA: USO DE
GALACTANAS DE ALGAS VERMELHAS (RHODOPHYTA) PARA
PRODUGAO DE OLIGOSSACARIDEOS COM SULFATAGAO ESPECIFICA

A obtengdo de glicosideos com potencial atividade antiviral contendo
grupos sulfato em posicado definida é indispensavel para a determinagdo da
relagcdo estrutura-atividade destes compostos. As dlicoproteinas virais
apresentam uma estrutura tridimensional particular, portanto requerem ligantes
que possuam seus grupos sulfato e alquila orientados de maneira apropriada
no espaco.

Neste contexto, galactanas naturalmente sulfatadas extraidas de
algumas espécies de algas vermelhas (Rhodophyta) podem servir como uma
fonte de oligossacarideos com sulfatagao especifica. Ainda, pode-se obter uma
variedade em termos de posicionamento de grupo sulfato nestas galactanas

quando se utilizam diferentes espécies de Rhodophyta. Para o aproveitamento
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deste material naturalmente sulfatado, torna-se util o estudo de métodos
hidroliticos para a obtencdo de oligossacarideos a serem utilizados como
sintons na preparagao de alquilglicosideos especificamente sulfatados. Deste
modo, o desenvolvimento de meétodos semi-sintéticos para a introdugao
regiosseletiva de agliconas hidrofdbicas nestes sintons pode ser considerada
uma ferramenta apropriada para o avango na area de glicosideos antivirais
com sulfatagao especifica.

Nosso grupo de pesquisa tem trabalhado extensivamente na preparagao
de oligossacarideos derivados de galactanas de algas vermelhas. Estes
oligossacarideos, por sua vez, sdo ferramentas bastante uteis em diversas
areas, sendo utilizados como padrées em estudos de RMN, espectrometria de
massa e em separagdes eletroforéticas e cromatograficas (DUCATTI, 2005;
GONCALVES et al., 2002, 2005a). Mais recentemente, um dos aspectos
focalizados pelo nosso grupo é a preparagao de alquilglicosideos sulfatados
com propriedades antivirais, através da producdo destes sintons em escala
preparativa, seguida de introdugdo regiosseletiva de grupos hidrofébicos
(GONGCALVES, 2005; GONCALVES et al., 2005b, 2006, 2007).

2.41. Algas vermelhas (Rhodophyta): uma fonte abundante de galactanas

naturalmente sulfatadas

Os polissacarideos de algas possuem caracteristicas que os diferenciam
dos polissacarideos isolados de outros vegetais, como por exemplo, presenca
de unidades de 3,6-anidrogalactose e de grupos sulfato (USOV, 1998). Em
Rhodophyta, 70% da parede celular € composta por galactanas que
apresentam uma estrutura linear formada por unidades de p-D-galactopiranose
ligadas glicosidicamente através das posicdes 1 e 3 (unidade A) e a-
galactopiranose ligadas através das posigdes 1 e 4 (unidade B). Assim, as
galactanas formam um arranjo alternado entre as unidades A e B, ou seja,
(AB), (PAINTER, 1983):

[ (—3)-B-D-Galactopiranose - (1—4)-a-Galactopiranose-(1—) ] n

| | |

| |
unidade A unidade B
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A estereoquimica da unidade B apresenta grande importancia na
classificagdo das galactanas de algas vermelhas. Se a unidade B pertencer a
série D-, esta galactana classifica-se como carragenana. Se a unidade B
pertencer a série L-, esta galactana classifica-se como agarana (PAINTER,
1983). Em muitos casos a unidade B de carragenanas e agaranas apresenta-

se na forma de unidades de 3,6-anidrogalactopiranose (Figura 4).

Figura 4: Estrutura basica repetitiva de carragenanas e agaranas
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O alto grau de sulfatagédo e baixa ocorréncia de grupos O-metila e acetal
de acido piruvico sédo caracteristicas marcantes das carragenanas (PAINTER,
1983), enquanto agaranas normalmente apresentam-se menos sulfatadas e
altamente substituidas por grupos metila e acetal de acido piravico. Apesar
disso, existem carragenanas e agaranas que apresentam padrdo de
substituicdo incomum. Grupos substituintes, tais como O-metila e acetal de
acido piruavico tém sido observados em carragenanas (CHIOVITTI et al., 1997).
Pode-se classificar as carragenanas de acordo com a posi¢gao dos grupos O-
sulfato nas unidades A e B. Por exemplo, a k-carragenana, utilizada no
presente trabalho, apresenta grupo 4-O-sulfato na unidade A (GREER &

YAPHE, 1984). Mais recentemente, foram encontradas agaranas com indice de
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sulfatagdo compativel com os apresentados por carragenanas altamente
sulfatadas (DUARTE et al., 2004).

Atualmente, existe um consumo bastante grande de agaranas e
carragenanas, principalmente pelas industrias de alimentos, cosméticos e
produtos farmacéuticos (NEORI et al., 2000). Como resultado disto, a industria
mundial produtora de ficocoldides teve um crescimento consideravel nos
ultimos anos. Neste contexto, a extracdo de algas a partir da natureza causa
um grande impacto ambiental e o cultivo de macroalgas tem sido uma saida
para incrementar a produgdo de ficocoldides sem escassear suas fontes
naturais. O cultivo de macroalgas foi a modalidade de maricultura que mais se
expandiu entre 1995 e 1996 (19,2%) e entre 1987 e 1995 (172%) (NEW, 1998).

As espécies de algas vermelhas Kappaphycus alvarezii e Eucheuma
denticulatum sao as que tém apresentado melhor adaptacdo ao cultivo,
alcangando uma produgdo mundial de 150.000 toneladas/ano de plantas
secas, sendo as principais fontes para a produgdo de carragenanas (28.000
toneladas/ano) nos dias de hoje. Em relagao a producéo de agaranas, espécies
de Gelidium e Gracilaria sdo as mais utilizadas, alcangando-se 55.000
toneladas/ano de plantas secas (somando-se cultivo e extracdo da natureza),

das quais sao extraidos 7.500 toneladas/ano de polissacarideos (FAO, 2006).

2.4.2. Preparagao de oligossacarideos derivados de galactanas de algas

vermelhas

Devido a presenga de unidades de 3,6-anidrogalactose (agucar
relativamente labil em meio acido), os métodos de despolimerizagdo para a
obtencao de oligossacarideos a partir de carragenanas e agaranas apresentam
algumas particularidades. Metandlise parcial (HIRASE, 1957; 1ZUMI, 1973;
TAKANO et al., 1998 - Figura 5) e hidrolise enzimatica parcial (DUCKWORTH
& YAPHE, 1971; YOUNG et al., 1978; KNUTSEN et al., 2001) sdo as técnicas
utilizadas para este fim, que permitem a despolimerizagado das galactanas com
a manutengao da integridade das unidades de 3,6-anidrogalactose. Métodos
convencionais de hidrélise acida parcial (HIRASE, 1957; IZUMI, 1973; - Figura
6) também tém sido utilizados em galactanas de algas vermelhas, entretanto

muitas vezes as unidades de 3,6-anidrogalactose terminais tém seu anel
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anidrogalactosidico destruido frente a condi¢des mais drasticas (YU et al., 2002

- Figura 7).

Figura 5: Obtencado de 4,6-O-(1’-carboxietilideno)-agarobiose dimetilacetal a
partir de uma agarana com acetal de acido piruvico, via metandlise parcial
(IZUMl, 1973)
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Figura 6: Formacao de agarobiose através de hidrélise acida parcial segundo
IZUMI (1973). Os oligossacarideos apresentam as unidades de 3,6-anidro

galactose (na forma de aldeido hidratado) na extremidade redutora
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Figura 7: Formagdo de oligossacarideos (com unidades de galactose na
extremidade redutora) derivados de kappa-carragenana através de hidrdlise

acida parcial segundo YU et al. (2002)
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Outro método hidrolitico frequentemente utilizado na preparagao de
oligossacarideos a partir de algas vermelhas é a hidrolise redutiva parcial. Este
método consiste da hidrélise acida branda na presenca de complexo de 4-
metilmorfolina borano (agente redutor estavel em meio acido). Como resultado,
ocorre uma quebra seletiva da ligacdo 3,6-anidrogalactosidica, gerando uma
série de oligossacarideos com unidades de 3,6-anidrogalactitol na sua
extremidade, enquanto os grupos sulfato sdo substancialmente retidos (Figura
8). Os oligossacarideos alditois produzidos neste tipo de hidrolise tém o nome
usual baseado em sua origem, numero de unidades e acrescentando-se 0
sufixo itol. Quando estes oligossacarideos s&o submetidos a hidrolise e ndo
sdo reduzidos, resultando em terminal redutor, utiliza-se o sufixo ose (USOV &
ELASHVILI, 1991, 1997).

Figura 8: Formagdo do carrabiitol-4?-sulfato através de hidrélise redutiva
parcial segundo USOV & ELASHVILI (1991)
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No intuito de conservar a fungcdo aldeido dos oligossacarideos
provenientes de k-carragenana, pode-se utilizar o procedimento de hidrolise
parcial descrito por DUCATTI et al. (2006), uma hidrdlise branda em TFA 0,1
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mol/L, que conserva o anel 3,6-anidrogalactosidico. Apds a hidrélise ndo é

realizada a reducdo, obtendo-se a carrabiose 4%-sulfato (Figura 9).

Figura 9: Hidrélise branda da k-carragenana que produz oligossacarideos com

unidades de 3,6-anidrogalactose na extremidade redutora (DUCATTI et al.,

2006)
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A partir do ano de 2002, nosso grupo de pesquisa tem trabalhado na
obtencdo de oligossacarideos alditéis especificamente sulfatados, através da
hidrélise redutiva parcial de galactanas sulfatadas contendo diades repetitivas.
Isso é possivel porque algumas espécies de Rhodophyta produzem agaranas
ou carragenanas com o esqueleto e posicionamento do grupo sulfato com
altissima regularidade ao longo da cadeia polissacaridica. Por exemplo, a alga
vermelha Kappaphycus alvarezii (Gigartinales) produz kappa-carragenana, que
contém [—3)-B-D-Galp4SO3-(1—4)-3,6-An-a-D-Galp-(1—] como unidade
dissacaridica repetitiva; ja Gracilaria domingensis produz agarose-6-sulfato que
contém [—3)-B-D-Galp6S0O3-(1—4)-3,6-An-a-L-Galp-(1—-] como diade
repetitiva. Desta forma, de fontes distintas, podem-se obter modelos
oligossacaridicos diferenciados em relagéo a substituicdo por grupos sulfato e
a enantiomericidade (D ou L) das unidades B, em rendimentos aceitaveis
(Figura 10 — GONGCALVES et al., 2002; 2005a; 2006; GONCALVES, 2005;
DUCATTI, 2005).
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Com a obtengdo dos oligossacarideos mostrados na Figura 10, nosso
grupo de pesquisa esta utilizando esses compostos como sintons para a
preparagdo de alquilglicosideos antivirais com posigdo de grupo sulfato
definida. Uma primeira estratégia para a insercdo de grupos hidrofobicos foi
delineada através da utilizacdo da quimica de compostos organo-estanho
(GONCALVES, 2005; GONGCALVES et al., 2006; 2007).

Apods a definicao das condigbes de alquilacao e sulfatacéo regiosseletiva
através dos intermediarios acetais de dibutilestanileno, alguns alquilglicosideos
foram semi-sintetizados a partir dos oligossacaridicos representados na Figura
10. Utilizando esta metodologia foi possivel preparar compostos contendo
grupo sulfato (composto 23), grupo alquila (compostos 24 e 25), ou os dois
tipos de grupos simultaneamente (compostos 20, 21 e 22) (Figura 11). Com
estes resultados foi demonstrada a possibilidade de aproveitamento dos grupos
sulfato especificamente introduzidos pelas enzimas das algas vermelhas, para
a produgao de alquilglicosideos sulfatados (GONCALVES, 2005; GONCALVES
et al., 2006; 2007). Todo o processo semi-sintético, envolvendo os

oligossacarideos alditéis aqui mencionados, esta representado na Figura 11.
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Figura 10: Oligossacarideos alditois obtidos a partir de galactanas de algas
vermelhas (DUCATTI, 2005; GONCALVES, 2005; GONCALVES et al., 2002;
2005a; 2006; 2007)
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Figura 11: Representacdo das reagcbes de obtengdo de alquilglicosideos
sulfatados (GONCALVES, 2005; GONCALVES et al., 2006; 2007)
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2.4.3. Estudo da atividade anti-HSV dos alquilglicosideos especificamente

sulfatados

A atividade antiviral de alguns alquilglicosideos foi determinada frente ao
virus da herpes simplex (HSV). Foram utilizadas as cepas de referéncia HSV-1
(F) e HSV-2 (G), causadoras do herpes labial e genital, respectivamente.
Adicionalmente, ainda foi utilizada a cepa HSV-2 (MS), que é responsavel por
casos de herpes genital em pacientes acometidos por esclerose multipla.
Nestes ensaios foram determinadas as EC50 (concentragao inibitéria 50%),
comparando culturas tratadas com as nao tratadas. Este valor corresponde a
concentragédo de determinado composto que ocasiona 50% de inibicdo na
formacao de placas de lise (placas virais) (GONCALVES, 2005).

Estes resultados preliminares (Tabela 1 e Figura 12) mostraram que o
glicosideo 20 apresentou atividade contra as trés cepas de HSV estudadas. Ja
uma mistura de isGmeros dissulfatados/monoalquilados, onde o principal
componente € o (glicosideo B-D-Galp 3,6-dissulfato-(1—4)-3,6-An-1-O-
tetradecil-L-GalOH (iso-mix) apresentou atividade significativa apenas contra a
cepa HSV-1 (F) sendo esta atividade inferior quando comparada a qualquer
dos resultados apresentados pelo glicosideo 20. Os glicosideos 21 e 22, os
oligossacarideos alditdis carrabiitol-4>-sulfato, carratetraitol-42,4*-dissulfato e
carrahexaitol-42,4* 4%-trissulfato nao apresentam atividade significativa contra a
cepa HSV-1 (F) e, por esta razdo, nado foram testados contra as outras cepas.

Considerando que o composto 22 (dissacarideo alditol simultaneamente
dialquilado e monossulfatado) ndo apresentou atividade, e que a mistura de
isbmeros dissulfatados/monoalquilados (iso-mix) foram ativas contra HSV-1 (F),
pode-se concluir que o fator hidrofobicidade € menos importante que o grau de
sulfatacdo para a atividade destes compostos. Ainda é possivel que exista um
balangco ideal entre o indice de sulfatagdo/hidrofobicidade para que estes
compostos sejam ativos (GONCALVES, 2005).

E importante observar que os compostos 21 e 20 apresentam a mesma
relagdo de indice de sulfatagdo/hidrofobicidade, ou seja, ambos sao
dissacarideos alditéis monossulfatados e monoalquilados. Entretanto, o
composto 20 mostrou-se ativo contra todas as cepas estudadas enquanto o

composto 21 apresentou-se indbcuo. Com estas observagdes € evidente que a
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propriedade biolégica do composto 20 € inerente a pelo menos uma das
diferengas com seu isémero 21. O composto 21 possui o grupo sulfato em C-3
do anel B-galactopiranosidico e sua unidade galactitol pertence a série L. Ja o
composto 20 é sulfatado em C-4 do mesmo anel e apresenta a unidade
galactitol pertencente a série D. Deste modo, atividade antiviral recai sobre o
posicionamento do grupo sulfato e/ou isomeria 6ética da unidade 3,6-
anidrogalactitol. Os oligossacarideos alditdis carrabiitol 4°-sulfato, carratetraitol
42 4*-dissulfato e carra-hexaitol 42,4* 4°%-trissulfato ndo apresentaram atividade,
enquanto o glicosideo 20 apresentou atividade. Considerando que; (a) os
oligossacarideos testados pertencem a série homdloga derivada de kappa-
carragenana (grupo sulfato em C-4 da unidade de B-D-Galp) e (b) que o
composto 20 teve como precursor direto o carrabiitol-42-sulfato, a insercéo da
porgao lipidica foi essencial para a ativagao deste composto.

Com estes resultados, foi possivel demonstrar que a posi¢ao do grupo
sulfato e a presenga de porgdes hidrofobicas (bem como o balango entre estas
duas porgdes) sao de suma importancia no que se diz respeito a atividade
antiviral destes compostos (GONCALVES, 2005).

Tabela 1: Concentracéo inibitéria 50% apresentada pelos compostos 20, 21, e
22, isébmeros dissulfatados/monoalquilados (iso-mix) e oligossacarideos alditdis
derivados de kappa-carragenana (GONCALVES, 2005)

Concentragao inibitéria 50% (EC50) pg/mi
Composto

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

Carrabiitol 4>-0S0; > 50 nd nd

Carratetraitol 4%, 4*-di-OS0; > 50 nd nd

Carrahexaitol 4%, 4, 4°-tri-0S0O; > 50 nd nd
20 29,82+1,8 24,80+ 3,9 15,08 + 0,99

21 > 50 nd nd

22 > 50 nd nd

Iso-mix 36,1 +5,23 > 50 =50

nd = ndo determinada
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Figura 12: Alquilglicosideos e oligossacarideos sulfatados submetidos aos
ensaios para a verificacdo da atividade anti-HSV (GONCALVES, 2005)
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2.5. 0 CASO DOS AMINOGLICOSIDEOS

Ha 60 anos os aminoglicosideos vém sendo investigados e utilizados
como antibidticos. Seu sucesso e uso continuo podem ser atribuidos a varios
fatores, incluindo efeito bactericida dose-dependente, eficacia clinica e baixo
custo. Os aminoglicosideos permanecem farmacos de escolha em muitas
circunstancias como septicemia, infecgdes sérias devido a bacilos Gram-
negativos e endocardite bacteriana (BEGG & BARCLAY, 1995).
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Estudos microbiolégicos, farmacoldgicos e bioquimicos revelaram que
esta classe de antibiodticos tem acdo em moléculas de RNA ribossomal,
implicando na inibicdo da sintese de proteinas microbianas. Antibidticos
aminoglicosideos sdo oligossacarideos contendo varios grupamentos amino,
que positivamente carregados ligam-se a moléculas de RNA ribossomal
negativamente carregadas (Figura 13). Ligando-se ao sitio de reconhecimento
de RNA (sitio A) na unidade 16S do ribossomo, os aminoglicosideos provocam
uma perda na fidelidade do processo de tradugado. Esta capacidade de ligar-se
a dominios de RNA, considerando-se os varios mecanismos biologicos
importantes coordenados por moléculas de RNA, traz um empecilho aos
pesquisadores no que se refere a especificidade. No entanto, gera varias
outras possibilidades de alvos potenciais: RNA do HIV, RNase P, introns grupo
I e tmRNA, para novos antibiéticos como aminoglicosideos e novos farmacos
semi-sintéticos (VICENS & WESTHOF, 2003).

Figura 13: Estrutura quimica do aminoglicosideo estreptomicina (a) e modo de
interagdo com o RNA ribossémico (b) (VICENS & WESTHOF, 2003)

(a) " (b)

Hah—
2 K“HDH M

(I TR o |
Ho— [T =

A~ T i T
o r_i\. Ca i

et 1 B
L L OH X, Ii‘l".llinI .
& Y

& om )

N ¥ Y 4
L o, OH Al o
CHy OH g 1 g

No que se refere a interagdes com proteinas, mais especificamente
enzimas, aminoglicosideos podem ser utilizados como inibidores de
glicosidases. Como a hidrélise de carboidratos catalisada por enzimas € um
processo amplamente atuante em sistemas bioldgicos, inibidores de
glicosidases apresentam muitas aplicagdes potenciais como agrotdxicos e
agentes terapéuticos. Glicosidases estao envolvidas na biossintese de cadeias

oligossacaridicas e mecanismos de controle de qualidade no reticulo
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endoplasmatico de glicoproteinas N-ligadas. A inibicdo destas glicosidases
pode gerar efeitos profundos no controle de qualidade, maturacéo, transporte,
e secrecao de glicoproteinas, e pode alterar processos de reconhecimento
célula-célula ou célula-virus. Este principio é a base para o uso potencial de
inibidores de glicosidases em infecgdes virais, cancer e disturbios genéticos. As
glicoproteinas do envelope viral sdo normalmente essenciais para a montagem,
secregcao e/ou infectividade do virus. Compostos que interferem com os
processos de glicosidagdo das glicoproteinas podem ser fortes candidatos a
agentes antivirais (ASANO, 2003).

O inibidor de a-glicosidase glycovir (SC49483), que apds passar pelo
intestino € convertido em NB-DNJ (Figura 14), foi desenvolvido como um
candidato a agente anti-HIV in vivo (COOK et al., 1995). NN-DNJ (Figura 14) é
100 — 200 vezes mais potente que NB-DNJ ao inibir o virus da hepatite B em
ensaios in vitro (MEHTA et al., 1998). O composto zanamivir (Figura 14) inibe
a enzima neuraminidase (NA) de ambas as variedades de influenza A e B,
possuindo grande afinidade pelo sitio de ligagcdo da NA (TAYLOR & VON
ITZSTEIN, 1994; VON ITZSTEIN et al., 1994). Esta enzima desempenha uma
funcéo vital na etapa final do ciclo de vida viral. O virus influenza NA-deficiente
continua infeccioso, mas as particulas virais formam agregados ou
permanecem ligadas a superficie da célula infectada. Zanamivir foi aprovado
pelo FDA em 1999 (ASANO, 2003).

Figura 14: Estruturas quimicas dos inibidores de a-glicosidase NB-DNJ,
glycovir, NN-DNJ e zanamivir (ASANO, 2003)
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O desenvolvimento de aminoglicosideos N-acilados derivados da

heparina tem se dedicado recentemente a explorar atividades né&o-
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anticoagulantes da heparina, em consonancia com o numero crescente de
supostas aplicagdes terapéuticas para antagonistas “bind-and-block” de
proteinas ligantes de heparan sulfato. Heparinas parcialmente N-
desulfonadas/N-aciladas tém sido avaliadas para modulagdo da atividade de
plasmina, uroquinase, elastase e catepsina G, e para a inibigao da infec¢ao por
HIV. As atividades anti-HIV e anti-metastase de N-succinil heparina e heparinas
de baixa massa molecular tém sido avaliadas, bem como a inibicdo de
metastases tumorais por N-hexanoil heparinas inibidoras de heparanase.
Grupamentos N-sulfato necessarios para a ligagao de alta afinidade a certas
proteinas quando substituidos por grupamentos N-acil podem gerar derivados
de heparina que mantém a afinidade por proteinas. Membros deste grupo de
derivados estdo sendo investigados quanto a ligagao seletiva a proteinas-alvo,
para o efeito anti-coagulante e outras atividades bioldgicas (FERNANDES et
al., 2006).

Estudos recentes detalharam uma légica para a substituicdo de
grupamentos aniénicos da heparina, mesmo grupos aniénicos requeridos para
a heparina ligar a proteinas alvo, com certos tipos de grupamentos nao-ionicos.
O objetivo desta abordagem € minimizar a carga, otimizando espacialmente a
ligacdo sacarideo-proteina, com um ganho de seletividade para ligacdo de
proteinas especificas, resultando em antagonistas seletivos de processos
biolégicos mediados pela porgdo heparan sulfato. A partir da elucidagado das
sequéncias minimas para interagdo com proteinas-alvo, pode-se gerar
oligossacarideos ativos, com propriedades fisicas melhores que os
heparindides altamente carregados e de maior massa molecular (FERNANDES
et al., 2006).

Conforme mencionado anteriormente, nosso grupo possui experiéncia
na sintese de alquilglicosideos inibidores da interagdo célula-virus, por
interacdo com as glicoproteinas virais, competindo com o heparan sulfato da
célula hospedeira. Estes alquilglicosideos possuem uma fungao éter ligando a
por¢ao sacaridica a porgédo hidrofébica. Surgiu entdo um grande interesse a
respeito de aminoglicosideos, possuidores da fungdo amino no lugar da fungao
éter, visto a grande variedade de interagdes bioldgicas dos aminoglicosideos,

principalmente com proteinas.
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2.6. A QUIMICA DE AMINOAGUCARES

A escolha da fungdo amino também se deve a quimica que envolve
compostos de nitrogénio. A sintese de aminas tem provavelmente recebido
mais atengdo do que a preparagao de muitos outros grupos funcionais na
quimica organica (BROWN, 1994; SALVATORE et al., 2001).

O atomo de nitrogénio da maioria das aminas € semelhante ao da
amoénia, aproximadamente hibridizado em sp3, sendo um dos orbitais ocupado
pelo par de elétrons ndo-compartilhado, e os outros trés orbitais, que podem
ser ocupados por atomos de hidrogénio ou grupos alquila. A amoénia pode ser
substituida por um grupo alquila, formando uma amina primaria, e assim
sucessivamente, uma amina secundaria (dupla substituicdo), terciaria (tripla
substituicdo), até quatro grupos alquila, formando um sal de amdnio
quaternario (SOLOMONS & FRYHLE, 2001). Trata-se de uma fungé&o quimica
bastante versatil, permitindo uma ampla variedade de reacbes quimicas
(SALVATORE et al., 2001). A caracteristica das aminas que fundamenta todas
essas reagbes € a capacidade do nitrogénio de compartilhar um par de
elétrons, atuando como um nucledfilo (SOLOMONS & FRYHLE, 2001).
Reac¢des de aminas de especial interesse do presente trabalho compreendem:

- aminagao redutiva de aldeido: oligossacarideos redutores podem
sofrer aminagcdo em seu carbono aldeidico, seguida de redugdo, para
preparacado de aminas primarias, secundarias e terciarias.

- alquilagdo de aminas primarias: aminas primarias (por exemplo
aminoagucares) reagem frente a haletos de alquila para gerar aminas
secundarias e terciarias.

Aminoacucares podem ser facilmente preparados a partir do primeiro
tipo de reacédo citado. HEYNS & MEINECKE (1953) relataram a sintese de
glucosamina a partir de frutose e NH4OH, descrevendo um mecanismo de
aminagdo. Em seguida, CARSON (1955a,b; 1956) promoveu a sintese de
derivados de glucosamina N-substituidos, através de aminas alifaticas
primarias ou secundarias, por aminagao. Os rendimentos obtidos por estes
autores raramente chegavam acima dos 20%, utilizando procedimentos nao
aplicaveis para maiores escalas ou com grau de pureza insatisfatério (KAGAN
et al., 1957).
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Desde entdo as condigdes de reacao de aminacao e posteriormente da
aminagao redutiva passaram por uma serie de otimizagbes, chegando mais
recentemente a condicdbes mais brandas, de bom rendimento e seletividade.
LIU et al. (1991) promoveram a aminagao redutiva de mono e oligossacarideos,
utilizando sais inorganicos de aménio e cianoboroidreto de sédio, por 2 horas a
100°C. Os produtos da reagdo, aminas primarias, foram diretamente
derivatizados para analise por eletroforese capilar. CHRISTIANSEN-BRAMS et
al. (1992) produziram 1-amino-1-desoxi-alditéis pela aminacdo redutiva de
celobiose, lactose e maltose com benzilamina. O grupo benzila foi
posteriormente removido por catélise redutiva. Rendimentos foram obtidos em
torno de 80-90%. A grande maioria dos trabalhos envolvendo aminacgéo
redutiva de acucares se refere a preparacao de N-alquilamino-1-desoxi-alditéis
(Figura 15) a partir dos acucares redutores e alquilaminas (GARELLI-CALVET
et al., 1992; COSTES et al., 1995; KOSHIDA et al., 2001; RICO-LATTES et al.,
2005).

Figura 15: Aminacgéo redutiva de um dissacarideo sulfatado com alquilaminas
(KOSHIDA et al., 2001)
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MILLER et al. (2007), trabalhando com a conversdo de mono e
oligossacarideos redutores a 1-amino-1-desoxi-alditéis (= glicaminas) com o
uso de NH4;HCO3; e NaCNBHj3;, propuseram o rumo desta reacdo e de seus
respectivos produtos e subprodutos de aminagéao, incluindo um dimero de
glicamina totalmente reduzido, até entdo desconhecido (Figura 16).

Pouca atencdo tem sido dedicada a aminagdo redutiva de
oligossacarideos redutores com sais inorganicos de amoénio para gerar alditéis
1-amino-1-desoxi. Estes aminoalditéis sdo bastante Uteis, pois se encontram
prontamente disponiveis para derivatizagdes no grupo amino primario, um

grupo bastante estavel, para estas derivatizagdes existem numerosos
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protocolos de preparacao. Alditéis 1-amino-1-desoxi sdo muito mais estaveis
gue seus analogos nao reduzidos, as glicosilaminas (por exemplo lactosamina),
estas sdo susceptiveis a hidrolise, perdendo o grupo amino (MILLER et al.,
2007).

Figura 16: Reacdo proposta entre glucose e NH4HCO;, na presenca de
NaCNBHj;. Supostamente os produtos diméricos (“dimero totalmente reduzido”)

devem predominar sob altas concentragdes de glucose (MILLER et al., 2007)
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A fungdo amina primaria fornece um sitio conveniente para conjugagao

quimiosseletiva e modificagdo. Estratégias gerais e simples para manipulagéo
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deste grupo funcional facilitariam o uso mais amplo da glicodiversidade na
descoberta de novos farmacos (VETTER & GALLOP, 1995).

Acucares possuidores do grupo amino primario podem ser derivatizados
por reagcbes de N-alquilagdo com haletos de alquila. HORIl et al. (1986)
relataram a preparagcdo de derivados alquil da valiolamina, um pseudo-agucar,
por N-alquilagdo com distintos haletos de alquila (Figura 17). Estes derivados
exibiram alta atividade inibitoria de a-D-glucosidases, no propésito de utiliza-los

como potenciais agentes antidiabéticos orais.

Figura 17: Reacgdo de N-alquilagdo entre a valiolamina e um haleto de alquila
(HORII et al., 1986)
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Existem numerosos protocolos para reagdes de alquilagdo de aminas
primarias por haletos de alquila, gerando aminas secundarias e terciarias. Este
tratamento é comumente conhecido como “alquilagdo de Hofmann”. Variados
parametros devem ser controlados para obtencédo dos resultados desejados,
como numero de equivalentes e propor¢do dos reagentes, temperatura da
reacao, tempo e uso de aditivos, todos dependendo da natureza dos materiais
de partida. O numero de equivalentes do haleto de alquila deve ser maior
quanto menor é a reatividade da amina primaria em questdao. Porém,
multialquilagbes podem ocorrer em altas concentragbes do agente alquilante,
gerando substituicbes maiores que a amina secundaria. Conceitos como
basicidade da amina, exigéncias estéricas e solubilidade relativa no meio de
reacdo devem ser levados em conta para obtengcdo de melhores rendimentos.
Variados protocolos incluem a presenga de uma base inorganica, um carbonato
de metal alcalino, para auxiliar a reagdo mencionada. A adigcdo desta base

desloca o equilibrio acido-base da amina para sua forma desprotonada, que de
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fato participa da reagéao, favorecendo a ocorréncia da reagédo. Bases organicas
podem promover este efeito da mesma maneira (SALVATORE et al., 2001).
Haletos de alquila apresentam-se disponiveis com o mais variado tipo de
cadeias carbbnicas. Este fato possibilita a construgcdo de bibliotecas de
derivados N-alquilados de ampla variedade.
O presente trabalho ¢é baseado nas reagbes anteriormente
apresentadas, partindo-se de oligossacarideos redutores para a producdo de

aminoglicosideos sulfatados, conforme o esquema abaixo:

Oligossacarideos redutores

1. Aminacéao redutiva

Oligossacarideos 1-amino-1-desoxi

2. N-alquilacao

Glicosideos 1-alquilamino-1-desoxi

3. Sulfatacao

Alquilaminoglicosideos sulfatados
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3. OBJETIVOS

Utilizar carboidratos de baixo grau de polimerizagao
(oligossacarideos), no “design” de novos alquilaminoglicosideos
sulfatados com potencial atividade antiviral, através de processos

sintéticos e semi-sintéticos economicamente viaveis.
3.1. Objetivos especificos:

+» Realizar reagbes de aminagao redutiva utilizando como materiais de
partida os oligossacarideos lactose e k-carrabiose, para o
desenvolvimento de processos de obtengdo dos sintons aminados
aminolactitol e aminocarrabiitol, processos estes que possibilitem

reprodutibilidade para grandes escalas.

OH Lactose Aminolactitol
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Realizar reacdes de N-alquilagdo com haletos de alquila para
introdugdo quimiosseletiva de grupos hidrofébicos nos sintons
aminolactitol e aminocarrabiitol, e promover a sulfatagdo de derivados
N-alquilados do aminolactitol, para obtencdo dos alquilamino-

glicosideos sulfatados.

Agucar—NH2 + R—Br —> Agucar—NH—R + Br

0,
°n

Estudo dos intermediarios e produtos de sintese por métodos de

ressonancia magnética nuclear e espectrometria por ESI-MS.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS DE PARTIDA

O oligossacarideo comercialmente disponivel utilizado no inicio do
trabalho consiste no agucar natural do leite, a lactose (composto 1a).

Quanto aos polissacarideos de algas vermelhas, utilizou-se a galactana
naturalmente sulfatada «-carragenana, precursora da carrabiose-42-sulfato
(composto 10). Esta galactana foi obtida a partir de exemplares de
Kappaphycus alvarezii, que foram submetidos a lavagem em agua corrente,
limpos manualmente, secos ao sol, e moidos em moinho de facas. O material
foi entdo submetido a extracdo aquosa (1,5 g%) a 65°C. O extrato, apos
centrifugacdo, foi tratado com 3 volumes de etanol. Os polissacarideos
precipitados foram dissolvidos em agua, submetidos a didlise e liofilizados.
Esta fragao polissacaridica apresentou rendimento de 67% em relagado ao peso

seco da alga.

4.1.1. Producao dos oligossacarideos redutores a partir das galactanas de

algas vermelhas

O oligossacarideo redutor, carrabiose-4*-sulfato (10), derivado de k-
carragenana, foi preparado através da hidrdlise branda e seletiva para ligagdes
3,6-anidrogalactosidicas, conforme o procedimento hidrélise parcial descrito
por DUCATTI et al. (2006). A fragédo polissacaridica do item anterior (500 mg)
foi submetida a hidrdlise acida parcial com TFA 0,1 mol/L (50 mL), a 80°C por 3
horas. Apés este tempo o hidrolisado foi co-destilado com etanol para remocgao
do TFA. O material resultante apés liofilizacdo foi analisado por RMN-C e

utilizado diretamente nas reacdes de aminacao redutiva.
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4.2. METODOS SINTETICOS GERAIS

4.2.1. Aminagao redutiva de aldoses

As reagdes de aminacgao redutiva foram conduzidas por dois métodos,
um deles descrito por HEYNS & MEINECKE (1953), com modificagbes: os
agucares redutores solubilizados em solugéo de hidroxido de aménio (28-30%)
foram mantidos em sistema fechado por 15 h (“overnight”). Apdés a formagéo da
funcao imino, foi realizada a adicdo do agente redutor (NaCNBH3;, NaBH,4, ou
catalisador “Raney nickel”’) para a geragdo do nitrogénio aminico primario
ligado ao carbono anomérico do agucar (Figura 18).

Outro método de aminacdo redutiva utilizado, deu-se pelo uso de
acetato de aménio e cianoboroidreto de so6dio como descrito por LIU et al.
(1991), com modificagdes. Os oligossacarideos foram solubilizados em solugao
de acetato de amédnio 4,0 mol/L (10-30 eq NHs;), seguido da adicédo de 5
equivalentes de NaCNBHj;. A mistura foi mantida em agitagéo por 2 h a 100°C,

apos este tempo foi congelada e liofilizada, para posterior purificagao.

4.2.1.1. Reagoes de aminagao redutiva da lactose com diferentes sais de

amonio

Lactose foi colocada em 10 viais (200 mg em cada vial), onde foram
adicionados o agente redutor, NaCNBH3; 0,4 mol/L, e um agente de aminacgao
(massa correspondente a 13,7 equivalentes de NH;). Cada experimento foi
realizado com apenas um dos seguintes agentes de aminagao: acetato de
amoénio 4 mol/L, cloreto de aménio 4 mol/L, carbonato de aménio 2 mol/L,
oxalato de aménio 2 mol/L ou sulfato de aménio 2 mol/L, sendo cada solugcao
de sal de aménio adicionada a dois viais. Desta forma a reagao de aminagéao
redutiva foi realizada para cada sal de aménio em duplicata. O pH de cada
meio reativo foi medido. As reagdes foram realizadas simultaneamente em
banho de 6leo a 100°C por 2 horas. Ao fim do tempo de reagéo, o conteudo de
cada vial foi analisado por cromatografia de camada delgada. Os produtos de
aminacgao resultantes foram purificados por cromatografia em silica gel de grau

CCD 60 (item 4.4.4) e o rendimento de cada reacéo foi calculado.
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Figura 18: Exemplo de obtengdo de novos glicosideos segundo a estratégia
delineada: (1) preparacao de sinton aminado derivado de lactose e carrabiose-
4%sulfato; (2) N-alquilagdo do sinton aminado com diferentes brometos de

alquila; (3) sulfatacao dos glicosideos provenientes da lactose
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4.2.2. N-Alquilacao

As reacbes de N-alquilacdo foram realizadas com os acucares,
previamente aminados, frente a haletos de alquila (SMITH & MARCH, 2001).
Foram utilizados como agentes alquilantes: brometo de benzila e 2-

(bromometil)naftaleno (Figura 18).

4.2.2.1. Reagoes de N-alquilagdao em diferentes meios reacionais

Os meios de reacdo utilizados foram: DMF, metanol, metanol/1,4-
dioxano e emulsdo em brometo de cetiltrimetilamdnio (Cetavlon).

Para as rea¢gdes em DMF, o aminoagucar foi colocado em agitagédo com
DMF a 50°C por 3-5 horas para aumentar sua solubilidade. O haleto de alquila
foi adicionado e a reagao foi mantida na temperatura de 80°C por 3-5 horas.

Nas reacdes em metanol, o0 aminoagucar foi solubilizado em quantidade
minima de agua destilada, juntamente com uma base (se houver), sendo entao
adicionado metanol e o haleto de alquila. A reagao foi mantida sob agitagcao na
temperatura de 50°C (24-48 horas) ou sob refluxo (3 horas).

Nas reagdes em metanol/1,4-dioxano o aminoagucar foi solubilizado em
quantidade minima de agua destilada, juntamente com uma base (se houver),
adicionado metanol/1,4-dioxano (5:4) e o haleto de alquila. A reacdo foi
mantida sob agitacdo na temperatura de 50°C (24-48 horas) ou sob refluxo (3
horas).

As reacgdes realizadas em emulsdo em Cetavlon consistiram em um
meio reacional de duas fases: solugdo aquosa de KOH 2% (p/v) e tolueno. O
aminoagucar foi previamente solubilizado em uma solugdo de KOH 2% (p/v),
juntamente com o agente tensoativo Cetavlon (0,1 eq). O haleto de alquila foi
solubilizado em tolueno. As duas fases foram misturadas e mantidas sob

agitacao vigorosa a 50°C (24-48 horas) ou sob refluxo (3 horas).
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4.3. METODOS SINTETICOS ESPECIFICOS PARA A OBTENGAO DOS
ALQUILAMINOGLICOSIDEOS SULFATADOS

4.3.1. Preparagao do B3-D-Galp-(1—4)-D-GIcOH (1b)

Lactitol (1b) foi produzido a partir de lactose na presenca de NaBH,
segundo o primeiro passo do procedimento descrito por FRUSH & ISBELL,
1962, com modificagbes: temperatura ambiente e purificagdo por cromatografia
de adsorg¢ao em silica gel de grau CCD 60 eluida sob pressao (cromatografia

“flash”, item 4.4.4) (acetato de etila/metanol/agua/ acido acético 2:1:1:1).

4.3.2. Preparagao do 3-D-Galp-(1—4)-1-amino-1-desoxi-D-GIcOH (2)

Uma solugdo aquosa (10 mL) de lactose (0,500 mg, 1,45 mmol), 27,4
equivalentes de acetato de amoénio (3,083 g, 40,0 mmol) e 2,7 equivalentes de
NaCNBHs; (0,2515 g, 4,0 mmol), com pH corrigido para 10,0 com solugéo de
NH4OH 2 mol/L, foi mantida sob agitagado por 2 h a 100°C, em tubo de vidro
com tampa de plastico com rosca e selo de teflon. Ao fim da reacéo a solugao
foi congelada e liofilizada. A purificagdo do composto foi realizada por
cromatografia de adsorgdo em silica gel (acetato de etila/metanol/agua/acido

aceético 2:1:1:1). O composto 2 foi obtido com 95% de rendimento (0,5571 g).

4.3.3. Preparacdo do N,N-bis[B-D-Galp-(1—4)-1-amino-1-desoxi-D-GIcOH]
3)

Uma solugdo aquosa (2 mL) de lactose (0,500 g, 1,45 mmol), 1,4
equivalentes de acetato de amoénio (0,1542 g, 2,0 mmol) e 0,5 equivalente de
NaCNBHs; (0,0503 g, 0,80 mmol), foi mantida sob agitagéo por 2 h a 100°C, em
tubo de vidro com tampa de plastico com rosca e selo de teflon. Ao fim da
reagdo a solugdo foi congelada e liofilizada. A purificagdo do composto foi
realizada por cromatografia de adsor¢ao em silica gel (acetato de etila/metanol/
agua/acido acético 3:1:1:1). O composto 3 foi obtido com rendimento de 28%
(0,2726 g).
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4.3.4. Preparacgao do N,N,N-tris[B-D-Galp-(1—4)-1-amino-1-desoxi-D-GIcOH]
(4)

A uma solugdo aquosa do composto 3 (0,1057 g, 0,16 mmol) foram
adicionados 2 equivalentes de lactose (0,1081 g, 0,36 mmol) e 1 equivalente de
NaCNBHs; (0,0099 g, 0,16 mmol). O pH da solugao foi corrigido para 8,0 com
carbonato de litio. Esta foi mantida sob agitagcdo por 4 h em refluxo. Apos
liofilizagdo o produto foi purificado por cromatografia “flash” (acetato de etila/
metanol/agua/acido acético 4:1:1:1). O composto 4 foi obtido com 21 % de
rendimento (0,0320 g).

4.3.5. Preparagcao do B-D-Galp-(1—4)-1-desoxi-1-(dibenzilamino)-D-GIcOH
(5)

O composto 2 (0,0684 g, 0,20 mmol) foi solubilizado em quantidade
minima de agua (0,5 mg/uL). Adicionou-se 2,0 equivalentes de Na,COs (0,0424
g, 0,40 mmol), metanol/1,4-dioxano (5:4; 1,4 mL) e 20 equivalentes de brometo
de benzila (0,700 mL, 4,0 mmol). Esta mistura foi mantida sob agitagdo por 23
h a 50°C. Apds término da reacdo, esta foi submetida a uma particao entre
clorofébmio e agua (1:1), a fase orgénica foi descartada. Esta particdo foi
repetida mais 2 vezes, descartando-se a fase orgénica novamente. A fase
aquosa foi liofilizada, sendo o produto purificado por cromatografia “flash”
(cloroférmio/metanol/NH4OH 8:4:1). O composto 5 foi obtido com rendimento
quantitativo (0,0991 g).

4.3.6. Preparagao do B-D-Galp-(1—4)-1-desoxi-1-(dibenzilamino)-D-GIcOH
heptassulfatado (7)

O composto 5 (0,0814 g, 0,16 mmol) foi solubilizado em piridina (2 mL)
em condi¢des anidras e colocado em reagao com 48,3 equivalentes de acido
clorossulfénico (0,500 mL, 7,73 mmol) segundo PERCIVAL (1945) com
modificacbes: o meio reacional foi neutralizado com hidréxido de bario, o uso

deste reagente possibilita que o sulfato remanescente precipite em forma de
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sulfato de bario. Apés filtracdo, os produtos contidos no filtrado foram
submetidos a troca idnica (resina Dowex 50X8-100 forma Na®), gerando sais
dos produtos sulfatados na forma Na’. Os produtos foram purificados por
cromatografia “flash” (acetato de etila/metanol/agua 5:2:1). O composto 7 foi
obtido com rendimento de 5% (0,0083 g).

4.3.7. Preparacao do B-D-Galp-(1—4)-1-desoxi-1-(di-naftil-2-metilamino)-D-
GIcOH (8) e B-D-Galp-(1—4)-1-desoxi-1-(naftil-2-metilamino)-D-GIcOH (9)

O composto 2 (0,0550 g, 0,11 mmol) foi solubilizado em quantidade
minima de agua destilada (0,5 mg/yL). Adicionou-se 1,8 mL de metanol/1,4-
dioxano (5:4), 2,0 equivalentes de Na,COj; (0,0264 g, 0,25 mmol) e 10
equivalentes de 2-(bromometil)naftaleno (0,3015 g, 1,1 mmol). Apds 48 horas
de reacéao sob agitagao a temperatura ambiente, o meio reacional foi submetido
a particao entre cloroférmio/agua como indicado em 4.3.5. A fase aquosa foi
liofilizada, sendo os produtos purificados e separados por cromatografia “flash”
(cloroférmio/metanol/NH4OH 12:4:1). Os compostos 8 e 9 foram obtidos com
rendimento de 12% para cada um deles (0,0104 g e 0,0080 g,

respectivamente).

4.3.8. Preparagao do B-D-Galp-4-O-sulfonato-(1—4)-3,6-anidro-D-GalOH (11)

O composto 11 foi obtido como previamente descrito (GONCALVES et
al., 2005a).

4.3.9. Preparagao do B-D-Galp-4-O-sulfonato-(1—4)-1-amino-3,6-anidro-1-
desoxi-D-GalOH (12)

O material hidrolisado (item 4.1.1.; 0,5172 g), contendo
predominantemente o composto 10, foi submetido a aminagao redutiva em uma
solugéo de 16,2 equivalentes de acetato de aménio (1,600 g, 20,7 mmol) e 1,6
equivalentes de NaCNBHj3; (0,301 g, 4,8 mmol), o pH foi ajustado para 8,0 com

solugédo de NH,OH 2 mol/L. A reagao foi mantida sob agitagdo por 2 horas a
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100°C, em tubo de vidro com tampa de plastico com rosca e selo de teflon. Ao
fim da reacao a solugao foi congelada e liofilizada. A purificagdo do produto foi
realizada por cromatografia de adsor¢gdo em silica gel (acetato de etila/
metanol/agua/acido acético 3:1:1:1). O composto 12 foi obtido com rendimento

de 19% (0,1122 g), calculado a partir do polissacarideo de partida.

4.3.10. Preparagao do B-D-Galp-4-O-sulfonato-(1—4)-3,6-anidro-1-desoxi-1-
(dibenzilamino)-D-GalOH (13)

O composto 12 (0,0450 g, 0,097 mmol) foi solubilizado em quantidade
minima de agua (0,5 mg/uL). Adicionou-se 2,0 equivalentes de Na,CO3 (0,020
g, 0,19 mmol), metanol/1,4-dioxano (5:4; 0,72 mL) e 10 equivalentes de
brometo de benzila (0,132 mL, 0,97 mmol). Esta mistura foi mantida sob
agitacao por 18 h a temperatura ambiente. Apds término da reagao, esta foi
submetida a uma particdo entre clorofémio e agua, como indicado em 4.3.5. A
fase aquosa foi liofilizada, sendo o produto purificado por cromatografia “flash”
(cloroférmio/ metanol/NH,OH 12:4:1). O composto 13 foi obtido em 19% de
rendimento (0,0108 g).

4.4. METODOS DE PURIFICAGAO

4.4.1. Métodos gerais

Passos de purificacdo por cristalizacio, recristalizacdo e particdo com
solventes foram empregados para a purificacdo de alguns dos produtos
obtidos.

4.4.2. Cromatografia de troca idnica

Os experimentos de cromatografia de troca anibnica foram realizados
em coluna contendo DEAE-Sephadex A-25 (resina anibnica). As
cromatografias de troca catibnica foram conduzidas com o uso de resina
Dowex 50X8-100. Estes experimentos foram realizados em coluna ou batelada.

A detecgao dos agucares foi feita pelo método de DUBOIS et al. (1956).
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4.4.3. Cromatografia de filtragao em gel

As cromatografias de filtragdo em gel foram realizadas em colunas
contendo Bio-Gel P-2 (faixa de exclusdo: 1800 -100 Da) e Sephadex G-25
(faixa: 5000 — 600 Da) utilizando-se como eluente agua destilada. A detecgcao

dos acgucares foi feita pelo método de DUBOIS et al. (1956).

4.4.4. Cromatografia em silica (Cromatografia “flash”)

Para purificagdo preparativa dos compostos foi utilizada a cromatografia
de adsorgédo em coluna de silica sob presséo (“dry flash chromatography”) em
Silica Gel de grau CCD 60, eluida com uma mistura de solventes apropriada
(STILL et al., 1978). O conteudo das fragdes obtidas durante as cromatografias

foi visualizado através de cromatografia de camada delgada (item 4.5.1).

4.5. METODOS ANALITICOS

4.5.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

As cromatografias de camada delgada (CCD) foram realizadas em Silica
Gel em folhas de aluminio 60 Fzs4 usando misturas de solventes apropriados,
com medidas em base de v/v. Apos cromatografia, os agucares foram
visualizados através de borrifamento com solugdo de orcinol 0,5% em
etanol/H,SO,4 conc. (20/1) e aquecimento (120°C) até o aparecimento de
coloragdo. Para revelagdo em fungado do grupo amino foi utilizado solugéo de

ninhidrina (0,3 g% em acetona, com aquecimento a 110°C por 5 minutos).

4.5.2. Espectrometria de massas (ESI-MS)

Os experimentos de ESI-MS foram realizados em espectrometro
MICROMASS QUATTRO LC-MS/MS de triplo quadrupolo. A aquisicdo e
processamento de dados foram feitos através do programa MASSLYNX 3.2.

Para realizagdo das andlises as amostras foram diluidas (0,1 mg/mL) em

agua ou metanol/agua (7:3) dependendo da solubilidade da amostra, e
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introduzidas no espectrOmetro através de uma seringa. N, foi usado como gas
de nebulizacao (83 L/h) e desolvacao (309 L/h). A fonte foi operada a 150°C e
a temperatura de desolvagao foi mantida a 250°C. A voltagem do capilar e do
cone foi ajustada entre 2,0-5,0 kV e 50-100 V, respectivamente, dependendo
da natureza quimica da amostra. As analises foram realizadas nos modos
positivo (para amostras neutras) e negativo (para amostras sulfatadas).

Os ions filhos (MS/MS) foram estudados através da dissociagao induzida
por colisdo (CID - “collision induced dissociation”). Para esta anadlise, as
voltagens do capilar e do cone foram ajustadas a 3,0 kV e 60 V
respectivamente. Como gas de colisdo foi utilizado o argbnio 99,9% com

energia de colisdo de 50 eV.
4.5.3. Ressonéncia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em
espectrometro BRUKER Avance DRX 400 operando na frequéncia base de
400,13 MHz e 100,63 MHz para os nucleos de 'H e °C, respectivamente.

Os espectros de RMN — ®C DEPT foram obtidos em um 6z de 135°,
onde CH e CHj3 ocorrem em fase positiva em relagao a linha de base e CH,; em
fase negativa. As amostras foram solubilizadas em solventes deuterados (D-0,
CDCI3; e CD30D) e colocadas em tubos de 5 mm de didmetro para analise a
temperatura de 25°C. Algumas amostras tiveram seus assinalamentos
determinados com auxilio dos experimentos bidimensionais COSY e HMQC,
sendo estes realizados de acordo com parametros indicados no Manual Bruker.

Os deslocamentos quimicos expressos em ppm foram determinados
utilizando-se:

e Padrées internos: Me;Si (0,00 ppm para 'H e "*C ) ou acetona (2,23 ppm

e 30,20 ppm, 'H e '*C, respectivamente)

e Sinal central dos solventes deuterados: CDCl3 (7,27 ppm e 77,23 ppm,

'H e 3C, respectivamente); acetona-Dg (2,24 ppm e 30,20 ppm, 'H e

3C, respectivamente); CDs;OD (3,31 ppm e 49,15 ppm, 'H e 13C,

respectivamente).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este item encontra-se dividido em duas partes, a primeira parte (5.1)
demonstra os resultados e discusséo para os derivados da lactose, por sua vez
na segunda parte (5.2) serdo demonstrados os resultados e discussao para a
obtencao e modificagbes quimicas da carrabiose-42-sulfato. Para uma melhor
compreensao do processo de sintese de alquilaminoglicosideos sulfatados, os
resultados e discussdo do presente trabalho serdo dispostos na ordem da
sequéncia das reacbes de sintese. Desta forma iniciaremos pela aminacéao
redutiva dos oligossacarideos, seguida da N-alquilacdo dos aminoagucares
obtidos e por fim a sulfatacdo dos alquilaminoglicosideos provenientes da
etapa anterior. Cada reacao sera descrita acompanhada de seu processo de
purificagdo, bem como os resultados de caracterizagdo dos produtos
purificados.

Neste trabalho a lactose foi utiizada como modelo para o
desenvolvimento das condigdes de reagao, purificagao e analise, devido a sua
simplicidade  estrutural, por constituir um oligossacarideo neutro,
compreendendo duas unidades monossacaridicas ligadas entre si e sem

substituicbes em seus grupos hidroxila.
5.1. SINTESE DE ALQUILAMINOGLICOSIDEOS A PARTIR DA LACTOSE

5.1.1. Sintese do B-D-Galp-(1—4)-1-amino-1-desoxi-D-Glucitol (composto 2)

a partir da lactose — a reacdo de aminacao redutiva

Primeiramente, o oligossacarideo comercialmente disponivel, lactose, foi
submetido a reagdo de aminagéao redutiva conforme descrito no item 4.2.1 (em
solugdo aquosa de amodnia 28-30% e posterior reducdo por NaBH4). O
mecanismo de reagao simplificado € apresentado na Figura 19. Este
mecanismo consiste em trés passos: adicdo do grupo amino ao carbono da
carbonila, gerando um aminoalcool; eliminacdo do grupo hidroxila deste
aminoalcool em forma de H,O, gerando a imina; e redugéo da imina, gerando a

amina primaria.



42

Figura 19: Mecanismo de reacdo da aminacao redutiva da lactose com amodnia
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Apés 15 horas de reagdo da lactose em NH4sOH a temperatura
ambiente, a solugdo desenvolveu uma coloragédo vermelha escura, indicando a
formagdo de uma imina (segundo intermediario do mecanismo de reagédo —
Figura 19). Procedeu-se entdo a redugcédo da imina com boroidreto de sédio,
resultando em coloracdo levemente amarelada. A utilizacdo de uma
temperatura maior (45°C) durante a aminagao favoreceu a reagao visto que a
coloragado vermelha foi atingida mais rapidamente, em cerca de 8 horas. A
purificagdo do material aminado sera discutida no item seguinte. O rendimento
desta reagcdo apresentou-se entre 10%, quando realizada a temperatura
ambiente, e 37%, quando realizada a 45°C durante a aminagao.

Tentativas de aminacgéo redutiva em meio alcodlico (etanol/NH,OH 2:1)
foram realizadas no intuito de aumentar o rendimento em material aminado,
mas a adi¢cdo de etanol no meio de reacdo resultava na diluicdo da solugéo de
amonia, prejudicando o rendimento da reagcdo. Ao fim da reacao lactitol era

gerado em maior propor¢ao que o aminolactitol, conforme observado em CCD.

NaBH,
(H]



43

5.1.1.1. Purificagdo do material aminado

Para a caracterizacdo espectroscopica e espectrométrica do
aminolactitol e sua utilizagcdo nas reagbes de N-alquilagdo, foi necessaria a
obtencdo de aminolactitol com alto grau de pureza através de uma técnica de
purificacao satisfatéria.

Nos primeiros experimentos com a lactose, a purificagdo do material
aminado foi realizada por cromatografia em resina catidénica fortemente acida
(Dowex 50X8-100, forma H'). Apds a reagdo de aminagdo redutiva com
NH4OH e boroidreto de sédio, ao meio reacional foi adicionada a resina
catibnica mencionada, até atingir o pH 5,0, sendo mantido sob agitagao por
algumas horas. Esta resina foi colocada em uma coluna de vidro e eluida com
agua destilada até que o eluato indicasse auséncia de carboidratos pelo
método do fenol-sulfurico, sendo entido eluida com solugdo de NH,OH 2 mol/L
para remogdo dos compostos aminados ligados a resina. A basicidade da
solugdo de amdnia desprotona o nitrogénio dos compostos aminados, sendo
estes liberados pela resina e eluidos da coluna.

Porém, parte dos compostos aminados surgiram no eluato aquoso,
indicando que uma parte ndo se ligava aos grupamentos carregados da resina,
reduzindo o rendimento do processo de obtengdo de compostos aminados. O
eluato de NH,OH 2 mol/L era entao evaporado sob vacuo reduzido, liofilizado e
analisado por RMN-"3C dissolvido em D,0O, mas dificilmente resultava em um
bom espectro. O rendimento resultou em torno de 10%. Tentativas de
purificacdo por cristalizacao deste material foram fracassadas, uma vez que
apos refluxo em metanol, o material aminado nao cristalizava.

Por estas razbes foram testadas outras alternativas para a purificagcao
do material aminado. Ainda na investigagdo de técnicas de cromatografia de
troca ibnica, realizou-se a associagao de uma coluna preenchida com resina
catidnica (forma H') seguida de uma coluna preenchida com resina anidnica
(forma OH’), como descrito por FANG et al. (1998). Esta estratégia visava a
obtencdo de uma solugdo neutra de amino-dissacarideos, por eluicdo da
primeira coluna com HCI 0,15 mol/L e neutralizacdo do eluato pela resina
aniénica. Este objetivo nao foi alcangado devido a uma importante diferenga

entre o trabalho de referéncia e o presente trabalho: o primeiro partiu de uma
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sintese enzimatica, enquanto o nosso partiu de uma sintese quimica. Desta
forma a grande massa de sais (principalmente borato de sddio) presente na
reacao quimica interferiu no processo de troca ibnica, pois durante a eluicao
com agua destilada foram transferidos da primeira para a segunda coluna,
removendo o0s ions hidroxila basicos da resina, prejudicando sua
funcionalidade.

Outra tentativa de purificacdo dos materiais aminados foi realizada pelo
método da cromatografia em carvao-Celite, onde apods a aplicagédo do material,
realizou-se a eluigdo com solugdo de NH,OH 2 mol/L (para promover a
desprotonagdo do material aminado) e posteriormente com solugdes de
concentracao crescente de metanol (10 e 50% v/v). Esperava-se a eluigdo dos
oligossacarideos somente nos eluatos metandlicos, porém estes estavam
presentes em todos os eluatos, desta forma a estratégia foi abandonada devido
a falta de seletividade da cromatografia em carvéo-Celite.

Técnicas de precipitagdo também foram empregadas, mas nao
proporcionaram bons resultados, como por exemplo a precipitacdo dos sais
presentes no meio reacional por DMSO, e posterior precipitacdo dos
oligossacarideos com CHCI;. A formagao de precipitado com a adicédo de
DMSO nao ocorreu, inviabilizando este método. Outra tentativa de precipitagcao
(por acetato de etila) também foi realizada, ao fim da reagdo de aminagao
redutiva foram adicionadas 2 partes de metanol, procedendo-se a adi¢ao de
duas partes de acetato de etila até precipitacdo. Porém a precipitacdo ocorreu
ja na adicdo de metanol, o precipitado apos filtragdo se apresentava positivo
para o teste de carboidratos (fenol-sulfurico). O filtrado também se apresentava
positivo para este teste. Quando analisados por CCD ambos apresentavam o
mesmo perfil de manchas. Desta forma o objetivo de separar carboidratos nao
foi alcancado.

A cromatografia de filtragdo em gel (Biogel P-2) demonstrou-se
satisfatéria na purificacdo dos materiais aminados, uma vez que o eluato apés
ser levado a seco e dissolvido em D,0 apresentou um espectro de RMN-">C de
boa qualidade (Figura 20). Porém, observa-se que pelo espectro o material
ainda ndo se encontrava puro, uma vez que o sinal em 53 ppm indica a
presenca de uma amina secundaria ou terciaria, sendo o nosso objetivo a

purificacdo do aminolactitol (2), uma amina primaria (sinal em 40,9 ppm).



45

Figura 20: Espectro de RMN-"*C do material aminado, purificado por

cromatografia de filtragcdo em gel (Biogel P-2)
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Ainda assim, a cromatografia de filtragcdo em gel ndo é considerada uma
alternativa viavel para produgdo em larga escala de farmacos, pois permite a
aplicacdo somente de pequenas quantidades de amostra, desta forma
continuou-se a busca por outra estratégia de purificagao.

Em busca de melhores resultados, introduzimos a cromatografia de
adsorcdo em coluna de silica eluida sob pressédo (cromatografia “flash”) em
nosso processo de purificagdo. A maior dificuldade na realizacdo de uma
cromatografia “flash” consiste na busca da melhor fase mével para o material
que se pretende purificar. Desta forma, primeiramente foram realizados testes
em CCD com diferentes misturas de solventes, até que foi encontrada a fase
movel mais adequada. Para ser considerada ideal, a mistura de solventes deve
promover a migragcdo do composto de interesse na CCD de modo que se
obtenha um Ry préximo ao valor de 0,2 (STILL et al., 1978).

Os testes de fases moveis em CCD iniciaram-se com a utilizagdo do
etanol absoluto. O material aminado foi aplicado na CCD porém com este
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solvente nédo era deslocado ao longo da CCD. Passou-se entdo para uma
mistura de solventes: acetato de etila/metanol/agua nas proporgbes 5:2:1 e
2:2.1, fases mobveis frequentemente empregadas na andlise de
oligossacarideos em CCD. Novamente o material aminado deslocava-se pouco
ou ndo se deslocava e a resolugdo era bastante deficiente, resultando em
manchas bastante disformes. Outras misturas de solventes organicos foram
empregadas, como acetato de etila/n-propanol/agua 1:7:2 e 1:8:1,
cloroférmio/metanol 1:1, novamente sem sucesso, as manchas referentes ao
material aminado permaneciam no ponto de aplicagdo da CCD.

Devido ao atomo de nitrogénio basico do aminolactitol, acredita-se que
ocorre uma interagdo com a silica usada como fase estacionaria na
cromatografia, considerando-se que a silica possui grupamentos fracamente
acidos. Desta forma acreditou-se que se fazia necessario o uso de uma fase
movel acida, para competir com a acidez da silica, ou entdo uma fase moével
basica, para neutralizar a acidez da silica, permitindo assim o deslocamento
dos compostos aminados. A partir desta suposicado, iniciaram-se testes com
fases méveis acidas, com a adicdo de acido acético; e basicas, com a adicao
de NH4OH e trietilamina.

O primeiro teste foi realizado com acetato de etila/metanol/acido acético
2:2:1, tendo como resultado o deslocamento do material aminado, que
desenvolveu uma mancha alongada, com ponto médio de R 0,32. Apesar da
baixa resolugao, pois a mancha se estendia por uma grande area, demonstrou-
se que a adicdo de um acido na fase moével promovia a mobilidade
cromatografica dos aminoglicosideos. Testes com benzeno/acetonal/acido
acético 4:2:1, benzeno/metanol/agua/acido acético 1:1:1:1, acetonal/acido
acético 2:1 e metanol/agua/acido acético 1:1:1, ndo forneceram resultados
melhores.

Passou-se para testes com misturas de solventes contendo uma base. A
trietilamina, uma base organica, foi aplicada em uma série de misturas de
solventes, como hexano/acetato de etila/trietilamina, acetato de etila/ metanol/
trietilamina e acetato de etila/metanol/agualtrietilamina, todas em diferentes
proporgdes. Algumas promoveram o deslocamento do material aminado pela
CCD, porém sempre gerando um arraste do material, resultando em manchas

alongadas.
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O uso de fases moveis contendo acetato de etila, metanol, agua e uma
base ou acido geralmente resultava em CCDs de melhor resolugédo, desta
forma diversas propor¢des destes solventes com NH4OH foram utilizados até
que a mistura acetato de etila/metanol/agua/NH,OH 2:2:1:1 obteve uma boa
resolucdo, com R; 0,23, um valor bastante adequado para realizacdo da
cromatografia “flash”, conforme mencionado anteriormente. Definido o solvente
de eluicdo, procedeu-se a montagem da coluna com silica gel, aplicagdo do
material aminado e eluicdo com esta fase moével. As fragdes coletadas foram
avaliadas por CCD na mesma fase movel de eluicdo. As fragdes que apos
revelagdo com orcinol resultavam em mancha com R; 0,23 foram reunidas.
Apds reunido das fragbes escolhidas o material foi pesado, 3,27 g.
Considerando-se que o material inicial aplicado no topo da coluna foi de 0,30 g,
gerando um rendimento de 1000%, esta amostra deveria conter alguma
contaminagdo apos a cromatografia. O material foi entdo analisado por RMN-
3C (Figura 21).

Figura 21: Espectro de RMN-"C do material aminado apds eluicdo por

cromatografia “flash” (acetato de etila/metanol/agua/NH,OH 2:2:1:1)
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* C=0 e CHj; do padrao interno de acetona (216,4 e 30,2 ppm, respectivamente)
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No espectro de RMN-"3C da frac&o resultante da cromatografia “flash”
observa-se sinais referentes a carbonos de carbonila na regiao de 160-190
ppm e sinal referente a CH; em 24,0 ppm. Sinais correspondentes a carbonos
sacaridicos aparecem insignificantes, desta forma a amostra encontrava-se
constituida majoritariamente por algum componente n&o carboidrato. Devido
aos sinais de carbonila e CH3 presentes no espectro, acredita-se que durante a
redugao de volume da fracdo sob vacuo e temperatura de aproximadamente
60°C, ocorreu a formacao de sal, provavelmente acetato de amoénio, devido a
presenca de acetato de etila e NH;OH na fase movel.

A atengdo foi entdo dedicada novamente a fases méveis contendo
acidos. Testes de misturas de solventes contendo uma solugdo de HCI 1 mol/L
geraram resultados razoaveis, porém a utilizagdo de um &cido forte na
cromatografia poderia gerar hidrolise de material durante redugao de volume de
fracdes. Por esta razdo decidiu-se utilizar o acido acético novamente,
combinado com acetato de etila, metanol e agua, a mistura de solventes que
geralmente resultava em melhor resolugdo com acidos e bases. Apds testes
com diferentes proporcdes destes solventes, a mistura acetato de
etila/metanol/agua/acido acético 3:1:1:1 apresentou excelente resolugao, e Rs
0,17, bastante adequado para cromatografia “flash”. Procedeu-se a montagem
de uma coluna de cromatografia, a amostra (uma reagdo de aminagao redutiva
apos liofilizagao) foi aplicada e eluida com a fase mével escolhida. As fragdes
correspondentes ao material aminado (R¢ 0,17) foram reunidas, concentradas e
liofilizadas. O material resultante desta purificacdo foi analisado por RMN-"3C
(Figura 22).
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Figura 22: Espectro de RMN-'*C* do material purificado por cromatografia
“flash” (acetato de etila/metanol/agua/acido acético 3:1:1:1), correspondente ao

aminolactitol (composto 2)
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No espectro de RMN-"°C observou-se o sinal em 41,6 ppm
correspondente a um carbono ligado a amina primaria, referente ao C-1 da
unidade aminoglucitol, agora aminado e reduzido (CH,-NH,;). Da mesma
maneira, em 102,7 ppm se encontra o sinal correspondente ao carbono
anomérico da galactose B (1—4) ligada a unidade de aminoglucitol. O
assinalamento completo do aminolactitol (composto 2) encontra-se na Tabela 5
(pag. 82), e foi realizado com auxilio do espectro de HMQC (ANEXO 1).

Apds todas as tentativas de purificacdo do aminolactitol, finalmente uma
técnica havia se demonstrado bastante satisfatéria na produgdao de
aminolactitol com alto grau de pureza, de boa reprodutibilidade para maiores
escalas (multigramas). Assim a cromatografia “flash” utilizando como fase
movel acetato de etila/metanol/agua/acido acético 3:1:1:1 foi adotada como a
técnica de purificagdo do aminolactitol a ser utilizado nas reacbes

subsequentes de N-alquilagao.
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5.1.1.2. Sintese de lactitol (1b) para utilizagao como padrao

Para a obtencdo de um padrao de lactitol, para comparacao em CCD e
espectros de RMN-"C, a lactose foi submetida a reducédo (item 4.3.1). Apds
purificagdo o espectro de RMN-'>C resultante (Figura 23 B) apresentou 12
sinais bem definidos correspondendo aos 12 carbonos da estrutura quimica do
lactitol (1b). A comparagdo do espectro de RMN-'C do aminolactitol e do

lactitol (Figura 23) forneceu uma confirmagéo da estrutura do aminolactitol.

Figura 23: Comparagao entre os espectros de RMN-"3C do aminolactitol (A) e

do lactitol padréo (B)
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No espectro do lactitol observou-se os trés sinais presentes na regiao de
60-65 ppm, sinais que correspondem a carbonos CH»-OH, referentes aos C-6
das unidades galactose e glucitol e ao C-1 da unidade glucitol. No espectro do
aminolactitol somente dois sinais aparecem nesta regido, referentes aos C-6 de
cada unidade, enquanto C-1 ligado a uma amina primaria, aparece em
41,6 ppm. O assinalamento completo destes compostos é demonstrado na
Tabela 5, ao fim desta secao (pag. 82).
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5.1.1.3. Reagoes de aminagao redutiva com diferentes sais de aménio

Os rendimentos obtidos nas reacdes de aminacao redutiva da lactose
com NH4OH apresentaram-se sempre muito baixos (em torno de 10-37%). Os
baixos rendimentos destas reagdes estdo em conformidade com os resultados
obtidos por HEYNS & MEINECKE (1953), que promoveram a aminagao da
frutose com NH4,OH (10-30% de rendimento). Desta forma, testamos o uso de
sais de amoénio (LIU et a./, 1991; MILLER et al., 2007) para a aminagao da
lactose (NH4OAc, NH4Cl, (NH4)2C204 € (NH4)2SO4), em busca de melhores
rendimentos. As reagdes de aminagdo redutiva da lactose foram realizadas
conforme indicado no item 4.2.1.1 e analisadas por cromatografia de camada
delgada (Figura 24). Apds a revelagdo da placa cromatografica com orcinol,
observou-se que todas as reagdes resultaram em dois produtos principais
(manchas indicadas pelas setas e amostras 2 e 4 — Figura 24), além de uma
pequena quantidade de lactitol (mais visivel na primeira CCD) resultante da

reducdo da lactose ndo aminada.

Figura 24: Cromatografia de camada delgada das aminag¢des redutivas com

diferentes sais de amoénio (a) e algumas reagdes comparadas com padroes™ (b)

A
v

123 4567 8LN LNLO L 2 4

* Padrdes: LN = aminolactitol, LO = lactitol, L = lactose
Reagdes: 1-2 = aminagdo com (NH,4),SO,4, 3-4 = aminagdo com (NH,4),C,0,4, 5-6 = aminagao

com NH,OAc, 7-8 = aminagdo com NH,CI
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Este segundo componente, até entdo ndo identificado, passou a ser
objeto de especulagdes. Somente apds a separagao dos dois componentes por
cromatografia “flash” (utilizando a metodologia descrita no item anterior),
tornou-se possivel a completa elucidagcdo estrutural deste composto
desconhecido, por RMN-"°C e ESI-MS, concluindo-se que o componente de
maior R correspondia ao aminolactitol (composto 2), enquanto que o de menor
R¢ correspondia ao dimero amino-dilactitol (composto 3). Os rendimentos
obtidos nestas reacdes, para o aminolactitol, ficaram entre 26 e 56%,
dependendo do sal de amoénio utilizado.

O aparecimento do composto 3 se deve a reatividade da funcéao
potencial aldeido da lactose, que reage com o NH; presente no meio de
reacdo, formando a amina primaria 2, esta amina contém um &atomo de
nitrogénio mais basico que o NH3;, e portanto reage com a fungao aldeido de
outra molécula de lactose, originando o composto 3 (Figura 25). Este fato foi
descrito para a aminagao redutiva da glucose por MILLER et al. (2007), e foi
observado em todas as reacbes de aminacao realizadas no presente trabalho,

em diferentes proporg¢des, independente do sal de aménio utilizado.

Figura 25: Reacdo de aminagao redutiva entre a lactose e o composto 2,

gerando amino-dilactitol (3)
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A produgao do composto 3 nas reagdes de aminagao redutiva da lactose
foi facilmente contornada pela utilizagdo de um pH mais basico (em torno de
10,0), sob as mesmas condi¢cdes de reacgdo ja citadas. Para isto acetato de

amoénio foi solubilizado em uma solugdo de NH,OH com pH 10,0, e colocado



53

em reagcdo com a lactose, sob a presenca de NaCNBH;. O pH mais alto
desloca o equilibrio dos ions NH4" para a formagéo de mais NH; disponivel
para a aminagédo da lactose, diminuindo a competicdo com o nitrogénio de 2
pela funcdo aldeido da lactose. O rendimento obtido foi de 95%.

Os rendimentos para o aminolactitol obtidos por estas mudancas nas
condicbes de reacdo de aminacdo redutiva podem ser observados e
comparados na Tabela 2.

Tabela 2: Rendimentos para o composto 2 obtidos pela variagdo das

condigdes de reacado da aminagao redutiva® da lactose

Natureza do NH; Eq. NH; Purificagao Rend. (%)
NH4OH conc. 182 Resina catidnica 38
NH4OAc (pH7,0) 1,37 Crom. “flash” 39
(NH4)2SO4 (pH7,0) 13,7 Crom. “flash” 53
NH4OAc (pH10,0) 27,4 Crom. “flash” 95

* condigbes: 40°C/24h (NH,OH) e 100°C/2h (sais de aménio)

Observou-se que quando utilizado um volume de hidréxido de amdnio
concentrado para a aminagao, correspondendo a 182 equivalentes de NH3, foi
obtido um rendimento de 38%. Esta reacdo foi realizada a 40°C por 24h,
posteriormente reducdo com NaBH4; por 15h e purificacdo dos compostos
aminados por resina catidnica (forma H*). Um rendimento muito semelhante
(39%) foi alcangado quando utilizado o acetato de aménio para aminagédo da
lactose. Nestas condi¢cdes de reacdo, 100°C por 2h, este rendimento foi
alcancado a partir de 1,37 equivalentes de aménia, ou seja, cerca de 130 vezes
menos NH3; que na reagcdo com hidréxido de aménio. Obviamente a utilizagcao
de uma técnica mais refinada de purificagdo (cromatografia “flash”) facilitou a
obtencdo do aminolactitol e provavelmente melhorou o rendimento. Na terceira
linha da tabela € demonstrado que o aumento dos equivalentes de NH; em 10
vezes provocou um aumento no rendimento para 53%. O efeito do pH na
reagdo de aminagao redutiva pode ser observado pelo rendimento de 95%
obtido na quarta reacao apresentada na Tabela 2, quando utilizado o meio

reacional a pH 10,0, rendimento muito superior quando comparado as ultimas



54

duas reacdes, que foram realizadas a pH 7,0. Nesta reacao foram também

utilizados mais equivalentes de NH3; que auxiliaram no aumento do rendimento.
5.1.1.4. Sintese de uma amina terciaria (4) a partir do composto 3

Visando-se a possibilidade da sintese de uma amina terciaria constituida
por trés unidades de lactose, realizou-se uma aminagao redutiva (item 4.3.4) a
partir do composto 3 e lactose, na presenga de NaCNBH; (Figura 26). Desta
forma, durante a reagao o atomo de nitrogénio de 3 teve seu proton substituido
por uma unidade de lactose, ligada da mesma forma que as outras unidades de
lactitol ja presentes, dando origem a amina terciaria amino-trilactitol (composto
4). O rendimento obtido foi de 21%.

Figura 26: Reacao de aminagao redutiva a partir do composto 3 e lactose, para

produzir o composto 4
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A lactose e as aminas primaria 2, secundaria 3 e terciaria 4 foram
analisadas por RMN-"3C (Figura 27, pag. 56). Primeiramente, analisando o
espectro da lactose na base da figura, observou-se os assinalamentos do C-1
da unidade de glucose, referentes a mutarrotagéo das formas a e B de C-1, em
91,8 e 95,7 ppm, respectivamente. Sao observados também 18 sinais ao total
devido a esta mutarrotagéo, sendo 6 sinais referentes a unidade de galactose,
6 referentes a unidade de glucose na forma a e 6 sinais referentes a unidade
de glucose na forma B. Como esperado os sinais em 91,8 e 95,7 ppm da

lactose ndao aparecem nos espectros dos compostos 2, 3 e 4, visto que o
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carbono referente a estes sinais encontra-se agora ligado ao N, estando
portanto mais blindado e sofrendo um importante deslocamento para campo
mais alto, gerando assinalamentos na regido de 40-60 ppm. Comparando-se os
demais espectros de RMN-"*C pode se observar uma grande similaridade na
regido de 60-110 ppm para 2, 3 e 4, regido referente aos carbonos das
unidades de lactitol, com exceg¢ao do sinal de C-1, ligado ao N, e do sinal de C-
2. O sinal do C-1 merece destaque pois consiste na maior diferenga entre os
espectros de 2, 3 e 4. Para 2, uma amina primaria, somente uma unidade
lactitol esta ligada ao N, resultando no sinal de 41,6 ppm para C-1. No caso de
3, uma amina secundaria, duas unidades de lactitol estédo ligadas ao N, assim o
sinal de C-1 sofre um deslocamento para 49,6 ppm. E por sua vez o composto
4 apresenta trés unidades lactitol ligadas ao N, que provocam o deslocamento
do sinal de C-1 para 56,3 ppm, caracteristico de aminas terciarias. O efeito no
deslocamento do sinal do carbono provocado pelo seu substituinte é
denominado efeito a. O C-2 da mesma unidade (aminoglucitol) sofre um efeito
B a medida que aumenta o grau de substituicio da amina, surgindo em
68,4 ppm para o composto 2, 67,5 ppm para o composto 3, e 66,2 ppm para o
composto 4.

Os dados estruturais obtidos pelos métodos espectroscopicos acima
demonstrados foram entdo confirmados por espectrometria de ESI-MS (Figura
28) no modo positivo, onde a relagdo massal/carga (m/z) obtida para cada
composto aminado mostrou-se de acordo com o esperado, sendo 344 m/z
[M+H]" para o composto 2 (massa molar = 343), 671 m/z [M+H]" para o
composto 3 (massa molar = 670), e 997 m/z [M+H]" para o composto 4 (massa
molar = 996).

O composto 4, com sua estrutura peculiar contendo trés cadeias
sacaridicas, podera ser empregado em futuras derivatizagbes, uma vez que
“clusters” ricos em cadeias sacaridicas tém demonstrado potencial atividade
anti-HIV, por estimulo da resposta imune (WANG et al., 2007). Nao foi
encontrado nenhum relato na literatura a respeito deste composto até o
presente momento.

Voltando a atengéo para o aminolactitol (2), sinton aminado que foi um

dos focos deste trabalho, reagdes de N-alquilacdo foram realizadas a partir



deste composto, para obtengdo de aminoglicosideos

hidrofobicos, como descrito no item seguinte.

Figura 27: Espectros de RMN-">C do amino-trilactitol (4),

aminolactitol (2) e lactose (1a)
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Figura 28: Espectrometria de massa (ESI-MS) dos compostos 2, 3 e 4 (modo
positivo)

344 [M+H]*

100 Composto 2
oH MM 343
HO
o) OH
HO o OH
OH HO NH,
] OH
245
388 410 &70
o el L.“"“T‘”“LA." P T T k““ e e e iz
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 Joo 750 800 850 900 8950 1000
+
671 [M+H]
100+ Composto 3
o MM 670
HO
%) OH oy ol
OH o OHO
e 0 o HO
OH  Ho NH HO HO
OH HO
2]
E72
508 713
e 149 182 346 437
l57 107 738
Glhll il d e Y i.j.mAu A, e — A iz
s0 100 | 150 | 200 | 250 300 350 | 400 | 480 500 550 600 | 680 | 700 750 800 850 | 800 950 1000
+
HO oy o [M+H] 997
oy N ﬁ Composto 4
oL, om on /" on
o MM 996
wo’ on
N
572
HO, OH
Ho.
on 511
o 73
on
208 ° a3
%} o. b3s
o
Ho
- EEE}
S
E) [
420 b1y
654 o
bos 345 570
316 521 B2
572
= 815 ces
bl Ll Lial i L ottt dooal S A .Jll . i i L 1 elaiducinle
i el ; - ’ ; . - t : t T ; ; iz
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100



58

5.1.2. Sintese de aminolactosideos alquilados — a reagcao de N-alquilagdao
5.1.2.1. Sintese do composto 5

A partir da obtencdo de aminolactitol com alto grau de pureza, reagdes
de N-alquilagdo foram realizadas utilizando o aminolactitol e brometo de
benzila. O brometo de benzila € um agente alquilante que reage com o
aminolactitol através de uma reacdo de substituicdo nucleofilica de segunda
ordem (Sn2). O par de elétrons do nitrogénio do aminoagucar promove um
ataque nucleofilico ao carbono benzilico, que dispbée de uma densidade de
carga positiva, pois encontra-se ligado ao atomo de bromo (Figura 29). A
ligacao entre o nitrogénio e o carbono é formada enquanto a ligagao entre este
carbono e o bromo é rompida. O derivado alquilado do aminoagucar é formado

como produto da reacgao.

Figura 29: Mecanismo de reagado da N-alquilagdo (substituicdo nucleofilica) do

aminolactitol por brometo de benzila
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Inicialmente o aminolactitol foi submetido a N-alquilacdo por brometo de
benzila (BnBr) em dimetilformamida (DMF), a temperatura de 80°C por 3 horas.
A solubilidade do aminolactitol em DMF era baixa, desta forma, apods
purificagao por cromatografia “flash” o melhor rendimento obtido foi de 11%.
Outras condi¢des foram utilizadas, que elevaram o rendimento da reacédo de
alquilacao até 100% (descritas adiante no item 5.1.2.3). A purificagdo do

material alquilado sera detalhada no item seguinte.
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5.1.2.2. Purificagdo do composto 5

Apds toda a experiéncia obtida com a purificagdo do aminolactitol,
decidiu-se adotar a cromatografia “flash” para purificacdo do composto
dibenzilado, pois devido a presenca dos grupamentos hidrofébicos apresentaria
melhor mobilidade ao longo da coluna de silica, desta forma a obtencao de
uma fase movel se tornou mais facil. Assim, iniciou-se a busca por uma fase
movel adequada pela mesma mistura de solventes que rendeu bons resultados
com o aminolactitol, acetato de etila/metanol/agua/acido acético, mas na
proporcao 4:1:1:1, de menor polaridade. Testes em CCD revelaram R; sempre
proximo a 0,25, decidiu-se diminuir a polaridade da mistura, utilizando a
proporgéo 8:1:1:1. Esta proporgao resultou em R¢ 0,19 indicando que esta seria
a propor¢cao mais adequada para realizagdo da cromatografia “flash” (mais
préximo ao Ry ideal de 0,20). Procedeu-se a cromatografia “flash” de algumas
reacoes de benzilacdo do aminolactitol com BnBr. Apds a selecao das fragdes
correspondentes ao composto dibenzilado (mesmo Ry), estas foram reunidas. A
amostra foi secada e preparada para analise por RMN-"2C. Os experimentos de
RMN-"3C realizados com todos os compostos benzilados provenientes desta
técnica de purificagédo resultaram em espectros de baixa qualidade (Figura 30),
com sinais de acetato de alta intensidade (C=0 em 179,9 ppm e CH; em 23,8

ppm) e apenas indicios de sinais dos glicosideos.
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Figura 30: Espectro de RMN-"C do material benzilado*, submetido a
cromatografia “flash” com a fase moével composta por acetato de etila/metanol/

agua/acido acético 8:1:1:1
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Apesar da caracterizagdo por RMN-"2C se mostrar deficiente, a analise
por CCD continuava demonstrando presenca de carboidrato nesta amostra,
quando revelada por orcinol (Rf 0,25 para acetato de etila/metanol/agua/acido
acético 4:1:1:1), desta forma acreditou-se que o processo de purificagdo havia
produzido uma forma salina do glicosideo, forma acetato, que prejudicava a
analise por RMN-"3C.

Assim, iniciou-se a busca por outra fase moével, desta vez sem &acido
acético, que permitisse a purificagdo do dibenzil-aminolactitol, gerando
amostras passiveis de analise por RMN-"C. Para isso foi considerado ideal
que o composto fosse purificado resultando na sua forma de base livre,
evitando associagcdo com contra-ions. O uso de NH,OH na fase movel
provavelmente resultaria na formagéo de glicosideos com grupamentos amino
livres apos purificacdo por cromatografia “flash”. Sabia-se por experiéncia

prévia que o uso de NH4OH e acetato de etila em uma fase mével resultava na
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producdo de sais de acetato de amdnio. Optou-se pelo uso do cloroférmio
como solvente mais apolar da mistura, através da mistura cloroférmio/metanol/
NH,OH. Apéds testes de diferentes proporcdes destes solventes em CCD,
observou-se que a propor¢cao 8:4:1 promoveu a migracdo do dibenzil-
aminolactitol pela CCD resultando em Rf 0,23, definindo-se como fase mével
adequada para realizagao da cromatografia “flash”. Procedeu-se a purificacéo
do produto da reagao de benzilagdo do aminolactitol por cromatografia “flash”
com a fase movel escolhida. O composto obtido foi analisado por RMN-">C
(Figura 31).

Figura 31: Espectro de RMN-"*C do dibenzil-aminolactitol* purificado por

cromatografia “flash” usando cloroférmio/metanol/NH,OH como eluente
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Observou-se os sinais dos carbonos aromaticos na regido de 125-
135 ppm e os sinais de C-1 da unidade aminoglucitol duplamente alquilado em
53,9 ppm e dos dois carbonos benzilicos em 57,7 ppm. A baixa resolu¢do do

espectro se deve a pequena quantidade do composto 5 produzido pela reacao.
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Para facilitar a manipulacdo da amostra resultante das reacbes de N-
alquilacao, observou-se que a realizacdo de uma particdo entre uma fase
aquosa e uma fase organica (cloroférmio) promovia a remogédo do BnBr do
meio de reagdo. Os compostos de interesse permaneciam na fase aquosa
enquanto o BnBr se deslocava para a fase organica. Esta técnica foi entao
empregada nas respectivas reagdes antes de sua purificagcdo por
cromatografia. Este passo se tornou essencial quando utilizados brometos de
alquila mais apolares, como é o caso do 2-(bromometil)naftaleno, que durante
a cromatografia eluiu juntamente com os produtos alquilados de interesse.

Apesar do baixo rendimento resultante da reagéo de alquilagdo em DMF
citado no item anterior, a purificagdo do material benzilado permitiu o estudo do
composto por RMN-"3C e ESI-MS. Quando analisado por ESI-MS (Figura 32) o
espectro do material benzilado revelou o ion de massa/carga 547, que né&o
correspondia ao produto esperado da reagédo (aminolactitol monobenzilado),

que apresenta massa molar de 433,5.

Figura 32: Espectro de ESI-MS (modo positivo) do produto de reagédo entre

aminolactitol e brometo de benzila
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Observando-se novamente o produto da reagao apresentado na Figura
29, percebe-se que é possivel a formacédo de uma amina secundaria, que por
sua vez & mais reativa que o aminolactitol (uma amina primaria) para a N-
alquilagcao. Desta forma considerando-se que uma segunda reacao de N-
alquilacao (Figura 33) ocorreu com a amina secundaria formada na primeira

reacao, temos como produto uma amina terciaria de massa molar 523,6.

Figura 33: Reacdo de N-alquilagdo do produto formado na Figura 27 pelo
brometo de benzila
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A partir da massa molar do produto desta segunda reacdo de N-
alquilacédo (MM 524), observa-se que ha uma maior proximidade ao valor
obtido por ESI-MS, e somando-se esta massa molar a um ion sodico ([M+Na]")
obtemos o ion de massa/carga 547. Alguns dos ions presentes no espectro séo

detalhados na fragmentagéao indicada pela Figura 34.
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Figura 34: Fragmentos obtidos por ESI-MS-MS do dibenzil-aminolactitol
(composto 5) MM 524
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Desta forma houve uma forte evidéncia de que a reacdo entre
aminolactitol e brometo de benzila gerou a amina terciaria: dibenzil-
aminolactitol (5). Esta evidéncia foi confirmada pelo espectro de RMN-">C do
composto (Figura 35) e também por espectrometria por ESI-MS agora no
modo negativo (Figura 36).

O espectro de RMN-"*C do composto revelou a presencga relevante de 4
sinais na regido de 125-140 ppm, correspondentes aos carbonos aromaticos
dos grupamentos benzil. Os sinais em 57,3 e 59,7 ppm merecem destaque pois
correspondem ao C-1 do aminoglucitol e ao sinal dos carbonos benzilicos
(Cpenz), respectivamente. Os 11 sinais presentes na regiao de 60-110 ppm
correspondem aos demais carbonos do agucar, cujo assinalamento completo é
apresentado na Tabela 5, pag. 82. Este assinalamento foi realizado com auxilio
de espectros bidimensionais (HMQC e COSY) e RMN-"C (DEPT),
demonstrados no ANEXO 1. Observa-se claramente que os sinais referentes
aos carbonos dos grupamentos benzilicos aparecem em maior intensidade do
que os carbonos sacaridicos, indicando a ocorréncia da dupla benzilagdo na
funcdo amino. S&o encontradas algumas diferengas nos deslocamentos
quimicos dos sinais quando comparados com o espectro apresentado na
Figura 31 (pag. 61), pois os experimentos de RMN-"*C foram realizados em

diferentes solventes deuterados.
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Figura 35: Espectro de RMN-"C* do composto 5
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Figura 36: Espectro de ESI-MS (modo negativo)* do composto 5,

acompanhado da representacdo de seu ion molecular [M-H] e sua

fragmentacgao
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Quando esta reacao foi analisada por CCD observou-se que além do
composto 5, de maior Ry, havia também um composto de Ry intermediario entre
o produto dibenzilado e o aminolactitol. Este composto gerou também uma
fragdo apds a cromatografia “flash” que foi secada e analisada por RMN-"3C e
ESI-MS. O espectro de RMN-"*C (Figura 37) revelou que a natureza deste
composto era muito parecida ao composto 5 apresentando os sinais de
carbonos aromaticos na regidao de 125-140 ppm e também os sinais do C-1 do

aminoglucitol e do carbono benzilico.

Figura 37: Espectro de RMN-"C do composto* de R; menor que o composto 5
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Apesar do baixo rendimento gerando escassez de material para o
experimento de RMN-'3C, que resultou em um espectro de baixa resolugao,
pdde-se observar no espectro a presenca de sinais dos carbonos aromaticos
na regido de 125-135 ppm e sinais correspondentes ao carbono benzilico e ao
C-1 ligado ao nitrogénio, em 52,7 e 51,1 ppm, respectivamente. Péde-se notar

que os sinais de carbonos aromaticos apresentaram a mesma intensidade que
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os carbonos sacaridicos, regidao 60-110 ppm, indicando a insergdo de somente
um grupamento benzila no aminoagucar. Observa-se que ainda ha uma
pequena contaminacao pelo dibenzil-aminolactitol, indicada pelo sinal em 56,2
ppm. O assinalamento completo do composto 6 encontra-se na Tabela 5, pag.
82.

A confirmagao da presenca de somente um grupamento benzila neste
composto foi realizada por ESI-MS (modo positivo), resultando no ion de
massa/carga 434, que corresponde a massa molar do benzil-aminolactitol

somada a massa de um proton [M+H]" (Figura 38).

Figura 38: Espectro de ESI-MS (modo positivo) do composto 6 (MM 433),

acompanhado de seu ion molecular e sua fragmentagao
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O ion de massa/carga 272 corresponde a fragmentacéo da estrutura por
perda do grupamento galactosil, como indicado na Figura 38.
Devido ao baixo rendimento do composto monobenzilado, este foi

considerado um subproduto da reacdo de N-alquilacdo, sendo assim o
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derivado dibenzilado, produto principal da reacao, foi adotado para as reagdes
de sulfatacao (item 5.1.2.4).

Com o desenvolvimento de uma técnica de purificagdo do material
alquilado tornou-se possivel a avaliagcdo das condi¢cdes da reacéo de alquilacdo

e consequentemente, seus rendimentos.

5.1.2.3. Condigoes de reagao para a producao dos compostos 5 e 6

Os parametros avaliados foram: meio reacional, temperatura, tempo de
reacao e presenca de uma base.

O uso de diferentes meios de reagéo permitiu a avaliagdo da influéncia
destes no rendimento do composto 5. Os meios reacionais utilizados foram:
DMF, metanol, metanol/1,4-dioxano (5:4) e uma emulsdo em Cetavlon. Todas
as reacdes foram realizadas em refluxo, exceto para o DMF que foi realizada
em 80°C, para evitar a degradagdo do DMF. A emulsdo em Cetavlon ocorre
entre uma solugao aquosa de KOH 2% (p/v), contendo aminolactitol, e tolueno,
contendo brometo de benzila. A reacio ocorre na interface entre as duas fases,
uma emulsdao mediada pelo agente tensoativo Cetavion. Os rendimentos

obtidos para cada reacgao foram calculados e comparados (Tabela 3).

Tabela 3: Rendimentos obtidos nas reacgdes de N-alquilagdo com brometo de

benzila (20 equivalentes), utilizando-se diferentes meios de reagao*

Meio de reagao Rendimento (%)
DMF 11
Metanol 58
Emulsédo em Cetavlon 71
Metanol/1,4-Dioxano 90

* DMF: 80°C/3h; metanol, Cetavlon, metanol/1,4-dioxano (5:4): Na,COs/refluxo/3h

Pode-se observar que a reagdo em DMF, resultou no menor rendimento.
Isto se deve a baixa solubilidade do aminolactitol em DMF, que apds algumas
horas em agitagdo a 50°C permanece pouco soluvel. Convém mencionar que o

aminolactitol estava na sua forma de sal de acetato, resultante da sua
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purificagdo (cromatografia “flash”). Ainda assim, brometo de benzila foi
adicionado e a reagao ocorreu em baixo rendimento, indicado pela CCD.

Quando realizada em metanol, a reacdo ocorreu em maior rendimento, a
solubilidade do aminolactitol era maior, apds alguns minutos em refluxo, a
solucao se tornava limpida. Porém, ao fim da reacao, foram detectados outros
produtos de benzilagdo por CCD (compostos de R maior). Estes produtos
podem ser formados por O-alquilagdes, que podem ter ocorrido devido a alta
energia fornecida em fungédo da temperatura de refluxo. Este fato também foi
observado nas reagdes que utilizaram metanol/1,4-dioxano (5:4). Este meio de
reagao foi considerado mais adequado por seu melhor rendimento, atingido
provavelmente pela melhor solubilidade do BnBr em metanol/1,4-dioxano,
favorecendo o contato entre as moléculas dos reagentes. Este meio reacional
foi adotado como padrao para as reacdes de alquilagao pelo BnBr.

E ainda, a reacdo foi testada em uma emulsdo com Cetavlon,
apresentando um rendimento razoavel, todavia mais baixo que o obtido em
metanol/1,4-dioxano, provavelmente devido a reagado ocorrer entre duas fases
imisciveis.

As Ultimas trés reagdes (metanol, emulsdo em Cetavlon, metanol/ 1,4-
dioxano) foram todas realizadas na presengca de uma base. Nas reagbes em
metanol e metanol/1,4-dioxano foi utilizado o carbonato de sdédio (2 eq),
enquanto na reagao com Cetavlon foi utilizado o KOH 2%. A presenca de uma
base desloca o equilibrio entre R-NH3* e R-NH, favorecendo a formacédo da
amina desprotonada R-NH,, espécie que de fato reage com o BnBr. Desta
forma a adicdo de uma base favorece a reacdo e portanto contribui para
maiores rendimentos, como observado na Tabela 3.

Foram realizadas reagbes (em metanol/1,4-dioxano) em temperatura
menor que as temperaturas de refluxo empregadas anteriormente. Para melhor
solubilidade do aminolactitol a esta temperatura adicionou-se agua destilada
em quantidade minima para dissolu¢édo do composto (0,5 mg/yL), seguido da
adicdo do meio de reacdo. Observou-se por CCD que de 3-5 horas, a 50°C, a
reagao nao ocorria com bom rendimento, desta forma decidiu-se por aumentar
o tempo de reagao para mais de 15 horas. Apds 23 horas de reacdo, a 50°C, o
produto 5 foi purificado e o rendimento calculado. Observou-se que o

rendimento foi quantitativo. Quando comparada com a reacao realizada sob
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refluxo, pode ser observado por CCD que nao ha formacdo dos mesmos
subprodutos resultantes da O-alquilagdo que ocorre sob refluxo. Desta forma
este rendimento esta perfeitamente justificado (Tabela 4).

Foi realizado ainda um teste da reac&do de benzilagdo em emulsdo com
Cetavlon a temperatura ambiente, que apods 48 horas foi analisada por CCD,
resultando em uma mancha de Rs maior quase invisivel, referente ao composto
5, e uma mancha de Rf menor bastante evidente, referente ao composto 2.
Concluiu-se que o rendimento havia sido desprezivel, desta forma a mesma
reagéo foi realizada a 50°C por 15 horas. O rendimento obtido foi de 24%
(Tabela 4).

Assim, as condicbes de reacdo mais adequadas obtidas para a
benzilagdo do composto 2, foram: agua destilada em quantidade minima para
dissolugédo (0,5 mg/pL), 20,0 equivalentes de brometo de benzila, 2,0
equivalentes de carbonato de sodio, meio de reagdo metanol/1,4-dioxano (5:4),
banho de 6leo a 50°C e agitagdo por 23 horas, gerando o composto 5 em
rendimento quantitativo.

Tentativas de favorecer a monoalquilagdo gerando o composto 6 em
maior rendimento foram realizadas, com menor numero de equivalentes de
BnBr (0,8 - 2 eq), porém sem sucesso, obtendo-se em todas as tentativas o

composto 5 em maior rendimento.

Tabela 4: Rendimentos obtidos a partir da variacdo de temperatura e tempo

em dois meios de reagédo, para a benzilagao* do composto 2 (20 eq. de BnBr)

Meio de reagao T (°C) Tempo (h) Rend. (%)
Emulsdo em Cetavlon 25 48 n.q.
Emulsdo em Cetavlon 50 15 24
Metanol/1,4-Dioxano Refluxo 3 90
Metanol/1,4-Dioxano 50 23 100

n.q.: ndo quantificavel

* na presenca de uma base: KOH para Cetavion e Na,CO; para metanol/1,4-dioxano
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5.1.2.4. Sintese dos compostos 8 e 9

Para a introducdo, na fungdo amino do composto 2, de um radical mais

hidrofébico que o radical benzila utilizou-se o reagente 2-(bromometil)naftaleno

(BrMetNaf):
<~ I

A respectiva reacao € demonstrada a seguir:

"7 5 2 oH BrMetNaf
OH HO NH,
OH

Produtos esperados

LY ﬁ#
e

&t&

Monoalquilado

Os produtos demonstrados correspondem aos produtos esperados para
a reagdao com BrMetNaf segundo a experiéncia obtida nas alquilagbes com
brometo de benzila. De uma forma geral, todo o desenvolvimento de condigbes

de reacgao, purificagcdo e analise obtido com os glicosideos benzilados foi
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aplicado novamente nas N-alquilagbes realizadas com este novo agente
alquilante.

O mecanismo de reacao de N-alquilacdo ocorre da mesma forma que a
previamente demonstrada para o brometo de benzila (item 5.1.2.1, Figura 29),
descrevendo uma reagdo Sn2, porém introduzindo um ou dois grupos
metilnaftaleno.

Uma pequena quantidade do composto 2 (10 mg) foi colocado em
reacdo com 10 equivalentes de BrMetNaf como um teste para verificar a
reatividade do agente alquilante. As condi¢des utilizadas foram as mesmas
condigdes que resultavam em maior rendimento para o BnBr (metanol/1,4-
dioxano 5:4, 2,0 eq Na,COs3, 50°C, 15h). Apos a reacgao foi realizada uma

analise por CCD para verificar se houve alquilagéo (Figura 39).

Figura 39: CCD* da reagdo de N-alquilagdo do composto 2 com BrMetNaf

apo6s 21 horas de reacao

Glicosideos

:; N-alquilados

<+— Composto 2
R P

—’

* fase modvel acetato de etila/metanol/agua/acido acético 4:1:1:1, R = amostra da

reacao aplicada em duplicata, P = padréo de aminolactitol (composto 2).

Além da mancha correspondente ao composto 2 na CCD, um dos
reagentes, pdde-se observar outras manchas de R¢ maior, que poderiam indicar
glicosideos N-alquilados e portanto a ocorréncia da reagdo nas condi¢des
iniciais testadas.

Para comprovacido do fato mencionado, realizou-se a mesma reacao,
porém em uma escala maior (55 mg do composto 2) e a temperatura ambiente,
para gerar quantidade de produto suficiente para as analises de RMN-"°C e
ESI-MS. Apds 48 horas de reacéao, esta foi analisada por CCD, resultando em

um perfil muito semelhante ao demonstrado anteriormente na Figura 39. Os
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produtos da reagdo foram purificados por cromatografia “flash”, sendo o
produto de maior R em CCD eluido primeiro, seguido pelo produto de R um
pouco inferior, que foi eluido em seguida. Estes foram analisados por RMN-"3C
e ESI-MS.

O produto eluido primeiramente na cromatografia, quando analisado por
RMN-"3C (Figura 40), resultou em um espectro com sinais na regido de 125-
135 ppm, correspondentes aos carbonos aromaticos do grupamento
metilnaftaleno, um sinal em 59,6 ppm correspondente ao carbono CH,
(Chetilenicos) deste mesmo grupamento, ligado ao N do aminoagucar. Ainda os
sinais em 57,1 e 104,8 ppm correspondentes ao C-1 do aminoglucitol e ao C-1
da (-galactose (1—4) ligada, respectivamente. Os sinais dos demais carbonos
sacaridicos apresentam-se na regiao de 60-85 ppm. Convém observar que os
carbonos ligados a fungédo amino resultaram em sinais de carbonos ligados a
uma amina terciaria, desta forma a suspeita era de que este composto
correspondia ao produto da dupla N-alquilacdo. O assinalamento completo dos
carbonos deste composto € apresentado na Tabela 5 (pag. 82), e foi realizado
com auxilio do espectro de HMQC (ANEXO 1).

A suspeita da dupla N-alquilagdo gerando o composto 8 (MM 624) foi
confirmada a partir do espectro de ESI-MS no modo positivo, que resultou em
um ion molecular de massa/carga 625 referente a massa molar do composto
adicionada a massa de um proton [M+H]" (Figura 40).

Por sua vez o produto eluido em seguida na cromatografia, quando
analisado por RMN-"3C, resultou em um espectro de perfil semelhante (Figura
41), com sinais de carbonos aromaticos na regidao de 125-135 ppm, C-1 da
galactose em torno de 102 ppm e sinais de carbonos sacaridicos em 60-85
ppm (Tabela 5, pag. 82). Os sinais de C-1 do aminoglucitol e CH; do
metilnaftaleno ligado ndo foram encontrados, devido a baixa resolugdo do
espectro, decorrente da escassa quantidade obtida para o composto.

Assim como para o composto 8, a estrutura quimica do composto 9 foi
confirmada por ESI-MS no modo positivo, resultando no ion molecular de
massa/carga 485, referente &8 massa molar do composto monoalquilado 9 (MM

484) adicionada & massa de um proton [M+H]" (Figura 41).
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Figura 40: Espectros de RMN-"C* e ESI-MS (modo positivo) do produto de

maior Rs obtido pela reagao entre o composto 2 e o BrMetNaf
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Figura 41: Espectros de RMN-"*C* e ESI-MS (modo positivo) do produto de

menor R obtido pela reagcédo entre 0 composto 2 e o BrMetNaf
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5.1.2.5. Condi¢oes de reacao para a produgao dos compostos 8 e 9

Apds todo o desenvolvimento das condicdes da reacao de N-alquilagao
realizado para os produtos benzilados, observou-se que seria importante testar
dois meios de reacgao para produgédo dos compostos 8 e 9: metanol/1,4-dioxano
(5:4) e emulsao em Cetavlon. As reagbes foram realizadas como descrito no
item 4.2.2.1. Em ambos foi utilizada a temperatura de 50°C e agitacéo por 48
horas. Foram utilizados 10 equivalentes de BrMetNaf em metanol/1,4-dioxano e
5 equivalentes na emulsdo em Cetavlon. A purificagdo dos compostos foi
realizada conforme descrito anteriormente (item 5.1.2.4.).

Utilizando-se o meio de reagdao metanol/1,4-dioxano, os rendimentos
obtidos para os compostos 8 e 9 foram de 12%, para ambos os compostos.
Utilizando-se a emulsdo em Cetavlon como meio de reagao, os rendimentos
obtidos para os compostos 8 e 9 foram de 5 e 6%, respectivamente.

Comparando-se os rendimentos obtidos, observa-se que estes sao
muitos semelhantes, uma vez que a emulsdo em Cetavlon empregou a metade
de equivalentes de BrMetNaf da reacdo em metanol/1,4-dioxano. Sendo assim
0 meio metanol/1,4-dioxano foi escolhido como meio de reagdo de escolha,

devido a sua eficiéncia um pouco maior.

5.1.2.6. Comparacao entre as reagcdoes de N-alquilagcao utilizando-se

brometo de benzila e 2-(bromometil)naftaleno

Segundo SALVATORE et al. (2001), o curso da alquilagdo depende
fortemente do niumero de atomos de carbono presentes no brometo de alquila.
Brometos de alquila de cadeia linear de maior comprimento (= 5 carbonos)
promovem alquilacdo resultando eficientemente no produto monoalquilado.
Distintamente, o uso de uma cadeia linear de comprimento menor (< 5
carbonos) reverte a seletividade, originando N, N-dialquilaminas.

Na luz destes conceitos, gerados a partir de brometos de alquila
lineares, observou-se que a mesma légica pode ocorrer com brometos de
alquila aromaticos. Quando utilizado o brometo de benzila, com menor nimero
de carbonos (7 carbonos), o produto de alquilagéo prioritario € o composto 5,

um produto dialquilado (pag. 63). O composto 6, um produto monoalquilado, é
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produzido em quantidade quase insignificante. J& quando utilizado o 2-
(bromometil)naftaleno, com maior nimero de carbonos (11 carbonos), ocorre
um aumento na produgcdo do composto monoalquilado (9), obtendo-se um
rendimento equivalente ao composto dialquilado (8) (pag. 71).

Desta forma confirmou-se que o uso de brometos de alquila com maior
numero de carbonos favoreceria a monoalquilagao de aminas.

Foi realizada ainda uma tentativa de N-alquilagdo com cloreto de
colesterila em dimetilsulféxido adicionado de Na,COg3, a 100°C por 4 h. Porém,
a reacao nao ocorreu, devido a baixa reatividade deste haleto de alquila, por se
tratar de um cloreto de alquila secundario e com alto numero de atomos de
carbono. O atomo de cloro apresenta-se como pior grupo abandonador quando
comparado ao bromo, resultando numa menor reatividade do haleto
correspondente. No caso do uso de cloretos de alquila, as condicbes reacionais
devem ser mais drasticas, as quais nao estdo compreendidas no foco deste

trabalho.

5.1.3. Sintese de alquilaminolactosideos sulfatados — a sulfatacao

A reacao de sulfatagao foi realizada somente com o composto 5, a
escolha deste composto se deve a maior quantidade produzida do mesmo.
Esta foi a unica reagdo que nao foi empregada na sintese de glicosideos a
partir da carrabiose-4-sulfato, uma vez que este oligossacarideo possui
naturalmente grupo sulfato. Desta forma, a reacédo de sulfatacao foi realizada
no intuito de se gerar um produto final partindo-se da lactose, sendo este um
alquilaminolactosideo sulfatado.

A reagdo de sulfatagcdo foi conduzida segundo o item 4.3.6.,
empregando-se 48,3 eq de 4&acido clorossulfénico. Os produtos foram
purificados por cromatografia “flash”, obtendo-se duas fragbes: a primeira (UF1)
correspondendo a uma mistura de produtos co-eluidos, que n&o foram
separados pela cromatografia devido aos seus R muito proximos; e a segunda
fracdo (UF2) correspondendo ao produto de menor Ry, eluido por ultimo.

A segunda fragcdo, demonstrando-se em maior grau de pureza, foi
analisada por RMN-"*C e ESI-MS (Figura 42).
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Figura 42: Espectros de RMN-'C* e ESI-MS (modo negativo) do produto UF2

obtido por sulfatagdo do composto 5
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Devido & pequena quantidade do produto obtido, a analise por RMN-"3C
resultou em um espectro de baixa resolugcdo. Entretanto, pode-se observar
sinais referentes a carbonos aromaticos na regido de 125-135 ppm, sinais de
carbonos sacaridicos na regido de 60-80 ppm, sinais de carbonos ligados a
amina terciaria em 55-60 ppm e ainda o sinal do C-1 da unidade galactose em
100,52 ppm.

A estrutura deste produto € melhor definida quando observado o
espectro de ESI-MS, apresentando ions de massa carga 1214 e 1254,
correspondentes ao composto 7 (heptasulfatado), demonstrado a seguir:

Nab-

Na+ - O \S/\ Na" o}
\ /o

\\ /P
Na'y"” \\ Ox / O\
/ AN S Ox.
Na+ (@) / \O S/
oNa+ / X
7 ONa*

O ion de massa/carga 1214 corresponde a massa molar do composto 7
menos a massa de 1 ions sddicos [M-Na], enquanto o ion de massa/carga
1254 corresponde a massa molar do mesmo menos a massa de 2 ions sodicos
e mais 1 ion potassico [M-2Na+K]". O ion de massa/carga 1112 corresponde a
uma fragmentagéo do composto 7, pela perda de um grupamento SO3’, menos
a massa de 2 ions sodicos [M-SO3-2NaJ'.

A primeira fragdo (UF1), correspondente a uma mistura de produtos,
resultou em um espectro de RMN-"C de alta complexidade (Figura 43), como
esperado. Através do espectro de ESI-MS (Figura 43) desta fracdo pode-se
observar a presenga de produtos com diferentes graus de sulfatacdo. Dentre
estes produtos podemos identificar o composto 7 (m/z 1214); e produtos
analogos ao composto 7, com menor grau de sulfatagdo: o glicosideo
hexasulfatado (m/z 1112); o glicosideo pentasulfatado (m/z 1010) e o
glicosideo tetrasulfatado (m/z 908). As estruturas demonstradas correspondem

a estruturas hipotéticas quanto a posigao dos grupos sulfato.
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Figura 43: Espectros de RMN-"*C* e ESI-MS (modo negativo) da mistura de

produtos, UF1, obtida por sulfatagcdo do composto 5
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O rendimento obtido para o composto 7 foi de 5%, considerado baixo e
atribuido a quantidade de equivalentes de acido clorossulfénico empregada e
ao tempo de reagdo (15 horas).

O alquilaminoglicosideo sulfatado 7, produto final da marcha sintética
apresentada, bem como a mistura de alquilaminoglicosideos sulfatados UF1,
foram encaminhados para testes de atividade antiviral (HSV-1). Os resultados

destes testes serdo apresentados em futura publicagao.
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5.2. SINTESE DE ALQUILAMINOGLICOSIDEOS A PARTIR DA
CARRABIOSE-4°-SULFATO

Todo conhecimento obtido pelo desenvolvimento de técnicas de sintese,
purificacdo e andlise dos glicosideos produzidos a partir da lactose foi entao
aplicado no proximo passo deste trabalho: a sintese de alquilaminoglicosideos
a partir da carrabiose-4%-sulfato. Este oligossacarideo, proveniente da hidrélise
do polissacarideo k-carragenana, apresenta naturalmente um grupo sulfato em
sua estrutura. Assim, para a sintese de alquilaminoglicosideos sulfatados a
partir da carrabiose-4%-sulfato (composto 10), este oligossacarideo foi

submetido a reagbes de aminagao redutiva e posteriormente N-alquilagéo.
5.2.1. Hidrdlise da k-carragenana, um polissacarideo extraido de algas

O polissacarideo «k-carragenana detalhadamente estudada por
AGUILAN et al. (2003) foi extraido da alga Kappaphycus alvarezii conforme
indicado no item 4.1. O rendimento obtido foi de 67%. Este polissacarideo foi
entdo submetido a hidrélise branda (Figura 44) com TFA 0,1 mol/L (4.1.1.).

Figura 44: Formacdo da carrabiose-4%sulfato através de hidrolise branda

segundo as condigdes descritas por DUCATTI et al. (2006)
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O material hidrolisado foi analisado por RMN-"*C (Figura 45), gerando
um espectro onde se pode observar um sinal em 90,0 ppm correspondente ao
C-1 da unidade 3,6-anidrogalactose, na forma de aldeido hidratado, e ainda 11
sinais de maior intensidade correspondendo aos demais carbonos do
dissacarideo. Cabe destacar os sinais em 82,4 e 72,9 ppm, que correspondem
a C-3 e C-6 da unidade 3,6-AnGal. Estes carbonos interligados através de uma
ligacao éter formam o anel 3,6-anidrogalactosidico, que torna a estrutura mais
rigida e determina que o equilibrio mutarrotatério esteja deslocado para a forma
de aldeido hidratado e nao para as formas ciclicas, como normalmente
acontece com as hexoses em extremidade redutora. Estes assinalamentos
foram realizados por comparacgéo com os do carrabiitol-4°-sulfato previamente
descrito no nosso laboratorio (GONCALVES et al., 2005a).

Figura 45: Espectro de RMN-"3C juntamente com a estrutura quimica esperada

do material hidrolisado a partir de k-carragenana
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Analisando o espectro da Figura 45 foi possivel observar que a hidrélise
ndo produziu exclusivamente carrabiose-4’-sulfato (composto 10), como
esperado, fragmentos maiores também estavam presentes em menor

proporcdo. Como o material hidrolisado era constituido predominantemente
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pelo dissacarideo de interesse, este foi conduzido as reagdes de aminacao
redutiva para producdo do “sinton” aminado. O assinalamento completo do

composto 10 é apresentado na Tabela 6 (pag. 93).

5.2.2. Sintese do composto 12 a partir de 10 — a reagdo de aminagao

redutiva

Nos primeiros testes de aminacdo redutiva com o composto 10, a
aminacgao redutiva era realizada com hidroxido de aménio concentrado e
NaBH,4. Ao fim da reacdo obtinha-se uma solucdo de cor escura, quando
analisado por CCD observou-se que o material consistia em uma mistura de
produtos. Posteriormente percebeu-se que possivelmente o composto 10 sofria
uma degradacdo no pH do hidréxido de aménio (pH 14,0), devido a
instabilidade da unidade 3,6-anidrogalactose neste pH. Este fato foi reforcado
pela analise por RMN-"3C (ndo apresentado), resultando em espectros sem
sinal de carbono ligado a nitrogénio e sequer sinais de carbonos sacaridicos.
Desta forma, esta técnica de aminagao foi abandonada.

Passou-se a técnica de aminagao redutiva utilizando acetato de aménio.
O material obtido pela hidrdlise descrita acima, contendo o composto 10, foi
submetido as condi¢gbes descritas no item 4.3.9. (16,2 eq NH,OAc, 1,6 eq
NaCNBHs, 100°C, 2h). Apdés a reagdo observou-se por CCD (acetato de
etila/metanol/agua 9:5:1) que todo o material permanecia no ponto de
aplicagdo. O composto 10 nestas condi¢gdes migraria pela CCD resultando em
R: de aproximadamente 0,5. Sabe-se por experiéncia prévia que nestas
condi¢cbes os aminoacucares ndo se deslocam em CCD, desta forma concluiu-

se que a reacao de aminacao redutiva ocorreu com sucesso:

Nao // k-carrabiose Na' oL // aminocarrabiitol
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5.2.2.1. Purificagao do composto 12 a partir do material aminado

Na tentativa de purificar o composto 12 a partir do material aminado,
utilizou-se a mesma estratégia descrita para o composto 2, o aminolactitol, ou
seja, cromatografia “flash” com acetato de etila/metanol/agua/acido acético
3:1:1:1. Porém observou-se que o composto 12 e seu respectivo dimero, o
amino(di)carrabiitol-4%-sulfato, eram eluidos simultaneamente, resultando em
fracdes contendo ambos aminoacgucares. A producido deste tipo de estrutura
dimérica ja havia sido observada para a aminagéo redutiva da lactose (item
5.1.1.3.), e foi descrita para a glucose por outros pesquisadores (MILLER et al.,
2007). O espectro de RMN-"3C desta fracdo contendo ambos os produtos de
aminacéo, confirma o fato (Figura 46), resultando em sinais do C-1 da unidade

AnGal do composto 12 e de seu dimero, em 42,0 e 49,9 ppm respectivamente.

Figura 46: Espectro de RMN-"°C da fragdo contendo o composto 12 e seu

respectivo dimero
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Para promover a separacdo dos dois aminoacucares, optou-se pela
eluicdo da coluna de silica sem a aplicagdo de pressdo, como uma
cromatografia comum de adsorgéo em silica. A eluicdo da coluna sob presséo
atmosférica promove o aumento do tempo de interagdo da amostra com a
silica. Assim, a separagao de compostos de Rf muito proximos se torna mais
eficiente. Considerando-se 0 mesmo principio, para incrementar esta eficiéncia,

foi utilizada uma quantidade maior de silica, aumentando-se o caminho
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cromatografico. Utilizou-se a mesma fase mével. Como resultado obteve-se 3
fragcbes separadas de Ry muito préoximos, estas fracdes foram analisadas por
RMN-"C.

A fragdo de maior R; (menos polar) correspondia ao carrabiitol-42-sulfato
(11), proveniente da reducdo direta da carrabiose-4%-sulfato pelo NaCNBHj
(espectro de RMN-">C nao apresentado). A fracdo de menor R; (mais polar)
correspondia predominantemente ao subproduto desta reagdao de aminacgao
redutiva, ou seja, a estrutura dimérica acima mencionada (espectro de RMN-
3C n&o apresentado).

Observou-se que a fragdo de Ry intermediario apresentou um espectro
de RMN-"3C com sinais caracteristicos de um aminoagucar (Figura 47). Dentre
eles um unico sinal de carbono ligado a nitrogénio em 42,0 ppm,
correspondente ao C-1 da unidade 3,6-AnGal, ligado a uma amina primaria. E
ainda, um sinal em 103,0 ppm relativo ao C-1 da unidade Gal-4-sulfato, e sinais
na regiao de 60-90 ppm referentes aos demais carbonos sacaridicos do
composto 12 (Tabela 6, pag. 93).

A estrutura do composto foi confirmada por ESI-MS (modo negativo) que
detectou o ion molecular de massa/carga 404, correspondente a massa molar
do composto 12 menos a massa de um ion sédico [M-Na] (Figura 47).

Em comparagdo com o espectro de RMN-'*C do carrabiitol-42-sulfato
(composto 11, pag. 89), a estrutura do composto 12 fica ainda mais evidente
(Figura 48).
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Figura 47: Espectro de RMN-"*C* e ESI-MS (modo negativo) do composto 12
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Figura 48: Comparacdo entre os espectros de RMN-"C e estruturas quimicas
dos compostos 11 (GONCALVES et al., 2005a) e 12
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A diferenca estrutural entre os compostos 11 e 12 consiste na
substituicdo da hidroxila do C-1 da unidade AnGal pela funcdo amina. Esta
diferenca é ilustrada pelo sinal referente ao C-1 de AnGal, 62,7 ppm para 11 e
42,0 ppm para 12. Esta diferenga também afeta C-2 de AnGal, resultando no
sinal em 71,2 ppm para 11 e 66,7 ppm para 12.

A partir desta técnica de purificagdo tornou-se possivel calcular o
rendimento da reacdo de aminacao redutiva do composto 10. Este rendimento
foi calculado a partir do polissacarideo precursor, a k-carragenana. Assim, a
partir de 500 mg do polissacarideo, obteve-se 112,2 mg do composto 12,
correspondendo a 19% de rendimento. Este rendimento é considerado
satisfatério, visto que duas reagbes sao necessarias para produzir o composto
12 a partir do polissacarideo, hidrdlise acida parcial e aminagao redutiva,
sabendo-se que ambas as reagdes resultam em subprodutos. E ainda,
observou-se que a técnica de purificagao utilizada obteve outras fragdes
contendo uma pequena parte do composto 12, diminuindo um pouco o

rendimento final.
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Desta forma, obteve-se o composto 12 com alto grau de pureza para as

reacdes de N-alquilacdo detalhadas a seguir.
5.2.3. Sintese do composto 13 — a reacédo de N-alquilagao

O composto 13 foi produzido como descrito em 4.3.10 (10 eq de BnBr,

2,0 eq de Na,CO3, metanol/1,4-dioxano):

dibenzil-aminocarrabiitol

Na' oL // aminocarrabiitol

Nao //

Apds 18 horas de reagdo, os produtos foram analisados por CCD,
resultando em um unico composto de R; maior, e ainda um composto de R
baixo, correspondendo ao composto 12 remanescente. O produto purificado
por cromatografia “flash” (cloroférmio/metanol/NH4,OH 12:4:1) foi analisado por
RMN-C e ESI-MS (Figura 49), que demonstraram que o produto se tratava
do composto 13.

No espectro de RMN-"3C observa-se os sinais de carbonos aromaticos
na regiao de 125-135 ppm, o sinal do carbono benzilico em 59,3 ppm, o sinal
do C-1 da unidade AnGal em 55,8 ppm e os demais sinais de carbonos
sacaridicos na regiao de 60-105 ppm. Convém destacar que os sinais em 59,3
e 55,8 ppm se referem aos carbonos ligados a uma amina terciaria, sugerindo
a dupla benzilagdo da funcdo amino do composto 12. Esta suposicdo foi
confirmada pelo espectro de ESI-MS, que resultou em ion molecular de 585
m/z, correspondente a massa do composto 13 menos a massa de um ion

sodico.
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Figura 49: Espectro de RMN-"*C* e ESI-MS (modo negativo) do composto 13
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De uma forma bastante interessante o espectro de RMN-°C do
composto 13, quando realizado em D,O (Figura 50), exibe um perfil um pouco
distinto. Observa-se um pequeno aumento em ppm para cada um dos sinais,
algo esperado devido ao efeito do solvente, mas também nota-se a
transformagéo ocorrida com o sinal correspondente aos carbonos benzilicos,
que se reparte em dois sinais (59,0 e 57,9 ppm), como se os carbonos

benzilicos presentes nos dois grupamentos alquila ndo fossem equivalentes.

Figura 50: Espectro de RMN-">C do composto 13 em D,0
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Este efeito gerado pelo solvente pode ser explicado pela baixa
solubilidade principalmente da porgédo hidrofébica do composto 12 em D0,
resultando nos sinais peculiares atribuidos aos carbonos benzilicos.

O rendimento obtido para a reagao foi de 19%. Observa-se que a
reatividade do composto 12 para a N-alquilagdo com BnBr é menor se
comparado com o composto 2. Isso pode ser devido a presenca do anel 3,6-
anidrogalactosidico, que poderia exercer impedimento estérico na insergéo dos
radicais alquila. Apds a reacao, a presenca do derivado monobenzilado n&o foi

detectada. O assinalamento completo do espectro de RMN-"*C do composto 13
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€ apresentado na Tabela 6 e foi realizado com auxilio do espectro de HMQC
(ANEXO 2).

Tabela 6: Assinalamento dos espectros de RMN-">C* da carrabiose-4%-sulfato
(10) e dos compostos produzidos a partir da mesma por reagées de aminagao
redutiva (12) e N-alquilagao (13)

Unidade Carbono 10 1 12 13
Gal 1 102,9 103,0 103,0 103,0
2 70,9 70,8 70,6 70,5
3 71,8 71,7 71,4 71,6
4 76,3 76,3 76,3 76,4
5 74,5 74,4 74,4 74,6
6 60,9 60,7 60,8 61,0
3,6-An-Gal 1 90,0 62,7 42,0 53,6
2 72,8 71,2 66,7 65,0
3 82,4 83,2 83,8 84,0
4 86,9 87,0 86,8 86,5
5 75,4 75,5 75,3 75,3
6 72,9 72,6 72,8 72,9
Benzil a - - - 59,0-57,9
b - - - 128,7
c - - - 131,4
d - - - 129,5
e - - - 130,4
*em D,O

O alquilaminoglicosideo sulfatado 13, produto final da marcha sintética
apresentada para a carrabiose-4*-sulfato, obtido com alto grau de pureza, foi
encaminhado para testes de atividade antiviral (HSV-1). Os resultados destes

testes serdo apresentados em futura publicacao.

5.2.4. Tentativas de N-alquilagdo do composto 12 com 2-(bromometil)

naftaleno

O composto 12 foi ainda submetido a reagbes com 2-(bromometil)
naftaleno, tanto em metanol/1,4-dioxano (5:4) quanto em emulsdo com
Cetavlon, na presenca de Na,CO3, da mesma forma como a descrita para as
reacoes de preparacdo dos compostos 8 e 9. Porém, observou-se por CCD
que a temperatura de 50°C a reagdo de N-alquilagdo nao ocorreu,

remanescendo o material inicial. A temperatura de 80°C, a reagdo pareceu
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ocorrer, resultando em CCD uma mancha de R maior. O material foi purificado
por cromatografia “flash” (acetato de etila/metanol/agua 10:2:1) e analisado por
RMN-"3C. Sinais de terminal redutor foram encontrados no espectro, levando a

conclusao de que nesta condi¢cao de reagcado o material sofreu degradacao.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, rea¢des de aminagao redutiva, N-alquilagao e sulfatagcéo
foram utilizadas para produzir alquilaminoglicosideos sulfatados a partir do
oligassacarideo neutro lactose e do oligossacarideo sulfatado carrabiose-4%-
sulfato. A carrabiose-42-sulfato (B-D-Galp-4-O-sulfonato-(1—4)-3,6-anidro-D-
Galp) foi obtida a partir da hidrdlise acida parcial do polissacarideo k-
carragenana, extraido da alga vermelha Kappaphycus alvarezii.

As melhores condi¢cdes encontradas para a reacao de aminacgao redutiva
destes dissacarideos foram: acetato de amoénio na presenga de ciano-
boroidreto de sddio em pH basico. Para a N-alquilagdo dos aminoagucares
resultantes da reacao anterior, o uso de haletos de alquila na presenca de uma
base, o carbonato de sddio, em metanol/1,4-dioxano, em temperaturas brandas
foram consideradas as melhores condi¢des de reacao.

Primeiramente, reagdes de aminagao redutiva, N-alquilagao e sulfatagcao

foram realizadas com a lactose, gerando os seguintes compostos:

v' B-D-Galp-(1—4)-1-amino-1-desoxi-D-GlcOH (aminolactitol)
OH
HO . 2 on
HO o/ﬁm
OH HO NH2
OH
v"N,N-bis[B-D-Galp-(1—4)-1-amino-1-desoxi-D-GlcOH] (amino-dilactitol)
o O 3
oH oH OH
OH HO ~ NH HO 7 HO

v" N,N,N-tris[B3-D-Galp-(1—4)-1-amino-1-desoxi-D-GIcOH] (amino-trilactitol)

HO o on
HO, 4
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OH,
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HO"  OH
OH N
OH
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v' B-D-Galp-(1—4)-1-desoxi-1-(dibenzilamino)-D-GlcOH (dibenzil-amino

lactitol)
HO OH 5
o OH
HO&/O OH //©
OH HO N
OH \\@
v' B-D-Galp-(1—4)-1-desoxi-1-(benzilamino)-D-GIcOH (benzil-aminolactitol)

HO OH
o 6 OH
HO o OH
OH Hoxi; _NH
OH /O
v' B-D-Galp-(1—4)-1-desoxi-1-(dibenzilamino)-D-GIcOH heptassulfatado

(dibenzil-aminolactitol heptassulfatado)

v' B-D-Galp-(1—4)-1-desoxi-1-(di-naftil-2-metilamino)-D-GIcOH

(di(naftilmetil) -aminolactitol)
HO OH
o )
e N
OH HO N
OH

v' B-D-Galp-(1—4)-1-desoxi-1-(naftil-2-metilamino)-D-GIcOH (naftilmetil-

aminolactitol)

OH
HO 9
HO o) OH 0
OH HO NH
OH
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Dentre todos os métodos de purificacao testados, a cromatografia de
adsorcdao em silica foi o que apresentou os melhores resultados. Todos os
compostos foram purificados por este método e tiveram suas estruturas
confirmadas por ressonancia magnética nuclear (1D e 2D) e espectrometria de
massa (ESI-MS).

Apods o desenvolvimento das condigdes de reacgéao, purificacdo e analise
na preparagcdo de alquilaminoglicosideos sulfatados a partir da lactose, o
conhecimento obtido foi aplicado na preparagdo de alquilaminoglicosideos a
partir do oligossacarideo carrabiose-4-sulfato. Os seguintes compostos foram

produzidos por reagdes de aminagao redutiva e N-alquilagao:

v B-D-Galp-4-O-sulfonato-(1—4)-1-amino-3,6-anidro-1-desoxi-D-GalOH
(aminocarrabiitol-4*-sulfato)
Na+o-\ //

S
VN

o)
H

(o}
. om 12
o) (0]
oho\iﬂ/\wz
OH
OH
v B-D-Galp-4-0O-sulfonato-(1—4)-3,6-anidro-1-desoxi-1-(dibenzilamino)-

D-GalOH (dibenzil-aminocarrabiitol-4*-sulfato)

+
O\ //
Y

(6]

(0]
S OH 13

o

0o (¢]
~OH N
HO 0
OH
OH

Estes compostos também foram purificados por cromatografia de

Na

adsorcdo em silica e tiveram suas estruturas confirmadas por ressonancia
magnética nuclear (1D e 2D) e espectrometria de massa (ESI-MS).

A metodologia de aminagéo redutiva desenvolvida pode ser aplicada em
uma ampla variedade de mono e oligossacarideos redutores, tanto neutros
como acidos, sendo economicamente viavel e possibilitando boa
reprodutibilidade para grandes escalas.

A conversdo dos oligossacarideos em aminoagucares forneceu um sitio

conveniente para conjugagao quimiosseletiva de agliconas hidrofébicas.
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Os seguintes compostos sao inéditos, segundo a literatura
especializada:

- amino-dilactitol (3)

- amino-trilactitol (4)

- dibenzil-amino lactitol (5)

- dibenzil-aminolactitol heptassulfatado (7)

- di(naftilmetil)-aminolactitol (8)

- naftilmetil-aminolactitol (9)

- aminocarrabiitol-4-sulfato (12)

- dibenzil-aminocarrabiitol-4>-sulfato (13)
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ANEXO 1

Espectros de RMN-'3C (DEPT) e bidimensionais (HMQC e COSY) de
compostos derivados da lactose
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Espectro de COSY do composto 5
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ANEXO 2

Espectro bidimensional de ressonancia magnética nuclear (HMQC) do
composto derivado da carrabiose-4*-sulfato
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